UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
TESE DE DOUTORADO

DANIELA ISABEL BRAYER PEREIRA

Suscetibilidade in vitro e in vivo de Pythium insidiosum: Estudo comparativo entre

acetato de caspofungina e imunoterapia em coelhos

PORTO ALEGRE

2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TESE DE DOUTORADO

DANIELA ISABEL BRAYER PEREIRA

Suscetibilidade in vitro e in vivo de Pythium insidiosum: Estudo comparativo entre

acetato de caspofungina e imunoterapia em coelhos

Tese apresentada como requisito parcial para obteng¢dao do
grau de Doutor em Ciéncias Veterinarias, junto a Faculdade
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

Subérea: Microbiologia

Especialidade: Micologia

Orientador: PROF. DR. LAERTE FERREIRO
Co-orientador: PROF. DR. JANIO MORAIS SANTURIO

PORTO ALEGRE

2008



Aos meus pais, que me ensinaram que com dedica¢do e

perseveranga eu poderia concretizar meus Sonhos.



AGRADECIMENTOS

Agradecer ¢ pouco, muito pouco, porém ¢ o que posso fazer nesse momento....

- A Deus, pelo milagre da vida e por sempre guiar meus passos;

- A minha familia, pois sem ela eu simplesmente néo teria chegado até aqui;

- Ao meu orientador Prof. Dr. Laerte Ferreiro, pela oportunidade, amizade e confianca;

- Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Janio Morais Santurio, por ter confiado de olhos
fechados na minha capacidade, por ter me recebido de bragos abertos e pela sua valiosa
amizade e orientacao. Faltam palavras para expressar a minha gratidao ...

- Ao Prof. Dr. Sydney Hartz Alves, pela sua amizade, apoio e disposi¢do. Sua ajuda foi
imprescindivel na concretizag@o deste trabalho;

- Ao pessoal do Laboratorio de Pesquisas Micologicas (“Familia LAPEMI”) pela
recepcao, auxilio no desenvolvimento deste trabalho e, principalmente, pela amizade;

- A colega e amigona Juliana Argenta, pela ajuda e companheirismo;

- A professora Ione Denardin e Hanna, pelo auxilio no experimento com os animais;

- A Universidade Federal de Santa Maria ¢ ao LAPEMI, por oportunizar a realizagio
deste trabalho;

- As grandes amigas “irmas” Elisa Simone Viégas Sallis, Luciana Pétter e Sonia Botton,
pelo auxilio técnico, paciéncia e apoio nos momentos dificeis;

- Aos meus companheiros da “Republica Autista”, Raquel Rech, Soraia Souza e Jorje
Schathduser. Santa Maria foi muito melhor com vocés por perto;

- Ao grande amigo, Amilton Vallandro Marcal, pelo incentivo e exemplo de dedicagao;
- Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pelo
apoio financeiro que viabilizou o desenvolvimento deste trabalho;

- Nao poderia esquecer de agradecer aos “meus coelhinhos” que doaram suas vidas em

favor da ciéncia.



v

RESUMO

O oomiceto aquatico Pythium insidiosum, classificado no Reino Stramenipila, é o
agente etiologico da pitiose, uma doenga cronica, piogranulomatosa, que acomete
eqiiinos, caninos, felinos, bovinos, ovinos ¢ humanos que habitam regides tropicais e
subtropicais. Diversos protocolos para o tratamento da enfermidade tém sido utilizados,
incluindo terapia com antifingicos, cirurgia e imunoterapia. O presente estudo
objetivou avaliar a suscetibilidade in vitro de 27 isolados clinicos de Pythium
insidiosum ao acetato de caspofungina, bem como correlacionar os resultados obtidos in
vitro com a resposta da terapéutica in vivo e comparar a eficacia de dois tratamentos,
acetato de caspofungina e imunoterapia, utilizando coelhos como modelo experimental.
Vinte e seis isolados de Pythium insidiosum provenientes de casos clinicos de pitiose
em animais no Brasil (24 eqiiinos, 01 canino e 01 ovino) e um isolado ATCC (58637)
foram avaliados neste estudo. Os testes in vitro foram desenvolvidos utilizando-se a
macrotécnica em caldo seguindo o protocolo internacional M38-A do CLSI. O indculo
consistiu de uma suspensio de 2-3x10° zodsporos de Pythium insidiosum diluido 1:10
em caldo RPMI. As concentragdes finais do acetato de caspofungina variaram de 0,25 —
128 pg/mL. A leitura dos CIMs foi visual, considerando-se o crescimento ou ndo de
hifas em 24 horas de incubacgado a 370C, sendo adotados 3 critérios de leitura: CIMO;
CIMI1 e CIM2 (100%, 90% e 50% de inibicao de crescimento, respectivamente), assim
como também foi determinada a concentracdo fungicida minima. No ensaio in vivo, 15
coelhos inoculados subcutaneamente com 20.000 zodsporos de Pythium insidiosum
foram divididos em 3 grupos de 5 animais (grupo 1, controle; grupo 2, tratado com
imunoterapico Pitium Vac® e grupo 3, tratado com acetato de caspofungina). Os
tratamentos iniciaram-se 25 dias apds a inoculacdo e consitiram de: 1) 8 doses de
imunoterapico administradas em intervalos de 14 dias; 2) 1 mg/kg/dia de acetato de
caspofungina durante 20 dias consecutivos. Dezoito semanas apds o inicio do
experimento, os animais foram necropsiados e fragmentos de lesdes foram coletados
para andlise histopatologica e morfométrica. Quatorze isolados (51,8%) evidenciaram
CIMO de 64 pg/mL e 24 (88,8%) CIMI1 com variagdo de > 8ug/mL a 64 pg/mL. Na
determinagdo da concentra¢do fungicida minima, 17 (62,9%) amostras requereram 64
ng/mL. Os animais de ambos os tratamentos apresentaram reducdo da area de lesoes,
quando comparados aos animais do grupo controle (P<0.05). As areas de lesdes dos
coelhos tratados com acetato de caspofungina evidenciaram reducdo durante o
tratamento, porém rapidamente retornaram a progredir quando a administragdo do
farmaco foi suspensa. O aspecto histologico das lesdes foi similar entre os grupos
estudados e a avaliacdo morfométrica evidenciou que os animais dos grupos 2 e 3
apresentaram menor quantidade de hifas nas areas de necrose (P<0.05). Os resultados
obtidos evidenciam que, embora ndo tenha havido diferenga entre os tratamentos
avaliados, a imunoterapia, em fun¢do de seu custo, continua sendo a melhor alternativa
para o tratamento da pitiose. A ocorréncia de altas CIMs associada a falta de atividade
fungicida do acetato de caspofungina observados neste estudo, sugerem que Pythium
insidiosum € pouco suscetivel a este antifingico.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, oomiceto, pitiose, acetato de caspofungina,
imunoterapia, Pitium Vac, coelho.



ABSTRACT

Pythium insidiosum is an oomycete classified in the Kingdom Stramenipila. It causes
pythiosis, a chronic, difficult-to-treat, pyogranulomatous disease that affects mainly
horses, but can also affect dogs, cats, cattle, sheep and humans that inhabit tropical
and subtropical regions. Several protocols to treat pythiosis have been used, including
antifungal drug administration, surgery and immunotherapy. The present study aimed
to evaluate the in vitro susceptibility of 27 Pythium insidiosum clinical isolates to
caspofungin acetate, as well as to relate the results obtained in vitro with the response
of in vivo therapy, and to assess the efficacy of two treatments, immunotherapy and
caspofungin acetate administration, in rabbits with experimental pythiosis. Twenty-six
samples of Pythium insidiosum isolated from pythiosis lesions from animals in Brazil
(24 horses, 01 dog and 01 sheep) and one ATCC isolate (58637) were studied. The in
vitro tests were performed using the broth macrodilution method following the CLSI
M38-A protocol. The inoculum consisted of a suspension containing 2-3x10° Pythium
insidiosum zoospores diluted 1:10 with RPMI broth. The final concentrations of
caspofungin acetate were 0.25 — 128 ug/mL. The MICs were read after 24 h of
incubation at 37" C. The reading was visual and assessed the growth or absence of
growth of hyphae. Three MIC reading criteria were adopted: MICO, MIC1 and MIC2
(growth inhibition of 100%, 90% and 50%, respectively). The minimum fungicidal
concentration was also determined. For the in vivo assay, fifteen rabbits were
subcutaneously inoculated with 20,000 Pythium insidiosum zoospores and were divided
into 3 groups of 5 animals (group 1, control: group 2, treated with Pitium Vac®
immunotherapic; and group 3, treated with caspofungin acetate). The treatments were
started 25 days after the inoculation, and consisted of: 1) 8 doses of the
immunotherapic administered at 14-day intervals; and 2) Img/kg/day of caspofungin
acetate during 20 consecutive days. The animals were necropsied eighteen weeks after
the start of the experiment, and lesion fragments were collected for histopathologic and
morphometric analyses. Fourteen isolates (51.8%) had an MICO of 64 ug/mL, and 24
(88.8%) had an MICI that varied between > Sug/mL and 64 ug/mL. When subjected to
the minimum fungicidal concentration assay, 17 (62.9%) samples required 64 ug/mL.
The animals in both treatment groups displayed smaller lesion sizes compared to the
animals of group control (P<0.05). The subcutaneous lesion areas of rabbits treated
with caspofungin acetate exhibited a reduction in their progression during the
treatment. However, lesions quickly resumed growth when the administration of the
drug was suspended. The histological aspect of the lesions was similar between the
groups under study, and the morphometric evaluation showed that the animals in
groups 2 and 3 had lower amounts of hyphae in necrotic areas (P<0.05). The results
obtained indicate that, even though the treatments did not differ significantly, the
immunotherapic treatment is still the best alternative to treat pythiosis. In addition, the
high MICs and lack of fungicidality of caspofungin acetate suggest that Pythium
insidiosum is poorly susceptible to this antifungal drug.

Keywords:  Pythium insidiosum, oomycete, pythiosis, caspofungin acetate,
immunotherapy, Pitum Vac, rabbits.
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1 INTRODUCAO

O oomiceto aquatico Pythium insidiosum, atualmente classificado no Reino
Stramenipila, ¢ o agente etioldgico da pitiose, uma doenga crdnica, piogranulomatosa,
que acomete eqliinos, caninos, felinos, bovinos, ovinos € humanos que habitam regides
tropicais e subtropicais (MENDOZA & NEWTON, 2005).

A enfermidade ¢ observada mais freqlientemente em eqiiinos, principalmente nas
formas clinicas cutidnea e subcutinea. Nestes animais, a doenga ¢é progressiva e
caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesdes ulcerativas granulomatosas, localizadas
predominantemente, nas extremidades distais dos membros e por¢do ventral da parede
toraco-abdominal (MILLER & CAMPBELL, 1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA
et al., 1996). Nos caninos, a segunda espécie mais afetada pela doenca, as infecgdes por
Pythium insidiosum determinam o desenvolvimento de piogranulomas cutaneos e
gastrointestinais (GROOTERS, 2003). J& em felinos, bovinos e ovinos, a doenga ¢
esporddica, podendo manifestar-se na forma cutdnea e gastrointestinal nos felinos
(BISSONNETTE et al., 1991, RAKICH et al., 2005) e cutinea em bovinos ¢ ovinos
(SANTURIO et al., 1998; PEREZ et al., 2005; TABOSA et al., 2004). Em humanos, a
pitiose ¢ uma enfermidade de prognostico desfavordvel, podendo apresentar-se sob trés
formas clinicas distintas: cutanea, ocular e sistémica. Embora a maioria dos casos de
pitiose em humanos seja observada na Tailandia (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN
et al., 2006a), relatos da enfermidade também tém sido descritos em outros paises,
inclusive o Brasil (PRASERTWITAYAKIJ et al., 2003; BOSCO et al., 2005).

Dificuldades no tratamento da pitiose sdo encontradas em todas as espécies
afetadas. Diversos protocolos de tratamento tém sido utilizados, incluindo terapia com
farmacos antifungicos, cirurgia e imunoterapia. Alguns autores sugerem que a melhor
opcdo de tratamento ¢ a cirurgia, entretanto, além das altas taxas de recidiva, esta pratica
ndo pode ser realizada em regides envolvendo areas anatomicas delicadas como os
membros, normalmente afetados na pitiose eqiiina (CHAFFIN et al., 1995). Desta forma,
a terapia antifungica surge como alternativa. Entretanto, o tratamento com antifingicos
tem apresentado resultados variados e algumas vezes contraditorios, quando comparados
aos resultados dos testes in vitro (McMULLAN et al., 1977, FOIL et al., 1984,
ENGLISH & FROST, 1984; BISSONNETTE et al,1991; TRISCOTT et al.,1993;
SHENERP et al., 1998; DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; GROOTERS, 2003;
RIVIERRE et
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al., 2005; PUPAIBOOL et al., 2006). A caréncia de estudos de suscetibilidade in vitro de
Pythium insidiosum aos farmacos antifungicos, associada a auséncia de métodos de
padronizagdo para testes in vitro com este oomiceto, podem explicar as discrepancias
observadas entre esses resultados. Além disso, as caracteristicas peculiares do Pythium
insidiosum, sobretudo sua composi¢do de parede celular e auséncia de ergosterol na
membrana citoplasmatica, justificam os resultados desanimadores com as terapias
antifungicas, uma vez que o ergosterol constitui o componente alvo de a¢do da maioria
dos farmacos antifingicos comumente utilizados na terapéutica clinica
(SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Porém, como
estes microrganimos apresentam [B-glucana na composi¢cdo de sua parede celular, novos
antifungicos, assim como as equinocandinas, cujo mecanismo de a¢do ¢ a inibicdo da
sintese de B(1,3)-D-glucana da parede celular fingica, prometem ser eficazes contra

Pythium insidiosum (GROOTERS, 2003).

A falta de escolhas terapéuticas encorajou o desenvolvimento € o uso de
imunoterapia no tratamento da pitiose eqiiina (MENDOZA et al., 2003). As pesquisas
iniciaram-se com Miller, em 1981, avangcando de maneira significativa a partir de 1998
(SANTURIO et al., 2006a). Embora os imunoterapicos de corrente uso apresentem
indices de cura em torno de 70-80% no tratamento da pitiose eqiiina (MONTEIRO, 1999;
MENDOZA et al., 2003), em cdes e gatos tem demonstrado resultados frustrantes
(MENDOZA & NEWTON, 2005).

Considerando-se a importancia da pitiose, o aumento do numero de casos
diagnosticados em animais € humanos e a problematica de sua terapéutica, propds-se este

estudo, cujos objetivos foram:

- Adaptar a técnica de macrodilui¢do em caldo padronizada pelo documento M-38 A do
CLSI (Committee for Clinical Laboratory Standards) para testes de suscetibilidade in vitro de
Pythium insidiosum;

- Avaliar a suscetibilidade in vitro do Pythium insidiosum ao antifungico acetato de
caspofungina, utilizando a metodologia padronizada pelo documento M-38 A do CLSI;

- Correlacionar os resultados obtidos in vitro com a resposta da terapéutica in vivo em
coelhos com pitiose experimental e submetidos ao tratamento com acetato de
caspofungina;

- Comparar a eficécia de dois tratamentos, acetato de caspofungina e imunoterapia, para

pitiose utilizando coelhos como modelo experimental;



11

- Estudar a histopatologia das lesdes dos animais submetidos aos diferentes tratamentos,
verificando a ocorréncia de diferengas histologicas entre os grupos e determinando o grau

de eficacia de cada tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Histérico e Taxonomia

E provavel que os primeiros casos de pitiose eqiiina tenham sido observados no
final do século XIX. Entretanto, estes primeiros diagndsticos foram confusos devido a
similaridade das lesdes de pitiose com habronemiase cutainea (MENDOZA & NEWTON,
2005). Segundo De Cock et al. (1987), Mendoza et al. (1996) e Mendoza & Newton
(2005), as primeiras descricdes publicadas foram realizadas em 1884 por Smith e em
1896 por Drouin, ao observaram a natureza miceliana do agente etiologico. Porém, a
primeira evidéncia definitiva de Pythium como organismo fungico foi realizada em 1895
por Fish (apud MENDOZA & NEWTON, 2005) ao descrever a presenga de hifas com
caracteristicas de hifomicetos em lesdes de eqiiinos acometidos com leeches na Florida.
No entanto, o primeiro isolamento do agente etioldgico da doenca foi realizado em 1901
por Haan & Hoogkamer (apud DE COCK et al, 1987, MENDOZA et al., 1996;
MENDOZA & NEWTON, 2005), a partir de granulomas subcutaneos em eqiiinos na
Indonésia. Na ocasido, denominaram a enfermidade de “hyphomycoses destruens”, sem
classificar o agente. Posteriormente o nome da doenca foi modificado para
“hyphomycoses destruens equi” (DE COCK et al, 1987, MENDOZA et al., 1996;
MENDOZA & NEWTON, 2005). Em 1924, Witkamp (apud MENDOZA et al., 1996;
MENDOZA & NEWTON, 2005) relatou varios aspectos da pitiose em eqiiinos e isolou o
agente etioldgico pela segunda vez. Trinta e sete anos apods, Bridges & Emmons (1961)
conseguiram realizar a identificagdo do microrganismo ao o isolarem de lesdes
subcutaneas de oito eqiiinos € o denominaram de Hyphomyces destruens. Os autores
consideraram que o microrganismo isolado era um ficomiceto, possivelmente do género
Mortierella, baseados na sua morfologia e micélio ndo esporulado em cultura. Em 1974,
Austwick & Copland observaram que o microrganismo isolado de eqiiinos com “swamp
cancer” em Papua Nova Guiné produziam zoosporos biflagelados ao serem transferidos
para um meio aquoso. Baseados nessa caracteristica, os autores o classificaram como um
fungo da familia Pythiaceae, ordem Peronosporales e o incluiram no género Pythium.
Entretanto, falharam em estabelecer o nome cientifico para o isolado (MENDOZA et al.,
1996). No Japao, Ichitani & Amemiya (1980), comparando um isolado de eqiiino com
outras espécies de Pythium, através de suas caracteristicas reprodutivas sexuadas e

assexuadas, identificaram o agente como Pythium gracile. Somente De Cock et al
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(1987), ao analisarem isolados de eqiiinos da Costa Rica, Papua Nova Guiné e Japao, e de
caninos dos Estados Unidos, concluiram que todos apresentavam as mesmas
caracteristicas, sendo entdo classificados como Pythium insidiosum. Concomitante a este
estudo, Shipton (1987) analisando isolados provenientes de eqiiinos na Australia, propds
uma nova espécie, entdo denominada Pythium destruens. Entretanto, Mendoza et al.
(1987) avaliaram a relagdo antigénica entre amostras de Pythium insidiosum isoladas de
animais e Pythium spp isolado de plantas e solo, utilizando a técnica de imunodifusdo e
anticorpos fluorescentes. Demonstraram que os isolados provenientes de caninos, eqiiinos
e humanos foram idénticos entre si e diferentes das amostras de plantas e solo. Neste
trabalho, os autores confirmaram que Pythium gracile era antigenicamente idéntico ao
Pythium insidiosum. Posteriormente, Mendoza & Marin (1989), comprovaram que
Pythium insidiosum e Pythium destruens apresentavam o mesmo perfil antigénico. Desta
forma, estabeleceu-se a nomenclatura definitiva do agente da pitiose como Pythium
insidiosum.

Mesmo estando estabelecida a nomenclatura do agente, a sua classificacao
taxondmica continuou sendo discutida nos anos seguintes. Conforme De Cock et al.
(1987), os oomicetos sdao seres eucariotos produtores de zoosporos biflagelos,
caracteristica comum ao Pythium insidiosum, que o incluia na ordem Peronosporales,
filo Oomycota e reino Protoctista. Entretanto, Mendoza et al. (1996), baseados nos
estudos de classificacdo e caracteristicas do reino Protoctista, sugeriram que Pythium
insidiosum fosse classificado no reino Chromista, filo Pseudo-fungi, classe Oomycetes,
ordem Pythiales e familia Pythiaceae. Todavia, estudos de classificacdo fungica,
utilizando sistemadtica filogenética e andlises moleculares, dividiram os organismos
anteriormente classificados como fungos em trés reinos: Fungi, Stramenipila e Protista
(ALEXOPOULOS et al, 1996). Levando em consideragdao essa nova classificagdo, o
agente etiologico da pitiose pertence ao Reino Stramenipila, Filo Oomycota, Familia

Pythiaceae, Género Pythium e Espécie insidiosum (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os estudos de relagdo filogenética entre organismos vivos, utilizando a
comparagdo na seqiiéncia de acidos nucléicos da subunidade do RNA ribossomal
(rRNA), demonstraram que os microrganismos pertencentes ao filo Oomycota estavam
filogeneticamente distantes dos membros do Reino Fungi e mais proximamente
relacionados as algas (KWON-CHUNG, 1994). Desta forma, diferentemente dos fungos

verdadeiros, os oomicetos, caracterizam-se por apresentar reprodugdo assexuada com
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producao de zoosporos biflagelados; reproducao sexuada oogamica com formacao de
oosporos; parede celular constituida por glucanas, celulose e aminoacido hidroxiprolina;
talo diploide; mitocondria com crista tubular e sintese do aminoacido lisina através de
uma rota alternativa (MOORE-LANDECKER, 1996; ALEXOPOULOS et al., 1996).
Dentre essas particularidades dos oomicetos, a composi¢do da parede celular é a
caracteristica mais comumente utilizada na diferenciagdo desses microrganismos, uma
vez que ¢ composta predominantemente de B (1,3) e B (1,6) glucanas e celulose ao invés
de quitina, como ¢ o caso dos fungos. Notaveis diferengas sdo também observadas
quanto a presenga do ergosterol na membrana citoplasmatica, o qual estd ausente nos
microrganismos incluidos no Qomycota, ¢ em varios aspectos do metabolismo dos
esterois. Na verdade, os oomicetos consistem de dois grupos basicos de
microrganismos; aqueles que sdo capazes de sintetizar esterodis a partir do mevalonato e
aqueles que ndo podem sintetizar esterdis, como ¢ o caso da maioria das espécies
patogenas para plantas, incluindo Pythium insidiosum (ALEXOPOULOS et al., 1996).
Hendrix (1970) observou que em espécies dos géneros Pythium, Lagenidium e
Phytophthora, os esterdis do ambiente eram incorporados a membrana, ao invés de
serem sintetizados como ocorre com os fungos verdadeiros. Em geral, esses esterdis sdo
requeridos para a produgdo in vitro de estruturas reprodutivas, mas nao necessariamente

para o crescimento das hifas vegetativas (GROOTERS, 2003).

2.2 Pythium insidiosum

O género possui mais de 120 espécies distribuidas no mundo inteiro, sendo a
maioria habitante do solo e patégenos de plantas. Espécies de Pythium sdo a principal
causa da doenca damping-off em plantas, causando sérios prejuizos na producdo
agrondmica. Algumas poucas espécies tém a capacidade de parasitar fungos e larvas de
mosquito, enquanto apenas a espécie Pythium insidiosum ¢ conhecida como patdégeno de
mamiferos (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Similar a outros oomicetos, Pythium insidiosum cresce facilmente em uma
variedade de meios de cultura. Em agar farinha de milho (CMA), as colonias
apresentam-se transparentes ou esbranquicadas, submersas com curto micélio aéreo e
padrao delicadamente radiado. O diametro das hifas cenociticas varia entre 4 ¢ 10 pm
(micrometros) com ramificagdes perpendiculares laterais em angulo reto. Septos sdo

ocasionalmente observados em hifas jovens, porém sdo abundantes em culturas velhas
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(DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1996).

A producao de estruturas assexuadas (zoosporangios e zooOsporos) pode ser
obtida quando Pythium insidiosum ¢ cultivado em meio liquido a 28-37°C. A formagao
e liberacdo de zodsporos em Pythium ¢ um processo fascinante de ser observado ao
microscopio. Nos estagios iniciais da formacdo dos zoosporingios ndo ¢ possivel
diferencia-lo da hifa vegetativa, uma vez que apenas observa-se o entumescimento da
extremidade da hifa com a formag¢do de uma pequena vesicula. Posteriormente, a
movimentagdo de fluxo citoplasmatico dirigindo-se do interior da hifa em direcdo a
vesicula, culmina na formacgdo dos zoosporangios. Estes sdo hialinos, globosos e
medem cerca de 20-60 pm em didmetro. Por meio de clivagem progressiva, zoOsporos
biflagelados sdo formados no interior dos zoosporangios. Todo o processo de
desenvolvimento, desde a formacdo de zoosporangios ndo diferenciados até a liberagdo
dos zodsporos, requer aproximadamente 35 minutos. Os zodsporos mecanicamente
rompem a parede do zoosporangio, sendo liberados. Nadam em movimentos espirais ou
helicoidais em diferentes dire¢des, por aproximadamente 20 minutos e entdo se
encistam. Os zodsporos sdo do tipo secundario com forma reniforme apresentando um
flagelo anterior (que gera o impulso) e um flagelo posterior (responsavel pela dire¢ao)
originados de um sulco ventral ou lateral. Apds encistamento, os flagelos sao
destacados e os zodsporos tornando-se globosos emitindo tubo germinativo (DE COCK

etal., 1987; MENDOZA et al., 1993; MENDOZA et al., 1996).

Diferente de outras espécies de Pythium, somente poucos isolados de Pythium
insidiosum produziram estruturas de reproducdo sexuada in vitro (DE COCK et al.,
1987). Quando oogobnia ¢ produzida, apresenta-se intercalar, lisa e subglobosa medindo
23 a 30 um de diametro. Um, dois, ou raramente, trés anteridios por oogonia podem ser
observados. Estes sao originados por hifas diferentes daquelas que originam as oogdnias
e apresentam forma tubular, medindo de 11 a 37 x 6 a 10 um. A extremidade do
anteridio produz um tubo de fertilizagdo que penetra na parede da oogdnia. Os odsporos
sdo apleroticos, ou quase plerdticos, medindo em torno de 20 a 25 um de didmetro (DE

COCK et al., 1987).

Até o momento, Pythium insidiosum ¢ a Unica espécie do género com capacidade
de infectar mamiferos (MENDOZA et al., 1996). Embora Mendoza et al. (1987) e
Mendoza et al. (1992a) nao tenham demonstrado diferencas entre isolados de Pythium

insidiosum de diferentes origens geograficas através das técnicas de imunodifusdo,
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anticorpos fluorescentes e imunoblot, Schurko et al. (2003a), ao avaliarem o parentesco
entre 28 isolados de Pythium insidiosum provenientes de diferentes hospedeiros e regides
geograficas (Américas, Asia e Australia) pela comparagio dos genes do espago
ribossomal intergénico (regido IGS), demonstraram haver variagdes genéticas entre os
isolados de Pythium insidiosum das regides avaliadas. Esse estudo agrupou os diferentes
isolados em trés clusters. No cluster 1 estdo os isolados de Pythium insidiosum
provenientes das Américas; no cluster II encontram-se agrupados os isolados da Asia e
Austrélia e no cluster 111, que foi o mais distante geneticamente, estdo incluidos dois
isolados provenientes da Tailandia e um dos Estados Unidos. A partir desses resultados,
os autores acreditam na probabilidade de uma reclassificagio como subespécies ou
mesmo em espécies diferentes. Essas observagdes foram posteriormente confirmadas por
Schurko et al. (2003b) ao avaliarem a relagdo filogenética utilizando a andlise da
seqiiéncia da regido transcrita interna do rDNA (regido ITS) dos mesmos isolados de
Pythium insidiosum avaliados anteriormente. Além desses encontros, a identificagdao de
diferentes antigenos imunodominantes em isolados de Pythium insidiosum provenientes
de diferentes espécies por Mendoza et al. (1992a); Vanittanakom et al. (2004); Leal et al.
(2005); Pérez et al. (2005) e Krajaejun et al. (2006b) e a heterogeneidade genética
encontrada por Pannanusorn ef al. (2007) entre amostras de Pythium insidiosum isoladas
de pitiose humana na Tailandia, reforgam a existéncia de variabilidade antigénica e

genética deste microrganismo.

2.3 Pitiose

2.3.1 Epidemiologia

A pitiose ¢ descrita em regides de clima tropical, subtropical e temperado, tendo
sido relatada na Argentina, Austradlia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Estados Unidos,
Haiti, [ndia, Indonésia, Japao, Nova Zelandia, Papua Nova Guiné, Tailandia (CHAFFIN
et al., 1995; FOIL, 1996; MENDOZA et al., 1996; MENDOZA & NEWTON 2005),
Venezuela (PEREZ et al., 2005) e Africa (RIVIERRE et al., 2005) afetando diversas
espécies domésticas e selvagens e também humanos. No Brasil, a pitiose foi descrita em
eqiiinos, bovinos, ovinos, caninos ¢ humanos, porém a maioria dos casos relatados
corresponde a lesdes cutdneas em eqiiinos. O primeiro relato da enfermidade nesta

espécie foi realizado por Santos & Londero (1974), ao avaliarem a histopatologia de
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lesdes tumorais do tecido subcutaneo de eqiiinos no Rio Grande do Sul. Desde entao,
varias descrigoes da doenca em diferentes Estados do Brasil, incluindo Rio Grande do
Sul, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Para e Paraiba, comprovam a existéncia da pitiose eqiiina em todo o Pais (CARVALHO
et al., 1984; SANTOS et al., 1987; MEIRELES et al., 1993; MORAL et al., 1997; TURY
& COROA, 1997; MONTEIRO, 1999; TABOSA et al., 1999; SANAVRIA et al., 2000;
LEAL et al., 2001a; REIS et al., 2003; SALLIS et al., 2003; HEADLEY & ARRUDA,
2004; DALTO et al., 2007; PEDROSO et al., 2007). Segundo Mendoza et al. (1996), o
Pantanal brasileiro é provavelmente o local de maior freqiiéncia de pitiose eqiiina do
mundo. Embora ndo exista um levantamento preciso da incidéncia da enfermidade no
Brasil, a pitiose eqliina representa um problema a eqiiinocultura, especialmente em
regides alagadicas como o Pantanal (LEAL ef al., 2001b). Além dos casos descritos em
eqiiinos, o primeiro relato de pitiose cutanea canina no Brasil foi feito por Larsson et al.
(1997) no Estado de Sao Paulo. Posteriormente, quatro casos de pitiose gastrointestinal
foram descritos no Rio Grande do Sul (RIET-CORREA et al.,1998; RECH et al.,2004;
RODRIGUES et al.,2006; PAVARINI et al.,2007). No Parana, Paiva et al. (2007)
identificaram Pythium insidiosum em um canino com gastrite ulcerativa. Em bovinos,
Santurio et al. (1998) relataram a ocorréncia de pitiose no Pantanal Mato-grossense e,
recentemente, a enfermidade foi diagnosticada no municipio de Itaqui, Rio Grande do Sul
(informagdo verbal)'. O primeiro relato de pitiose ovina no mundo foi descrito por Tabosa
et al. (2004) em ovinos deslanados na Paraiba. Posteriormente, Santurio et al. (2007)
relataram casos de rinite granulomatosa causada por Pythium insidiosum em ovinos na
regido central do Pais. J& em humanos, apenas um caso de pitiose subcutanea foi descrito

por Bosco et al. (2005) no Estado de Sao Paulo.

Nas infecgdes por Pythium insidiosum nao se observa predisposi¢do por sexo,
idade ou raca e a fonte de infecgdo sao os zodsporos ambientais, nao havendo relatos de
transmissdo direta entre os animais ou entre animais ¢ humanos (MENDOZA et al.,
1996). Comumente, observa-se que os animais afetados permanecem por longos periodos
em contato com aguas paradas em lagos, acudes ou locais pantanosos (CHAFIN et al.,

1995).

" Informagao fornecida por Janio Morais Santurio, Universidade Federal de Santa
Maria, em setembro de 2007.
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Como Pythium insidiosum ¢ um microrganismo essencialmente aquatico, ¢
sugestivo que os zoosporos desempenhem o papel de propagadores do agente, sendo
liberados periodicamente em 4agua pantanosas (MENDOZA, 1987). De acordo com Miller
& Campbell (1982a), temperaturas entre 30 e 40°C e acimulo de dgua em banhados e
lagoas, parecem ser fatores essenciais que influenciam a producdo de zodsporos
condicionando a ocorréncia da enfermidade. Os autores acreditam que estas condig¢des
sejam determinantes, uma vez que casos de pitiose normalmente sdo observados durante
ou apoés a estacdo chuvosa. Essas caracteristicas epidemioldgicas foram bem observadas
no Pantanal Mato-grossense, onde a maioria dos casos de pitiose eqiiina foi registrada
entre os meses de fevereiro e maio (verao-outono), periodo que corresponde ao apice das
cheias (LEAL et al., 2001a), na Paraiba por Tabosa et al. (1999) ao observarem que os 38
casos de pitiose relatados foram registrados nos meses de julho a outubro, sete a dez
meses apos o inicio das chuvas na regido e por Santos et al. (1987) no Rio Grande do Sul
ao observarem a ocorréncia de 12 casos de pitiose eqiiina nos meses mais quentes do ano

(janeiro-margo).

2.3.2 Ciclo de vida do Pythium insidiosum

Segundo Mendoza et al. (1996), Pythium insidiosum requer ambiente aquatico
com baixas concentragcdes de ions, pH proximo da neutralidade e uma planta como
hospedeiro para manter seu ciclo na natureza. A ocorréncia da enfermidade em areas
alagadicas pode ser explicada pelo ciclo ecoldgico do Pythium insidiosum proposto por
Miller (1983). O ciclo se baseia na colonizacdo de plantas aquaticas, que servem de
substrato para o desenvolvimento e reproducdo do microrganismo, formando os
zoosporangios. Os zodsporos liberados ficam livres na dgua movimentando-se até
encontrar outra planta, onde se encistam e emitem tubos germinativos, dando origem a
um novo micélio e completando seu ciclo. Os animais provavelmente se infectam ao
entrar em contato com esse ambiente. Segundo os autores, 0s zoosporos sdo atraidos por
quimiotaxia para pele danificada. Uma vez fixados na ferida, se encistam e emitem tubos
germinativos, todavia, o desenvolvimento da lesdo ira depender da resisténcia natural do

animal.
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2.3.3 Patogenia

A patogenia da pitiose ndo ¢ completamente entendida, em parte porque a doenga
somente ¢ reproduzida experimentalmente em coelhos (MENDOZA et al, 1996).
Segundo Foil (1996), Pythium insidiosum ¢ considerado um organismo patogénico, uma

vez que a supressao imunoldgica nao ¢ um pré-requisito aparente para a infecgao.

A provavel patogenia da doenca foi inicialmente proposta por Mendoza et al.
(1996), sendo posteriormente esclarecida e ampliada por Mendoza et al. (2003). Esses
autores acreditam que quando o hospedeiro entra em contato com zoosporos de Pythium
insidiosum, este forma um tubo germinativo que penetra mecanicamente no tecido.
Estudos tém demonstrado que a atragdo dos zodsporos por pélos, tecido animal e vegetal
¢ decorrente da presenca de substancias secretadas por esses tecidos (MENDOZA et al.,
1993). Mendoza et al. (1993) observaram que apds o encistamento do zodsporo, 0 mesmo
secreta uma substancia amorfa que o recobre, sendo provavelmente produzida em
resposta ao fator quimiotatico do hospedeiro. Segundo esses autores, essa substancia, que
pode ser uma glicoproteina, age como um adesivo para ligar o zodsporo a superficie do
hospedeiro, permitindo a formagdo de tubo germinativo, constituindo-se assim, num
importante fator de viruléncia do patégeno. Mendoza & Newton (2005) baseados nos
estudos de Ravishankar et al. (2001) afirmam que Pythium insidiosum nao € capaz de
invadir a pele intacta. Estudos realizados in vitro demonstraram que os apices das hifas de
Pythium insidiosum exerceram forcas de 6,9uN quando testado contra diferentes
superficies, incluindo pele humana e animal. Porém, observaram que esta for¢a ndo foi
suficiente para penetrar a pele intacta, mostrando, portanto, que este patdgeno requer
lesdes prévias na pele para infectar os tecidos do hospedeiro. Em contrapartida,
demonstraram que este microrganismo pode reduzir a resisténcia tecidual através da
secrecdo de proteases (RAVISHANKAR et al, 2001). Resultados similares foram
encontrados por MacDonald et al. (2002). Recentemente, Davis et al. (2006)
comprovaram que trés diferentes espécies de Pythium, incluindo Pythium insidiosum,
foram capazes de secretar significativas quantidades de proteases. Ja Santurio et al
(1998), acreditam na possibilidade de penetracdo dos zodsporos através dos foliculos
pilosos, baseados na deteccdo de hifas no interior do foliculo de bovinos infectados

naturalmente e no fato da quimiotaxia ser mais ativa na regido do pélo encontrada dentro
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do foliculo piloso, questionando a necessidade de lesdo na pele para que ocorra a

germinagdo dos zoOsporos.

Uma vez nos tecidos, as hifas liberam exoantigenos que provocam uma reposta
imune com estimulagcdo da subpopulacdo de linfécitos Th2, e, portanto, com presenga de
eosinodfilos, mastocitos, IgE, interleucina 4 e interleucina 5 (MENDOZA et al., 2003). A
grande quantidade de eosinofilos degranulados, que provoca a reagao de Splendore-
Hoeppli, e mastdcitos em torno das hifas ¢ responsavel pelas lesdes observadas nos
tecidos. Nos eqiiinos essa reagdo exacerbada da origem a formacdo de estruturas
semelhantes a corais denominadas kunkers (MENDOZA et al., 1996). Provavelmente, a
reacdo de Splendore-Hoeppli e a secrecdo de exoantigenos sejam estratégias evolutivas
desenvolvidas pelo Pythium insidiosum que assegura a sua proliferacdo tecidual. Esta
hipotese ¢ suportada pelo fato que hifas vidveis somente sdo encontradas dentro da reacdo
eosinofilica ou no interior dos kunkers, indicando que Pythium insidiosum pode utilizar o
fendmeno de Splendore-Hoeppli e kunkers para sobreviver (MENDOZA et al., 1996;
MENDOZA et al., 2003).

2.3.4 Pitiose em eqiiinos

Segundo De Cock et al. (1987), o termo pitiose foi proposto em 1980 por
Chandler como um nome mais apropriado, uma vez que a doenga em eqiiinos era
denominada por diferentes nomes como hifomicose, zigomicose, dermatite granular,
bursattee, Florida leeches, granuloma ficomicético e swamp cancer. No Brasil, nos
estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul a enfermidade ¢ conhecida como “ferida
brava”, “ferida da moda” ou “mal dos pantanos” (CARVALHO et al., 1984).

Na espécie eqiiina as lesdes cutidneas sdo as mais freqiientes e atingem
principalmente as extremidades distais dos membros e por¢ao ventral da parede téraco-
abdominal, provavelmente devido ao maior tempo de contato com aguas contaminadas
com zodsporos (MILLER & CAMPBELL, 1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et
al., 1996). Entretanto, lesdes também podem ser observadas na face, cavidade nasal e
oral, assim como podem disseminar-se para linfonodos regionais, ossos adjacentes e

pulmdes (FOIL, 1996).

O periodo de incubacdo da doenca ndo esta bem definido, mas acredita-se que

varie de alguns dias a varias semanas (MILLER & CAMPBELL, 1982a, SANTOS et al.,
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1987; TABOSA et al., 1999; SALLIS et al., 2003). Alfaro & Mendoza (1990) citam que
dois dias apos a penetracdo do zoosporo na pele, pode-se observar um aumento de
volume da regido de 5 mm (milimetros) de didmetro que aumenta rapidamente, podendo

atingir 10 a 20 cm (centimetros) em duas semanas.

Os sinais clinicos caracterizam-se pelo desenvolvimento de lesdes ulcerativas
granulomatosas, que evoluem rapidamente, formando grandes massas teciduais que
podem variar de 5 a 500 mm de tamanho, de bordas irregulares e aparéncia tumoral. No
interior da lesdo, observa-se abundante tecido conjuntivo fibroso de consisténcia firme e
brancacento, entrecortado por galerias (sinus) preenchidas por massas branco-amareladas
de 2 a 10 mm de diametro, de aspecto arenoso e ramificadas, que se desprendem
facilmente do tecido circunjacente (kunkers). Estes sdo constituidos por vasos sangiiineos
que sofreram necrose de coagulagdo e hifas de Pythium insidiosum recobertas por células
necroticas (SANTOS et al., 1987; CHAFFIN et al.,, 1995; MENDOZA et al., 1996). O
tamanho das lesdes depende da sua localizacdo e tempo de evolucdo da infecgao.
Normalmente observa-se secre¢do de exsudato serosanguinolento, mucosanguinolento,
hemorrégico e as vezes mucopurulento fluindo através dos sinus. Prurido € freqiiente e os
animais afetados normalmente mutilam a lesdo na tentativa de aliviar o desconforto
(MILLER & CAMPBELL, 1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996). A
maioria dos casos descritos relata apenas uma lesdo em cada animal, porém podem existir
lesdes cutaneas multifocais (MILLER & CAMPBELL, 1982a; MENDOZA & ALFARO,
1986; CHAFFIN et al., 1992). Leal et al. (2001a), relataram casos atipicos de pitiose
eqiiina no pantanal brasileiro. Nestes casos, os animais apresentavam lesdes subcutaneas
de curso clinico superior a um ano, localizadas nos membros, face e por¢do ventral da
parede toéraco-abdominal, caracterizadas por grandes massas tumorais circunscritas, as
vezes pedunculadas, recobertas com pele escurecida e engrossada, sem ulceragdes e com
pouca secre¢do. Ao pressionar-se a lesao, kunkers eram facilmente extraidos, de onde se
podia isolar Pythium insidiosum. Os eqiiinos com tais lesdes atipicas ndo apresentavam
emagrecimento progressivo e, apés um ano de observacdo, as lesdes permaneciam do
mesmo aspecto e tamanho. Segundo os autores, somente no Pantanal brasileiro foram

registradas estas formas atipicas da pitiose nos eqiiinos.

Na maioria dos casos de pitiose cutanea, os linfonodos regionais encontram-se

aumentados de volume. Entretanto, metdstases para linfonodos cervicais inferiores,
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inguinais ¢ submandibulares somente foram observadas por Connole (1973); Murray et

al. (1978); Leal et al. (1997) e Miller & Campbell (1984).

Lesdes de pitiose no intestino constituem-se na segunda forma mais freqiiente da
infeccdo em eqliinos. Os casos relatados descrevem episddios de cdlica e presenca de
massas tumorais com diminuicdo e/ou obstru¢do do lumen intestinal. Os achados de
necropsia e excisao cirargica revelam ulceragado intestinal e presenca de massas nodulares
localizadas na parede do jejuno (BROWN & ROBERTS, 1988; ALLISON & GILLIS,
1990; MORTON et al., 1991; PURCELL et al., 1994; DALTO et al., 2007). Além dos
relatos de pitiose cutanea e intestinal, pitiose pulmonar foi descrita por Pecquet-Goad
(1984) em um eqiiino que apresentava tosse ¢ descarga nasal sanguinolenta um ano apds
tratamento de uma lesdo cutanea em um dos membros e Reis et al. (2003), detectaram
infeccdo generalizada em trés animais, com lesdes localizadas principalmente nos
pulmdes e figado. Alfaro & Mendoza (1990) acreditam que o envolvimento 6sseo
somente ocorra em casos de pitiose cronica. Nos casos descritos, foram observadas lesdes
cronicas localizadas nos membros e ao exame radioldgico, ficou evidenciado exostose,
osteolise ¢ osteomielite (MENDOZA et al., 1988; ALFARO & MENDOZA, 1990;
EATON, 1993).

A histopatologia da pele de eqiiinos afetados revela a presenga de ulceras
acompanhadas por acantose, paraqueratose e papilomatose, podendo constituir-se numa
hiperplasia pseudoepiteliomatosa. A derme apresenta abundantes &reas necrdticas
(microabscessos), com reacdo inflamatoria composta basicamente de eosinofilos, células
plasmaticas, neutrofilos, alguns linfocitos e macrofagos (MENDOZA, 1987). Segundo
Miller & Campbell (1984), as lesdes histologicas caracterizam-se pela formacdo de
coagulos eosinofilicos encontrados no interior de tecido fibroso e inflamacao
granulomatosa. Os kunkers, observados na macroscopia, correspondem aos coagulos
eosinofilicos que sdo compostos de hifas, colageno, arteriolas e células inflamatorias,
especialmente eosindfilos. Em torno das hifas, os eosinéfilos encontram-se degenerados e
em direcdo a periferia os granulos tornam-se mais evidentes, sendo comum encontrar-se
eosinofilos intactos na periferia da lesdo. A éarea ao redor do codgulo é composta por um
espesso exsudato inflamatério rico em neutréfilos e eosindfilos, podendo apresentar
ocasionalmente células gigantes e macrofagos. Em lesdes cronicas observa-se marcada
fibrose com reducdo do nimero de células inflamatdorias. A formagdo de depdsitos

eosinofilicos em torno das hifas, produzindo o fendémeno de Splendore-Hoeppli também
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pode ser observada (MILLER & CAMPBELL, 1984; MENDOZA & ALFARO, 1986;
MEIRELES et al, 1993). Hifas de Pythium ndo coram bem em coloragdes de
Hematoxilina & Eosina, sendo identificadas como imagens negativas delimitadas por
ampla bainha eosinofilica associada a parede da hifa. Entretanto, em cortes corados com
coloracdo especial de prata (Grocott), as hifas sdo evidenciadas na periferia das areas de
necrose com paredes espessas marrom-escuras, esparsamente septadas, irregularmente
ramificadas (normalmente em angulo reto) e medindo de 2 a 6 um de diametro (MILLER
& CAMPBELL, 1984; CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996). Os achados histopatologicos
nos casos de localizacdo intestinal variaram desde a presenca de tecido conjuntivo fibroso
com areas de necrose de coagulagdo e focos de mineralizagdo contendo hifas, macréfagos
e neutrofilos degenerados, sem infiltrado eosinofilico (BROWN & ROBERTS, 1988) ao
granuloma eosinofilico cronico com presenca de hifas de Pythium insidiosum
identificadas por imunohistoquimica (ALLISON & GILLIS, 1990; MORTON et al.,
1991; PURCELL et al., 1994, DALTO et al., 2007).

2.3.5 Pitiose em caninos

Em seqiiéncia aos eqiiinos, a espécie canina ¢ a segunda mais freqiientemente
infectada por Pythium insidiosum. A pitiose canina apresenta duas formas clinicas
distintas: cutanea e gastrointestinal, sendo a tltima, a forma clinica mais prevalente nesta
espécie. Cursa com distirbios digestivos como vomito, anorexia cronica, perda de peso,
diarréia e presenca de massas nodulares, evidenciadas a palpacdo abdominal (MILLER et
al., 1983; MILLER, 1985; BENTINCK-SMITH et al., 1989; FISCHER et al., 1994;
RIET-CORREA et al., 1998; HELMAN & OLIVER, 1999; LILJEBJELKE et al., 2002;
GROOTERS, 2003, MENDOZA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; PAVARINI et
al,, 2007). A maioria dos caes afetados ¢ proveniente de regides rurais ou estiveram,
esporadicamente, em locais alagados como agudes ¢ banhados (FOIL et al, 1984;
BENTINCK-SMITH et al, 1989; FISCHER et al, 1994; PATTON et al., 1996;
HELMAN & OLIVER, 1999; DYKSTRA et al., 1999; GROOTERS, 2003; RIVIERRE
et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; PAVARINI et al., 2007; PAIVA et al., 2007).
Geralmente afeta cdes de grande porte e com idade inferior a trés anos (MILLER, 1985;

FISCHER et al.,, 1994; THOMAS & LEWIS, 1998; GROOTERS, 2003; RECH et al,
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2004). As lesdes gastrointestinais caracterizam-se pela formacao de grandes massas nas
paredes do estomago e intestino com ulceracdo varidvel da mucosa (MILLER, 1985;
FISCHER et al., 1994, HELMAN & OLIVER, 1999; GROOTERS, 2003; RECH et al.,
2004; MENDOZA et al., 2005; PAIVA et al., 2007). Miller (1985) descreve que em
lesdes cronicas, o pancreas, utero, linfonodos mesentéricos ¢ vasos linfaticos também
podem ser afetados. Além da localizacao intestinal, dois casos de esofagite cronica foram
relatados por Patton er al. (1996); e Helman & Oliver (1999) descreveram lesdo
orofaringea, envolvendo a laringe e es6fago cranial. J4, Jaeger et al. (2002), observaram
um caso de abscesso na prostata causado por Pythium insidiosum com infec¢ao adjacente

ao colon.

As lesdes cutaneas geralmente se localizam nas extremidades, base da cauda,
perineo e face, aumentam rapidamente de tamanho, ulceram e apresentam multiplos tratos
fistulosos (THOMAS & LEWIS, 1998; GROOTERS, 2003). Comumente observa-se uma
unica lesdao. Entretanto, multiplas lesdes foram relatadas por Dykstra et al. (1999); Foil et
al. (1984) e Hensel et al. (2003). Um unico caso de pitiose sist€émica foi descrito por Foil
et al. (1984) com disseminacdo para intestinos, rins, coracao e cortex cerebral. Na maioria
dos relatos as lesdes sdo indolores e ndo pruriginosas (DYKSTRA et al, 1999;
HOWERTH et al., 1989; HENSEL et al., 2003), no entanto, prurido foi observado em
trés caes (FOIL ef al, 1984). Thomas & Lewis (1998) citam que em muitos casos o

intenso prurido determina a automutilacao das lesdes, o que ¢ similar aos eqiiinos.

Na necropsia, as lesdes intestinais caracterizam-se pelo espessamento da regido
afetada e presenca de massas tumorais que determinam o estreitamento da luz intestinal.
Ao corte, a mucosa e submucosa encontram-se espessadas e salpicadas por multiplos
ndédulos amarelados. Na histopatologia, observa-se que as lesdes localizam-se
preferencialmente na mucosa e submucosa, sendo compostas por inflamagao
granulomatosa e piogranulomatosa com areas de necrose, circundadas por infiltrado
inflamatorio composto de eosinéfilos, plasmocitos, macroéfagos epitelidides, células
gigantes e presenga de hifas nos focos necroticos, melhor visualizadas quando coradas
por Grocott (MILLER et al, 1983; MILLER, 1985; FISCHER et al, 1994;
LILJEBJELKE et al., 2002; RECH et al., 2004, MENDOZA et al., 2005; RODRIGUES
et al., 2006; PAVARINI et al., 2007). Em algumas ocasides podem-se observar reagdes
de Splendore-Hoeppli (FISCHER et al., 1994). J4, as lesdes cutaneas apresentam-se como

dermatite granulomatosa a piogranulomatosa ulcerativa, contendo areas de necrose
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infiltrada por neutréfilos e macrofagos e granulomas eosinofilicos contendo hifas em seu
interior, estando delimitados por neutréfilos, macrofagos, células epitelidides e células

gigantes multinucleadas (FOIL et al., 1984).

2.3.6 Pitiose em felinos

Em gatos, a doenca ¢ menos freqiiente, havendo poucas descri¢des na literatura. O
primeiro relato refere-se a uma infec¢do nasal e retrobulbar em um gato nos Estados
Unidos (BISSONNETTE et al, 1991). O animal apresentava uma massa tumoral que
invadia a nasofaringe, estendendo-se as oOrbitas e provocando exoftalmia e ostedlise do
palato duro. A histopatologia revelou tecido fibroso infiltrado por eosinéfilos, macréfagos
e grandes linfécitos e presengca de hifas de Pythium insidiosum identificadas por

imunofluorescéncia.

Foil (apud MENDOZA et al., 1996) mencionou a ocorréncia de varios casos de
pitiose em gatos na Florida e Thomas & Lewis (1998) relataram quatro casos de pitiose
cutanea com lesdes nos membros, abdomen e regido inguinal. Estes mesmos autores
descreveram lesdes com manifestagdes clinicas diferentes em dois gatos, caracterizadas
por grandes massas subcutineas na regido distal dos membros, sem envolvimento
cutaneo. Grooters (2003) observou, desde 1999, a ocorréncia de 10 casos de pitiose
subcutanea afetando gatos entre quatro meses e nove anos de idade. As lesdes
caracterizaram-se por massas subcutaneas, algumas invasivas, localizadas na regido
inguinal, base da cauda e regido periorbital. Em alguns casos as lesdes eram nodulares e
supurativas e em outros se assemelhavam a placas ulceradas, estando localizadas nas

extremidades, principalmente nos digitos ou almofada plantar.

Recentemente, Rakich et al. (2005) relataram dois casos de pitiose gastrointestinal
em felinos. Os animais apresentavam perda de peso, vomito e presenca de uma massa
palpavel na regido abdominal. Em ambos os casos, a massa apresentava localizacio
extraluminal no duodeno e ileo. Na avaliacdo histopatologica evidenciou-se enterite
granulomatosa eosinofilica, envolvendo as camadas muscular e serosa, com areas
multifocais de necrose, no interior das quais havia a presenca de hifas de Pythium

insidiosum.
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2.3.7 Pitiose em bovinos

Em bovinos, a pitiose foi primeiramente descrita na regido da Louisiana, EUA
afetando 6 animais (MILLER er al., 1985). Posteriormente, Santurio et al. (1998)
relataram a ocorréncia da enfermidade no Brasil, na regido do Pantanal, acometendo dois
bovinos e recentemente, no Rio Grande do Sul, afetando 78 animais (informacio verbal)'.
Na Venezuela, Pérez et al. (2005) diagnosticaram pitiose enzoo6tica em 63 bovinos num

periodo de dois anos de estudo.

Em todos os casos havia a presenca de lesdes cutineas, geralmente localizadas nos
membros, caracterizadas por ulceragdes, espessamento da derme e edema na regido
afetada. Prurido e claudicagdo foram observados nos casos descritos por Pérez et al.
(2005). Em nenhum dos relatos observou-se presenca de kunkers. Em todos os casos, 0s
animais afetados permaneciam em regides alagadicas e a enfermidade foi observada nos
meses mais quentes do ano, afetando bovinos entre trés meses e um ano de idade. Em
seus relatos, Miller ef al. (1985) e Pérez et al. (2005) ndo especificaram a cura da doenga,
entretanto, Santurio et al. (1998) e Santurio (informagao verbal) mencionaram a regressao

espontanea das lesoes.

Histologicamente, as lesdes caracterizaram-se por granulomas dermais
multifocais, rodeados por tecido conjuntivo fibroso e infiltrado inflamatoério constituido
por eosinoéfilos, neutrofilos, macréfagos, plasmocitos e células gigantes, com presenga de
hifas de Pythium insidiosum no centro dos granulomas (MILLER ef al, 1985,
SANTURIO ef al., 1998; PEREZ et al., 2005). Nas lesdes descritas por Santurio et al.
(1998), hifas também foram encontradas no interior de foliculos pilosos, enquanto que a
reac¢do de Splendore-Hoeppli foi observada nos casos relatados por Miller ef al. (1985) e

Pérez et al. (2005).

2.3.8 Pitiose em ovinos

A primeira descri¢dao de pitiose em ovinos foi relatada por Tabosa et al. (2004) no
nordeste brasileiro. Em um dos surtos, 40 animais de um rebanho de 120 ovinos

deslanados apresentaram a doenca, onde ja haviam morrido 36 ovinos de diferentes

" Informagdo fornecida por Janio Morais Santurio, Universidade Federal de Santa Maria,
em setembro de 2007.
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idades. No segundo surto, seis ovinos de um rebanho de 80 encontravam-se doentes. Em
ambos 0s casos, 0s animais permaneciam por longos periodos em locais com aguas
estagnadas. Os animais afetados apresentaram lesdes ulcerativas Umidas ou secas,
localizadas nos membros, regido ventral do abdomen e regido pré-escapular, sem
presenga de kunkers. Foram observadas metastases para o pulmio, linfonodo pré-
escapular e osso sesamoide. Recentemente, Santurio ef al. (2007) descreveram rinite
granulomatosa causada por Pythium insidiosum em quatro ovinos da raca Santa Inés
oriundos de areas pantanosas do Cerrado brasileiro. A enfermidade ocorreu no periodo de
julho a setembro apresentando curso clinico de 28 a 50 dias. As lesdes clinicas
caracterizaram-se pelo aumento de volume nasal, epistaxe e presenga de fistulas que
drenavam exsudato mucopurulento. Na necropsia, havia a presenca de areas multifocais

de necrose e osteolise na regido frontal do nariz e palato duro.

A histopatologia dos tecidos afetados nesses dois relatos revelou a presenca de
granulomas multifocais, no centro dos quais se podiam observar hifas delimitadas por
reagoes de Splendore-Hoeppli e infiltrado inflamatorio de neutréfilos, eosinofilos, células

epitelioides e células gigantes (TABOSA et al., 2004; SANTURIO et al., 2007).

2.3.9 Pitiose em coelhos

Segundo Mendoza & Newton (2005) as varias tentativas de reproducao
experimental da enfermidade em espécies animais naturalmente infectadas resultaram em
insucesso. Entretanto, a doenga pode ser reproduzida em coelhos. A primeira reproducao
experimental da pitiose nesta espécie foi realizada por Witkamp em 1924 (apud
MENDOZA & NEWTON, 2005) ao inocular hifas de Pythium insidiosum por via
intraperitoneal ou endovenosa. Ja Miller & Campbell (1983a), comprovaram a
suscetibilidade de coelhos como modelo experimental para a pitiose através da inoculacao
subcutanea de zoosporos de Pythium insidiosum. Os animais inoculados evidenciaram
noédulos que evoluiram para fibrogranulomas eosinofilicos com caracteristicas similares a
infec¢do natural dos eqiiinos, havendo o isolamento de Pythium insidiosum de algumas
lesdes. Apos 20-30 dias de inoculagdo os autores constataram abscedagdo progressiva,
porém ndo ocorreram ulceracdes comparaveis com a doenca natural nos eqiiinos, e
tampouco a formagdo de kunkers. No entanto, na avaliacdo leucocitdria, o quadro da

pitiose em coelhos foi muito similar aos dos eqiiinos, com progressiva leucocitose,
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moderada neutrofilia e leve monocitose (MILLER & CAMPBELL, 1983a,b). A
histologia das lesdes revelou area central de necrose contendo eosinéfilos e hifas fungicas
na periferia, delimitada por tecido conjuntivo, o qual se encontrava envolvido
externamente por uma bainha assimétrica de macrofagos, células epitelidides e algumas
células gigantes contendo hifas em seu interior (MILLER & CAMPBELL, 1983a). Os
autores sugeriram que esta espécie poderia ser utilizada como modelo experimental para
avaliar agentes antifungicos contra Pythium insidiosum. Os trabalhos de alguns
pesquisadores como Santurio et al. (2003), que utilizaram coelhos inoculados com
Pythium insidiosum para avaliar trés diferentes formula¢des usadas para imunoterapia e
Leal et al. (2002), que avaliaram a resposta soroldgica de coelhos imunizados com
antigenos de Pythium insidiosum, comprovam que esta espécie serve como modelo

experimental, tanto para estudos soroldgicos como para avaliagdo de imunoterapia.

2.3.10 Pitiose em espécies selvagens

A partir do ano de 2003, quando Grooters diagnosticou lesdes cutaneas e
gastrointestinais em um grupo de ursos mantidos em cativeiro, o nimero de relatos de
pitiose em espécies nao domésticas € crescente.

Em 2004, Camus et al. relataram pitiose pulmonar em um jaguar (Pantera onca)
na América Central e Wellehan et al. diagnosticaram pitiose cutanea na face de um
dromedario (Camelus dromedarius), com lesdes metastaticas para linfonodos e
estobmago. J& Buergelt et al. (2006), avaliando clinicamente um tigre de bengala
(Panthera tigris tigris) que apresentava episoddios de vomito, identificaram a presenca
de uma massa palpavel na regido abdominal. A necropsia observaram espessamento da
regido distal do jejuno e colon com estenose e oclusdo do lumen intestinal. Em todos os
casos descritos, a histologia revelou a presenca de granulomas eosinofilicos com hifas

de Pythium insidiosum em seu interior.
2.3.11 Pitiose em humanos
As infecgdes causadas por Pythium insidiosum em humanos apresentam formas

clinicas que diferem daquelas observadas nos animais, podendo ser classificadas em 3

formas: cutanea, arterial e ocular. A forma cutanea caracteriza-se pelo desenvolvimento
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de lesdes subcutaneas em pacientes talass€émicos, com achados patoldgicos de reagdo
granulomatosa, infiltragdo difusa e edema da parede dos vasos. Ja a forma arterial
(sistémica), ¢ caracterizada pelo desenvolvimento de arterite cronica, trombose arterial e
gangrena, atingindo geralmente a extremidade dos membros inferiores. A histopatologia
evidencia inflamag¢do eosinofilica e invasdo dos vasos por hifas de Pythium insidiosum.
Esta forma ¢ somente encontrada em pacientes talassémicos e geralmente leva a
amputacdo do membro afetado. A forma ocular manifesta-se como ceratite, podendo ou
ndo estar associada a talassemia. Nesta forma, os pacientes normalmente terminam por
realizar  ceratoplastia, evisceragdo ou enucleacdo (IMWIDTHAYA, 1994;
PRASERTWITAYAKIJ et al., 2003; KRAJAEJUN et al., 2006a). A maioria dos casos
de pitiose humana foi observada na Tailandia e esporadicamente, nos EUA, Australia,
Haiti, Maléasia, Nova Zelandia e Brasil. Os primeiros casos foram relatados por
Thianprasit na Tailandia (apud MENDOZA et al., 1996). PRASERTWITAYAKIJ et al.
(2003) realizaram uma extensa revisdao dos casos de pitiose humana descritos na
literatura, incluindo todos os principais relatos. Encontraram descritos 32 casos, sendo 25
relatados na Tailandia (78%) e os demais nos EUA, Australia, Haiti, Maldsia ¢ Nova
Zelandia. Vinte pacientes de 21 com ocupacdo conhecida eram fazendeiros e 23
individuos de 28 eram talassémicos. Nove pacientes (28%) desenvolveram a forma de
ceratite com ulceracdo da cdrnea, sendo realizada ceratoplastia em todos os afetados.
Cinco (15%) apresentaram a forma subcutanea e foram submetidos a excisdo cirtrgica da
lesdo e tratamento com antifingicos, respondendo bem a terapia. Dezessete pacientes
(53%) desenvolveram a forma sistémica, sendo todos provenientes da Tailandia. Destes,
16 sofreram amputacdo do membro afetado e oito vieram a 6bito. A evolucdo desses
casos demonstra a gravidade da pitiose arterial em humanos. Similarmente, Krajaejun et
al. (2006a) revisando os relatos de pitiose humana descritos na Tailandia no periodo de
1985-2003 encontraram descritos 102 casos de pitiose com freqiiéncias e caracteristicas
similares aquelas ja relatadas por Prasertwitayakij e al. (2003). Na Tailandia, observa-se
que dois fatores contribuem para importancia da pitiose humana: a prevaléncia da o e
talassemia e presen¢a de grandes areas alagadigas utilizadas para agricultura (TRISCOTT
et al., 1993; IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al., 2006a). Além disso, no estudo
realizado por Supabandhu et al. (2007), confirmou-se que os reservatorios de agua
utilizados para irrigagdo de lavouras na Tailandia constituem-se na principal fonte de
infeccdo do Pythium insidiosum, uma vez que este agente foi recuperado com alta

freqiiéncia desses ambientes. Mendoza et al. (2004) ao realizarem uma revisao de casos
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de ceratite em criangas nos EUA, no periodo de 1900-1987, encontraram que cinco casos
descritos como ceratite fingica, foram consistentes com lesdes causadas por Pythium
insidiosum. No Brasil, a pitiose humana ainda ndo havia sido relatada até 2005, quando
Bosco et al., descreveram o primeiro caso de pitiose cutdinea em um paciente do sexo

masculino no Estado de Sdo Paulo.

2.4 Diagnostico

2.4.1 Diagnostico microbiologico

O diagnostico presuntivo de pitiose ¢ realizado levando-se em consideragdo a
epidemiologia, sinais clinicos e aspectos macro e microscopicos das lesdes. O
isolamento e identificacao do agente sdao de grande valor para o diagnostico definitivo e
diferencial, uma vez que a pitiose em eqiiinos deve ser diferenciada de habronemiase
cutdnea, zigomicoses (especialmente conidiobolomicose e basidiobolomicose),
neoplasias, como carcinoma de células escamosas e sarcdide, tecido de granulacdo
exuberante e granulomas bacterianos (CHAFFIN et al., 1995; GROOTERS et al,
2002a). Ja em caninos, o diagndstico diferencial deve incluir infec¢des causadas por
zigomicetos e oomicetos do género Lagenidium (GROOTERS et al., 2003) e em ovinos,
especialmente as lesdes nasais, devem ser diferenciadas de conidiobolomicose

(SANTURIO et al., 2007; SILVA et al., 2007).

Grooters et al. (2002a) ao avaliar diferentes técnicas para o cultivo de Pythium
insidiosum a partir de lesdes de pitiose em eqiiinos, observaram que 0 sSucesso no
isolamento foi alto quando biopsias, especialmente kunkers, foram imediatamente
semeadas em meios de cultura contendo antibidticos. Quando estas amostras foram
armazenadas por um a trés dias antes de seu processamento, o isolamento foi maior
quando as mesmas ficaram armazenadas a temperatura ambiente ou em solugdo
contendo ampicilina. J4, quando esses tecidos ficaram armazenados por quatro a cinco
dias antes de seu processamento, o isolamento de Pythium insidiosum foi maior quando
os kunkers ficaram estocados a 4°C. Embora alguns autores citem que a refrigeragdo
pode resultar em morte do Pythium insidiosum na amostra (NEWTON & ROSS, 1993;
MENDOZA, et al., 1996), os dados obtidos por Grooters et al. (2002a), sugerem que a

inibicao do crescimento bacteriano, que contamina a amostra, aumenta as chances de
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isolamento de Pythium insidiosum dos tecidos infectados. Para o isolamento, alguns
autores sugerem o uso de agar V8, acrescido de estreptomicina (200ug/mL) e
ampicilina (100pg/mL). Entretanto, meios de cultivo como agar Sabouraud, caldo
Sabouraud, agar sangue, agar infusdo-cérebro-coragdo (BHI) e agar CMA também
podem ser utilizados (CHAFFIN et al., 1995). Pequenos pedacos de tecido fresco,
previamente lavados em solucdo salina ou agua destilada estéril, sdo distribuidos
diretamente na superficie do agar, devendo ficar incubado a 37°C, por 24 — 48 horas
(MENDOZA et al., 1996). A identificacdo ¢ realizada através do aspecto da coldnia e
caracteristicas das hifas (DE COCK et al., 1987). A produg¢do de zoosporingios e
zo6sporos deve ser observada para identificagdo final de Pythium insidiosum. Para
obtencdo de zoosporos in vitro, pedacos de folhas de grama (Paspalum notatum)
previamente esterilizados, sdo distribuidos sobre cultivos de Pythium insidiosum em
agar agua a 2% e incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, os pedacos de folhas
infectados sdo transferidos para uma solu¢do de sais minerais diluida a 1%.
Zoosporangios contendo zoosporos moveis sdo observados nos bordos terminais das
folhas, apds duas a quatro horas de incubagdo a 37°C (MENDOZA & PRENDAS, 1988;
CHAIPRASERT et al., 1990).

Mesmo sendo possivel a correta caracterizagdo de Pythium insidiosum atraveés
destes métodos, em algumas ocasides o isolamento ndo ocorre e a identificacdo das
espécies de Pythium ndo ¢ uma tarefa facil, pois se baseia nas caracteristicas
morfoldgicas das estruturas de reproducdo assexuada e sexuada (ALEXOPOULOS et
al., 1996; MOORE-LANDECKER, 1996) necessitando de técnicos bastante
experientes. Desta forma, o desenvolvimento de técnicas de imunohistoquimica,
sorologicas e moleculares facilita, auxilia e suporta um diagnéstico precoce e seguro da

enfermidade.

2.4.2 Diagnostico sorologico

O desenvolvimento de técnicas soroldgicas para o diagnostico e monitoramento da
resposta imunoldgica em eqiiinos com pitiose foi impulsionado por Miller & Campbell
(1982b). Esses autores desenvolveram as técnicas de imunodifusdo em gel de agar (ID),
fixagdo do complemento (FC) e um teste de hipersensibilidade intradérmica (TI), para

diagnosticar e avaliar a resposta imune humoral e celular de eqiiinos com pitiose. Os
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testes realizados em animais com pitiose clinica, diagnosticaram positivamente 100%
(ID), 82% (FC) e 64% (TI) dos casos. Esses dados comprovaram que o teste de ID
apresentava alta sensibilidade e especificidade para a deteccao de anticorpos anti-Pythium
insidiosum. Resultados similares foram obtidos por Mendoza & Alfaro (1986). Mendoza
et al. (1986) ao avaliar trés diferentes antigenos utilizados para o teste de ID,
demonstraram melhor sensibilidade e especificidade do teste quando o antigeno foi
produzido a partir de filtrados de cultura, e ndo a partir de antigeno tripsinizado como
relatado por Miller & Campbell (1982b). Em 1990, Kaufman et al., demonstraram a
eficiéncia da ID para o soro-diagnostico das zigomicoses causadas por Basidiobolus
ranarum ¢ Conidiobolus coronatus, assim como para pitiose, em humanos e animais,
comprovando a validade do teste para o diagndstico diferencial destas trés micoses. Da
mesma forma, Imwidthaya & Srimuang (1989) e Pracharktam et al. (1991) demonstraram
a sensibilidade e especificidade da ID para o diagnéstico € monitoramento da pitiose em
humanos. Embora este teste identifique anticorpos no soro da maioria dos eqiiinos e
humanos infectados, falha na detec¢do de anticorpos em caninos com doenga ativa
(GROOTERS, 2003). Similarmente, Pérez et al. (2005) ao utilizar o teste de ID para
diagnéstico de pitiose em bovinos, constataram que apenas 22,8% dos animais infectados
demonstraram reagdes positivas, sugerindo a insensibilidade desta técnica para o
diagnodstico da doenca nesta espécie.

Segundo Mendoza et al. (2005), um importante passo para identificacdo de
Pythium insidiosum em amostras histopatologicas foi o desenvolvimento das técnicas de
anticorpos fluorescentes por Mendoza et al. (1987) e imunoperoxidase por Brown et al.
(1988). O teste de imunofluorescéncia demonstrou especificidade na detec¢do de hifas
nos tecidos de felinos, caninos e humanos, porém em eqiiinos, a fluorescéncia uniforme
observada, devido a liberagdo de antigenos soluveis, impediu a utilizagdo deste teste
como diagnostico nesta espécie (MENDOZA et al., 1996).

A técnica de imunoperoxidase tem sido utilizada com bons resultados no
diagnostico de pitiose em eqiiinos (BROWN & ROBERTS, 1988; ALLISON & GILLIS,
1990, MORTON et al.,, 1991; CHAFFIN et al, 1992; PURCELL et al, 1994;
WORSTER et al., 2000, DALTO et al, 2007; PEDROSO et al., 2007), caninos
(HOWERTH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; PATTON et al., 1996; HNILICA,
1998; HELMAN & OLIVER, 1999; JAEGER et al., 2002; LILJEBJELKE et al., 2002;
PAVARINI et al., 2007), bovinos (SANTURIO et al., 1998), ovinos (TABOSA et al.,
2004), humanos (TRISCOTT et al., 1993) e espécies nao domésticas (CAMUS et al.,
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2004). Entretanto, Grooters et al. (2003) reportaram reagdo cruzada em caninos
infectados por Lagenidium sp., um outro oomiceto muito relacionado ao género Pythium,
e que também causa infeccdo em caes similares a pitiose.

Mendoza et al. (1997) foram pioneiros no desenvolvimento do teste de ELISA
(Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica) para o diagnodstico de pitiose em animais e
humanos. Com esse trabalho, os autores demonstraram que o ELISA utilizado foi
eficiente para o diagnostico da enfermidade, apresentando especificidade semelhante a
ID, todavia com melhor sensibilidade, possibilitando a deteccdo de infec¢des precoces
ou ainda subclinicas. Posteriormente, no Brasil, Rosa et al. (1999) desenvolveram um
teste de ELISA para o diagnostico de pitiose eqliina com resultados similares aos
anteriormente descritos. Ja4 Alves et al. (2001), avaliaram o desempenho da técnica de
“ELISA-conta” na detec¢do de anticorpos anti-Pythium insidiosum no soro de coelhos
imunizados e Santurio et al. (2006b) descreveram a padroniza¢dao do teste de ELISA
para detec¢ao e monitoramento de anticorpos em coelhos com pitiose experimental e
eqiiinos naturalmente infectados. Os dados obtidos em ambos os estudos permitiram
inferir que as técnicas utilizadas foram seguras e eficazes no diagnostico soroldgico da
doenca. ELISA para o diagnéstico precoce de pitiose em caninos (GROOTERS et al,
2002b), humanos (KRAJAEJUM et al., 2002) e bovinos (PEREZ et al., 2005) também
foi desenvolvido e, similar ao teste em eqiiinos e coelhos, apresentou alta sensibilidade
e especificidade. J&, Rakich ef al. (2005) afirmaram que ELISA ¢ util no diagnostico da
doenca em felinos e no monitoramento da terapia.

O teste de Western Blot, desenvolvido por Mendoza et al. (1992a), foi introduzido
com o objetivo de identificar antigenos imunodominantes de Pythium insidiosum durante
a infecgdo. Esta técnica mostrou boa especificidade, sendo 1util na identificacdo dos
isotipos de imunoglobulinas em animais com doenca ativa (MENDOZA et al., 1996). A
utilizagdo deste teste na pitiose bovina identificou 100% dos animais infectados (PEREZ
et al., 2005), assim como também apresentou resultados similares quando aplicado ao
diagnostico da pitiose em humanos (VANITTANAKOM et al., 2004; KRAJAEJUN et
al., 2006b). Através desses estudos foram identificados importantes antigenos
imunodominantes de Pythium insidiosum que diferiram quando avaliados com soro de
eqiiinos (MENDOZA et al., 1992a; LEAL et al., 2005); bovinos (PEREZ et al., 2005;
LEAL et al., 2005), humanos (VANITTANAKOM et al, 2004; KRAJAEJUN et al,
2006b) e coelhos (LEAL et al, 2005). Recentemente, o mapeamento de antigenos

imunodominantes em hifas de Pythium insidiosum realizado por Garcia et al. (2007),
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revelou que a maioria deles estava localizada nas camadas internas da parede celular e

alguns poucos no citosol das hifas.

2.4.3 Diagnostico molecular

Atualmente, as técnicas moleculares se constituem em importantes ferramentas
para o diagnostico, identificagdo e estudos filogenéticos de Pythium insidiosum. Neste
contexto, a PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) tornou-se uma importante técnica
no diagnodstico da pitiose, uma vez que permite a identificacdo rapida e segura de
Pythium insidiosum a partir de cultivos ou tecidos infectados. Além disso, Grooters &
Gee (2002), ao desenvolverem a técnica de Nested-PCR, utilizando a regido ITS-1 do
gene rRNA como alvo de amplificagdo, aumentaram a sensibilidade e especificidade da
mesma, tornando-a mais precisa. Desta forma, estas técnicas t€ém sido bastante
difundidas e utilizadas no diagndstico da doenca com resultados seguros (BADENOCH
et al, 2000; JAEGER et al, 2002; REIS et al, 2003; CAMUS et al, 2004
WELLEHAN et al., 2004; VANITTANAKOM et al., 2004; BOSCO et al., 2005;
MENDOZA et al, 2005; RIVIERRE et al, 2005; RODRIGUES et al, 2006,
SANTURIO et al., 2007; PAIVA et al., 2007).

De acordo com Schurko et al. (2004), as sondas de DNA sdo bastante
utilizadas na identificagdo de agentes patogénicos, uma vez que podem detectar DNA
em culturas mistas, ndo exigindo a obten¢ao de culturas puras. No estudo realizado com
Pythium insidiosum por estes autores, uma sonda de DNA espécie-especifica elaborada
a partir da regido intergénica (IGS-1), situada entre os genes LSU e 5S rRNA do
Pythium insidiosum, foi utilizada com o objetivo de distinguir o agente de outras
espécies de Pythium e de outros patdogenos que causam doengas com sintomas similares
a pitiose. Os resultados obtidos demonstraram que a especificidade da sonda para
hibridizar o DNA gendmico de todos os isolados de Pythium insidiosum testados e a
auséncia de reatividade cruzada com o DNA de outras espécies de Pythium ou outros
patogenos similares, torna esta técnica valiosa para o diagnostico da pitiose.

Ja para estudos de identificagdo de Pythium insidiosum e avaliagdo do
parentesco entre isolados provenientes de diferentes hospedeiros e regides geograficas,
Schurko et al. (2003a), avaliaram a aplicabilidade do RFLP (restriction fragment length

polymorphism) na andlise dos genes do rRNA da regido IGS. Concluiram que esta
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técnica constitui-se numa poderosa ferramenta molecular na identificacao de Pythium
insidiosum, além de fornecer importantes informacdes de parentesco dos isolados.
Entretanto, Schurko er al. (2003b) afirmam que embora a andlise do RFLP da regido
IGS forneca informagdes de variabilidade intraespecifica entre isolados de Pythium
insidiosum, o seqiienciamento da regido ITS permite melhor avaliagdo da relagdo
filogenética, ndo somente entre Pythium insidiosum, mas também entre outras espécies
de Pythium e géneros relacionados, tarefas que ndo podem ser identificadas através da

técnica de RFLP.

2.5 Tratamento

2.5.1 Cirurgia e Quimioterapia

O tratamento da pitiose em animais e humanos apresenta dificuldades em fung¢ao
das caracteristicas peculiares do Pythium insidiosum, sobretudo sua composicdo de
parede celular e auséncia de ergosterol na membrana citoplasmatica, o que explica os
resultados desanimadores com terapias antiflingicas, uma vez que o ergosterol constitui o
componente alvo de acdo da maioria dos farmacos  antifingicos
(SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Associado a
esse fato, em muitos casos o sucesso das terapias também pode ser influenciado pelo
tamanho e tempo da lesdo, idade e estado nutricional do animal (MILLER, 1981). Trés
métodos terapéuticos sdo freqlientemente utilizados no tratamento da pitiose: cirurgia,
quiomioterapia e imunoterapia (MENDOZA et al., 1996).

Segundo Miller (1981); Newton & Ross (1993); Chaffin et al. (1995); Mendoza et
al. (1996) e Mendoza et al. (2003), a cirurgia ¢ o método mais popular e mais
freqlientemente utilizado no tratamento da pitiose eqiiina, embora apresente altas taxas de
recidiva. Para evitd-las, a interven¢do cirurgica requer a retirada de toda a regido afetada,
0 que ndo ¢ possivel quando as lesdes envolvem areas anatomicas delicadas, assim como
a regido ventral do abdémen, membros e ossos (CHAFFIN et al., 1995).

A terapia da pitiose eqiiina utilizando farmacos antifingicos como anfotericina B
foi realizada por McMullan et al. (1977). Os autores obtiveram 50% de eficiéncia no
tratamento, quando anfotericina B foi associado a remocao cirurgica. No entanto, somente

30% dos animais responderam a terapia com anfotericina B isolada e 20% ndo
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responderam aos tratamentos. Segundo Gonzales et al. (1979) o tratamento das
ficomicoses subcutaneas ¢ incrementado quando iodeto de potassio ¢ usado apds a
extirpagdo cirirgica da lesdo. Resultados similares foram obtidos por Little & Kabay
(1984); Chaffin et al. (1992) e Rodrigues & Luvizotto (2000) no tratamento de pitiose
cutanea e Allison & Gillis (1990) em um caso de pitiose intestinal. Entretanto, Meireles et
al. (1993) nao obtiveram sucesso em dois eqiiinos tratados com iodeto de potassio
endovenoso, at¢ mesmo quando associado a cirurgia. Utilizando alternativas de
tratamento, Sedrish et al. (1997), obtiveram sucesso no uso de raio laser vermelho de
aluminio, neodimio e itrio como terapia suplementar apés a remogao cirurgica de lesdes
de pitiose eqiiina. J4 Hubert & Grooters (2002), acreditam que o tratamento mais indicado
para cura de pitiose clinica em eqiliinos ¢ a ressec¢do cirurgica total do granuloma
combinada com imunoterapia especifica para Pythium insidiosum.

Na pitiose canina, nenhuma das terapias antifungicas propostas apresentaram
resultados satisfatorios. Entre os farmacos testados destacam-se a anfotericina,
fluconazol, cetoconazol e itraconazol (ENGLISH & FROST, 1984; FOIL et al., 1984;
DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; RIVIERRE et al., 2005). Segundo alguns
autores, a cirurgia continua como opg¢ao mais segura (HNILICA, 1998, THOMAS &
LEWIS, 1998; GROOTERS, 2003). Entretanto, Grooters (2003) citam que as recidivas
pos-operatorias sdo freqiientes. Por esta razdo, indicam a terapia com itraconazol
associado a terbinafina por dois a trés meses apos cirurgia. Este mesmo autor relata que
aproximadamente 15% dos cdes com pitiose gastrointestinal responderam ao tratamento
com itraconazol ou anfotericina B lipidica. Também observou melhora ou cura clinica e
sorologica em varios casos de pitiose cutanea canina e felina tratados com a associacao
antifingica terbinafina/itraconazol. Afirma que embora, o numero de animais que
responderam a este protocolo de tratamento tenha sido baixo, a combinagdo antifiingica
pareceu superior a terapia isolada.

O tratamento da pitiose felina também apresenta resultados variados. Bissonnette
et al. (1991) ao realizar o tratamento de um felino com cetoconazol, observaram que
houve melhora clinica, porém a lesdo recidivou apds o término do tratamento. Ja Rakich
et al. (2005) obtiveram resultados diferentes ao tratar dois felinos com pitiose
gastrointestinal. O animal tratado com a associagdo terbinafina/itraconazol, durante dois
meses apoés retirada cirurgica da lesdo, apresentou cura clinica sem recidivas. Porém,
morreu subitamente quatro meses apds a cirurgia. O outro felino, que recebeu terapia com

itraconazol, também por dois meses apoOs retirada cirtrgica da lesdo, demonstrou
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sorologia negativa, detectada por meio de um teste de ELISA, realizado cinco meses apds
tratamento. Este animal permaneceu em observagdo por nove meses, ndo apresentando
recidiva da lesdo durante esse periodo.

Os testes de sensibilidade in vitro com farmacos antifingicos, realizados com
Pythium insidiosum, sdo escassos e t€ém demonstrado resultados contraditorios entre si e,
muitas vezes, com a terapéutica clinica. No estudo realizado por Sekhon et al. (1992) os
poliénicos anfotericina B, hamycin e seus analogos ndo apresentaram atividade
satisfatoria, enquanto os azolicos fluconazol, cetoconazol e miconazol inibiram os
isolados de Pythium insidiosum testados in vitro, com o miconazol apresentando os
melhores resultados, seguido do cetoconazol. Entretanto, Triscott et al (1993),
constataram a boa resposta ao tratamento com anfotericina B na pitiose subcutanea
periorbital em humanos, contrariando os resultados obtidos nos testes de sensibilidade.
Em outro estudo, os fairmacos anfotericina B, flucitosina, miconazol e griseofulvina nao
inibiram o crescimento do microrganismo, enquanto o itraconazol apresentou atividade
moderada e a terbinafina foi ativa contra o Pythium insidiosum testado (SHENEP et al.,
1998). De acordo com os autores, a associagdo de terbinafina e itraconazol apresentou
efeito sinérgico e foi utilizada, com sucesso, no tratamento de um menino com infec¢ao
facial. Recentemente, Argenta et al. (2007a) investigaram a atividade in vitro do
itraconazol e voriconazol combinado com terbinafina contra 30 isolados de Pythium
insidiosum originarios de casos clinicos de pitiose em animais no Brasil. Os resultados
obtidos indicaram que a terbinafina foi ativa quando usada como farmaco tnico, enquanto
itraconazol e voriconazol foram inativos. A associag@o antifungica foi sinérgica em 17%
dos isolados e indiferente em 83%. O tratamento de coelhos com pitiose experimental
utilizando a associag@o antifiingica terbinafina e itraconazol ndo evidenciou resultados

satisfatorios, salientando a ineficacia desta terapia na pitiose (ARGENTA et al., 2007D).

2.5.2 Imunoterapia

A falta de escolhas terapéuticas encorajou o desenvolvimento e¢ o uso de
imunoterapia no tratamento da pitiose eqiiina (MENDOZA et al., 2003). As pesquisas
iniciaram-se com Miller, em 1981, avancando de maneira significativa a partir de 1998
(SANTURIO et al., 2006a). Mendoza & Newton (2005) afirmam que os dados clinicos da
utilizagdo da imunoterapia nos ultimos 10 anos indicam que esta pratica ¢ segura, tanto

em animais quanto em humanos, curando aproximadamente 60% dos individuos tratados



38

e modulando a resposta imune dos mesmos.

O imunoterdpico desenvolvido por Miller (1981) foi composto por hifas
inativadas e sonicadas de Pythium insidiosum. Embora o imunoterdpico tenha
apresentado alguns efeitos colaterais, como a forte rea¢do no sitio de inoculagdo, curou
53% dos animais com doenga clinica em 14 a 28 dias. Quando esta pratica foi precedida
de procedimento cirargico, observou-se incremento do indice de cura.

A partir do trabalho pioneiro de Miller (1981), varios pesquisadores iniciaram a
utilizagdo da imunoterapia em eqiiinos, porém com modificagdes na técnica
originalmente descrita. Em 1986, Mendoza & Alfaro utilizaram como antigeno apenas o
sobrenadante das culturas de Pythium insidiosum, objetivando diminuir a rea¢ao no local
de aplicacdo. Nesta ocasido, foram utilizados cinco animais para o teste, dos quais trés
foram recuperados. Em continuidade as pesquisas na Costa Rica, Mendoza et al. (1992b),
desenvolveram dois protocolos de vacina, um utilizando massa celular como antigeno e o
outro utilizando antigeno soltivel concentrado. O tratamento de 71 eqiiinos com pitiose
clinica apresentou resultados positivos naqueles animais com lesdes com menos de dois
meses de evolucdo, com 60% e 70% de eficiéncia, respectivamente. Comparando as
formulagdes, os autores observaram que a formulagdo que utilizou antigeno solavel
concentrado apresentou menor reacdo no sitio de inoculagdo e estabilidade superior,
podendo ficar armazenado por mais de 18 meses a 4°C. No Brasil, a utilizagdo de um
imunoterapico, denominado PitiumVac®, produzido a partir de hifas maceradas de
culturas mistas de Pythium insidiosum e submetidas a liofilizagdo, demonstrou indices de
cura de 50% em eqiiinos com lesdes recidivantes, 60% em animais com lesdes recentes e
83% em casos cronicos com mais de 1 ano de evolugdo clinica, caracteristica que ndo
havia sido observada com os outros imunoterapicos testados (MONTEIRO, 1999).
Posteriormente, Santurio et al. (2003), utilizando coelhos como modelo experimental,
avaliaram a eficiéncia de trés processos de produg¢do de imunoterapicos contra pitiose,
produzidos a partir de cultivos e submetidos aos processos de macera¢do e sonicagao.
Observaram que o imunoterdpico macerado liofilizado foi superior, reduzindo em até
72% a area dos nodulos cutdneos dos animais inoculados. Os resultados deste trabalho
sugerem que a sonicacdo pode ocasionar a desnaturacao dos antigenos protetores,
reduzindo desta forma, a eficicia da imunoterapia. Simultaneamente, Mendoza et al.
(2003), modificaram a formulacdo anteriormente descrita por Mendoza et al. (1992b) e a

testaram em 18 eqiiinos e seis caninos oriundos de diferentes areas enzodticas de pitiose
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nos Estados Unidos. Este novo protocolo, contendo uma mistura de exoantigenos e
antigenos citoplasmaticos, curou 72% dos eqiiinos, incluindo casos cronicos e 33% dos
caninos, sugerindo que a inclusdo de antigenos citoplasmaticos aumenta as propriedades
curativas do imunoterapico. Além disso, Leal et al (2002), demonstraram que os
imunoterdpicos em uso podem ter sua atuagdo prolongada e potencializada quando

utilizados com adjuvantes.

Resultados animadores da imunoterapia em humanos foram observados por
Thitithanyanont et al. (1998). Apods insucesso com tratamentos a base de drogas
antifungicas e cirurgia em um paciente com pitiose, o uso de imunoterapico induziu a
cura apos duas aplicagdes, com intervalo de 14 dias. Similarmente, Wanachiwanawin et
al. (2004), utilizando o mesmo imunoterapico, observaram a cura de quatro pacientes
(50%) com pitiose vascular. Baseados nos resultados desses relatos, Mendoza & Newton
(2005) afirmam que a imunoterapia deve ser considerada como opgdo de tratamento em
casos de pitiose humana. Recentemente, Krajaejun et al (2006a), ao tratarem 12
pacientes com pitiose vascular com imunoterapia, obtiveram cura em cinco (41,6%),

comprovando a eficdcia do imunoterapico no tratamento da enfermidade em humanos.

A utilizacdo do imunoterapico no tratamento da pitiose bovina também apresentou
respostas positivas com eficdcia de aproximadamente 100%. Em contrapartida aos
resultados obtidos em eqiiinos, bovinos e humanos, a imunoterapia em caes e gatos tem

demonstrado resultados frustrantes (MENDOZA & NEWTON, 2005).

J4

Apesar do progresso nos estudos sobre a doenca e imunoterapia, ¢ importante
ressaltar que ainda ndo ha um completo conhecimento dos mecanismos envolvidos na
infeccdo por Pythium insidiosum e as explicagcdes para os mecanismos de infec¢do e de
cura sao baseados em hipoteses fundamentadas em observacdes da doenga em humanos e

eqiiinos (SANTURIO et al., 2006a).

Conforme Miller (1981), o -carater progressivo da doengca em eqiliinos
imunocompetentes sugere a ocorréncia de uma resposta imunoldgica inadequada ou um
bloqueio na mesma que impede o sistema imunoldgico de responder a infecgdo. As hifas,
mesmo sendo antigénicas, ndo sdo completamente reconhecidas pelo hospedeiro, devido a
marcante reacao inflamatodria, particularmente eosinofilica, que recobre a superficie das
hifas, impedindo a exposi¢do dos antigenos requeridos para a correta estimulagdo
antigénica. Esse autor acredita que a vacinagdo supera os efeitos inibitorios pela

introducdo de fragmentos de hifas e de fatores citoplasmaticos, os quais sdo reconhecidos
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como antigenos estranhos, induzindo desta forma, uma resposta imune humoral e celular,
com preponderancia da imunidade humoral, evidenciada pela presenca de plasmocitos no
infiltrado celular das lesdes apds imunoterapia. Nessa ocasido, o autor propds que os
anticorpos poderiam atuar por meio de dois diferentes mecanismos: um primeiro
envolvendo citotoxicidade dependente de anticorpos (IgG) e mediado por células
(linfocitos, macrofagos e talvez eosindfilos), e o segundo envolvendo imunoglobulina e o
sistema complemento, onde os anticorpos especificos estimulados pelo imunoterdpico
ativariam o sistema complemento, danificando a parede celular e promovendo a lise do
agente. A participagdo da resposta humoral foi também demonstrada por Newton & Ross
(1993) ao verificarem que o nivel de anticorpos anti-Pythium aumentavam em eqliinos
doentes submetidos a imunoterapia. Entretanto, Mendoza et al. (1992b) j& haviam
demonstrado a importancia da resposta celular na cura da pitiose ao observarem que os
niveis de anticorpos em eqiiinos tratados com imunoterapico ndo aumentavam apos o
tratamento e inclusive desapareciam apos a cura, evidenciando a participagdo da
imunidade celular. Posteriormente, resultados similares foram encontrados por Leal et al.
(2005) ao avaliarem o perfil protéico do soro de eqiiinos pré e pds-tratamento com
imunoterapico utilizando western-blot. Alteragdes quantitativas e qualitativas no perfil de
IgG nao foram observadas, suportando o envolvimento da resposta celular no mecanismo

de cura.

Embora Miller (1981) tenha explanado parcialmente os mecanismos envolvidos
na doenga e na cura por imunoterapia, a provavel hipotese de cura foi consistentemente
proposta por Mendoza et al. (1996). Posteriormente, Mendoza et al. (2003), avaliando as
propriedades imunoterapicas de sua vacina, descreveram com maiores detalhes os
provaveis mecanismos imunoldgicos envolvidos na cura. Segundo esses autores, a
imunoterapia induz a liberagdo de antigenos citoplasmaticos que estimulam uma resposta
mononuclear que resulta em cura. E provavel que estes imundgenos sejam apresentados
ao sistema imune de uma forma diferente que durante a infec¢do natural, induzindo a uma
regulacdo negativa da subpopulacdo de linfocitos T auxiliares (Th2). Em contrapartida,
estimulam uma outra subpopulacao de células imunes, preferencialmente linfocitos Thl.
Thitithanyanont et al. (1998), baseados nos eventos celulares antes e apds imunoterapia
em humanos e animais, ja haviam sugerido que as propriedades curativas do
imunoterapico poderiam ser devidas a uma imunomodulacdo da resposta imunoldgica.

Esta hipotese foi baseada no fato que linfécitos Th2 produzem interleucina 4 e
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interleucina 5, assim como, IgE, IgG e IgM, todos envolvidos na resposta de
hipersensibilidade e eosinofilia. Contrariarmente, a subpopulagao Thl produz interleucina
2 e INF-y (interferon- y), estando envolvida na expansdo de linfocitos T citotdxicos,
ativacdo de macrofagos e secrecdo de isotipos de IgG que ativam complemento. O
desaparecimento da resposta eosinofilica e expressdo de acentuada reacdo mononuclear
ap6s imunoterapia, observada por Miller (1981), Hensel et al. (2003) e Mendoza et al.
(2003), associado aos altos titulos de interleucina 4, interleucina 5 e IgE observados em
humanos com pitiose arterial e desaparecimento de seus niveis apds imunoterapia, com
concomitante aumento dos niveis de interleucina 2 (WANACHIWANAWIN et al.,
2004), fortemente suportam essa hipdtese. Similarmente, Mendoza et al. (2003) também
encontraram baixos titulos de IgE em eqiliinos curados apds imunoterapia. Além disso,
estes mesmos autores demonstraram, em estudos histopatoldgicos antes e apds terapia,
que quando se utiliza o imunoterapico, as hifas sdo aparentemente destruidas pela
populagdo de mononucleares, sendo observadas como estruturas tubulares vazias,
somente identificadas como hifas de Pythium insidiosum por imunofluorescéncia. Miller
(1981) também observou a destruicdo de hifas em tecidos de eqiiinos vacinados. Todas
essas evidéncias parecem ndo deixar duvidas de que o mecanismo de cura ¢ decorrente,

predominantemente, da reposta imune celular (MENDOZA & NEWTON, 2005).

Os imunoterapicos de corrente uso apresentam propriedades curativas, sendo
aplicados em animais com doenca clinica, uma vez que as propriedades profilaticas ndo
tém sido completamente avaliadas. No entanto, Mendoza et al. (1992b) observaram que
alguns eqiiinos curados por imunoterapia sofriam re-infeccdo no ano seguinte, sugerindo
que, se a agdo profilatica existe, ¢ de curta duracdo. Mendoza et al. (2003) acreditam que

a protecao a re-infec¢do pode ser devida a produgdo de anticorpos, principalmente IgG.

2.6 Acetato de caspofungina

O crescente surgimento de micoses sistémicas graves, associado aos problemas de
toxicidade dos antifungicos, assim como o aparecimento de resisténcia de alguns fungos
aos farmacos antifingicos, incrementou a busca por novos compostos, mais ativos, menos
toxicos, melhor tolerados ¢ com novos sitios de agdo (ROMERO et al., 2005). Neste
contexto, o desenvolvimento de inibidores da sintese de glucanas da parede celular

flngica representa um importante avango na quimioterapia antifingica. Os compostos
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que apresentam esse mecanismo de acdo incluem os 4cidos terpendides, as
papulacandinas e as equinocandinas. Estas ultimas sdo hexapeptidios ciclicos ligados a
uma cadeia lateral lipofilica, sendo o acetato de caspofungina (L-743, 872, MK-0991) o
primeiro farmaco deste grupo a estar disponivel nos Estados Unidos e Europa, onde ¢
comercializado com o nome de Cancidas® (Merck) e Caspofungina MSD® (Merck),
respectivamente (DERESINSKI & STEVENS, 2003). Posterior a liberagdao do acetato de
caspofungina em 2001, nos anos de 2005 e 2006, outras duas equinocandinas,
micafungina e anidulafungina tornaram-se disponiveis para uso clinico (PETRIKKOS &
SKIADA, 2007).

O acetato de caspofungina € um lipopeptidio anfipatico soluvel em agua com uma
massa molecular de 1213 KDa. Constitui-se num derivado semi-sintético da
pneumocandina Bo, um produto natural da fermentacdo do fungo Glarea lozoyensis
(DERESINSKI & STEVENS, 2003; KARTSONIS et al, 2003; LETSCHER-BRU &
HERBRECHT, 2003). O seu mecanismo de acdo consiste no bloqueio da sintese de
B(1,3)-D-glucana da parede celular fungica por inibicdo ndo competitiva da enzima
B(1,3)-D-glucana sintase, a qual ¢ indispensavel para sintese da parede fungica
(DOUGLAS, 2001; DENNING, 2003; DERESINSKI & STEVENS, 2003; KARTSONIS
et al, 2003; LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; MASCHMEYER &
GLASMACHER, 2005; PETRIKKOS & SKIADA, 2007). Embora o mecanismo de agao
das equinocandinas esteja bem caracterizado, Denning (2003) afirma que os trabalhos
desenvolvidos com o intuito de identificar o local exato de ligacdo das equinocandinas no
complexo enzimatico glucana sintase, ndo conseguiram esclarecer completamente essa
questdo. As cadeias de [(1,3)-D-glucana formam uma soélida matriz tridimensional,
constituindo-se no maior componente da parede fungica, promovendo integridade
estrutural e estabilidade osmdtica na maioria dos fungos patogénicos (LETSCHER-BRU
& HERBRECHT, 2003). Essas cadeias sdo sintetizadas pela ag¢do do complexo
enzimatico glucana sintase que se encontra ligado a membrana citoplasmatica. Como
substrato utiliza UDP-glicose, a partir do qual sintetiza as cadeias poliméricas de B(1,3)-
D-glucanas e as secreta para o espaco periplasmatico, sendo posteriormente incorporadas
na parede celular. Esse sistema de enzimas ¢ codificado por genes FKS, ja identificado e
caracterizado em diferentes fungos (DOUGLAS, 2001; DENNING, 2003; DERESINSKI
& STEVENS, 2003). Nos oomicetos, as enzimas responsaveis pela sintese dos

polissacarideos da parede, especialmente B(1,3)glucana e celulose sintases, assim como
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genes similares ao FKS dos fungos, ainda ndo foram completamente identificados e
caracterizados (BOUZENZANA et al., 2006).

A 1nibi¢do da sintese de B(1,3)-D-glucana produz um duplo efeito, fungistatico e
fungicida. O efeito fungistatico resulta do bloqueio da sintese da parede celular,
reduzindo assim o crescimento fungico. Ja o efeito fungicida, resulta de uma mudanca na
integridade da parede celular, a qual perde sua resisténcia mecanica tornando-se incapaz
de resistir a pressdo osmotica interna, cujo resultado ¢ a destruicdo da célula fungica
(LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003). Como esta enzima ndo existe nas células
dos mamiferos, este modo de ag¢do é Unico e especifico na célula fungica, eliminando-se
assim, a toxicidade para os animais € humanos. Por este modo de a¢ao também se explica
a auséncia de resisténcia cruzada com os demais antifingicos (MASCHMEYER &
GLASMACHER, 2005).

Estudos de farmacocinética tém demonstrado que o acetato de caspofungina nao é
absorvido por via oral, devendo ser administrado em infusdo endovenosa. No plasma
sangiiineo, encontra-se ligado a proteinas plasmaticas, principalmente albumina (96%). A
distribuicdo, e ndo a excrecdo ou a biotransformacdo, constitui 0 mecanismo
predominante que influencia as depuracdes plasmaticas, ocorrendo pouca excre¢do ou
biotransformacao nas primeiras 30 horas ap6s a administracdo. A concentragao
plasmatica declina de maneira trifasica, observando-se uma fase a curta, com meia vida
de 60 -90 minutos apds a infusdo, o que coincide com a distribui¢do do farmaco para os
fluidos extracelulares. A seguir, constata-se a presen¢a de uma fase 3 longa, que apresenta
meia vida de 9-11 horas, que coincide com a depuracdo plasmatica e conseqiiente
distribuicdo para os tecidos. Esta fase longa permite a utilizagdo do acetato de
caspofungina em doses Unicas didrias. Uma fase y, com meia vida de 40-50 horas, ¢
somente observada apos a administracdo de doses mais elevadas (KARTSONIS et al.,
2003).

Hadju et al. (1997), estudando a farmacocinética do acetato de caspofungina em
camundongos, observaram que as concentragdes do fAirmaco no figado, bago e rins foram
marcadamente mais altas que as concentracdes plasmadticas e Groll er al. (2001),
avaliando o comportamento do acetato de caspofungina em coelhos, constataram que o
mesmo foi bem tolerado, atingindo concentracdes plasmadticas que alcangaram ou
excederam as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) consideradas Otimas para
inibi¢do dos microrganismos patogénicos, particularmente Candida spp. e Aspergillus

spp. Maschmeyer & Glasmacher (2005) baseados em estudos in vivo € in vitro sugerem
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que concentragdes plasmaticas minimas de 1pg/mL do farmaco sdao requeridas para que
atividade antifungica in vivo seja confidvel e segura.

As equinocandinas sdo degradadas lentamente no figado por hidrolise e N-
acetilagdo, sendo o metabolismo do fiarmaco independente do sistema enzimatico
citocromo P-450. Nao ha formagdo de metabolitos ativos, e os metabolitos formados sdao
excretados pelas fezes e urina, sendo minima a excrecao renal de droga ativa (apenas 1-
2%) (MASCHMEYER & GLASMACHER, 2005).

Letscher-Bru & Herbrecht (2003) e Romero ef al. (2005) afirmam que os testes de
suscetibilidade in vitro realizados com acetato de caspofungina tém sido conduzidos
utilizando o método de referéncia do CLSI. Entretanto, este método ndo esta padronizado
para as equinocandinas, ndo existindo determina¢do de CIMs nem correlacdo dos dados
in vitro com eficacia clinica. Desta maneira, deve-se ter cautela no momento de
extrapolar os resultados obtidos in vitro com a atividade in vivo.

Estudos de suscetibilidade indicam que o acetato de caspofungina apresenta
atividade in vitro contra espécies de Candida, incluindo amostras resistentes a
anfotericina B e fluconazol, Aspergillus spp. e outros fungos clinicamente importantes
como Acremonium, Alternaria, Curvularia, Paecilomyces variotii, Scedosporium
apiospermum ¢ fungos dimorficos (DEL POETA et al., 1997; ESPINEL-INGROFF,
1998; PFALLER et al.,, 1998; KOHLER et al., 2000). Entretanto, apresenta pouca
atividade contra Cryptococcus neoformans, Trichosporum spp. (BARTIZAL et al., 1997;
ESPINEL-INGROFF, 1998), zigomicetos (PFALLER et al., 1998; DEL POETA et al,
1997; SINGH et al., 2005), Fusarium spp. (DEL POETA et al., 1997; PFALLER et al.,
1998; ARIKAN et al., 2001) e Sporotrix schenckii (ESPINEL-INGROFF, 1998).
Atividade fungicida tem sido observada em Candida spp., enquanto que estudos in vitro
tétm demonstrado efeito fungistatico em Aspergillus spp. (LETSCHER-BRU &
HERBRECHT, 2003). Em estudos experimentais em animais esta pneumocandina tem
demonstrado atividade antifingica no tratamento de candidiase e aspergilose disseminada
(ABRUZZO et al., 1997; PETRAITIENE et al., 2002), histoplasmose (GRAYBILL et al.,
1998), coccidiodomicose (GONZALEZ et al., 2001) e infecgdes por Pneumocystis carinii
(POWLES et al., 1998). Em humanos, tem sido demonstrada eficacia clinica contra
infeccdes causadas por Candida e Aspergillus, estando o acetato de caspofungina
licenciado pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de aspergilose

invasiva em pacientes que sdo refratarios ou intolerantes a outras terapias, candidemias ou
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outras infecgdes causadas por Candida (KARTSONIS et al., 2003; PETRIKKOS &
SKIADA, 2007).

Grooters (2003) acredita que as equinocandinas possam ser eficazes contra o
Pythium insidiosum, pois este como os demais oomicetos, apresenta grande quantidade de

B-glucanas na parede celular.

2.7 Norma M38-A: Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a
Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifungica de Fungos Filamentosos:
Norma Aprovada do NCCLS

As mudangas expressivas na epidemiologia das micoses humanas que ocorreram
nas ultimas décadas, notadamente o aumento na incidéncia de micoses sistémicas e
alteracdo no espectro de microrganismos causadores dessas micoses, assim como, 0s
relatos de resisténcia dos fungos aos farmacos disponiveis comercialmente e o nimero
crescente de agentes antifungicos, despertaram o interesse das comunidades médica e
cientifica pela padronizagdo de testes de suscetibilidade. Preocupada com esses fatos, no
ano de 1982, a entidade responsavel pela normalizacdo de técnicas de laboratorio
clinico nos Estados Unidos, o National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS; atualmente renomeado para Clinical and Laboratory Standards Institute-
CLSI), designou um subcomité para padronizar testes de suscetibilidade de fungos a
drogas antimicéticas (COLOMBO & ALVES, 2004). Com esse objetivo, varios estudos
foram realizados para definir as condigdes ideais de realizacdo dos ensaios, incluindo a
defini¢ao do método e preparagdao do indculo, composi¢ao e pH do meio, temperatura e
tempo de incubacgdo e determinacdo dos critérios de leitura do teste (PFALLER et al.
1988; PFALLER er al, 1990; ESPINEL-INGROFF & KERKERING, 1991;
FROMTLING et al., 1993; ESPINEL-INGROFF et al., 1997; ESPINEL-INGROFF et
al., 2002). A partir destes estudos, primeiramente foi padronizado o método da
macrodiluigdo em caldo para leveduras (M27-A). Dada a maior complexidade
morfologica dos fungos filamentosos, bem como a mais lenta curva de crescimento de
varios representantes desses géneros, as padronizagdes de testes de sensibilidade com
tais microrganismos apresentaram dificuldades adicionais em relagdo as leveduras
(COLOMBO & ALVES, 2004). Porém, com a crescente ocorréncia de micoses
emergentes causadas por fungos filamentosos, em agosto de 2002, foi aprovada a
Norma M38-A - M¢étodo de Referéncia para Testes de Dilui¢do em Caldo para

Determinacao da Sensibilidade a Terapia Antifungica de Fungos Filamentosos: Norma
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aprovada do NCCLS. Constitui-se numa norma de referéncia desenvolvida mediante
processo consensual que descreve e padroniza os métodos para testar a sensibilidade dos
fungos filamentosos que causam infecgdes flngicas invasivas, incluindo espécies de
Aspergillus, espécies de Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallecheria boydii e
Sporotrix schenkii, assim como outros fungos patogénicos oportunistas, aos agentes

antifungicos (NCCLS- 2002).
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ZOOSPOROGENESE IN VITRO ENTRE ISOLADOS DE Pythium insidiosum
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Zoosporogénese in viftre entre isolados do ecomiceto Pytlium insidiosum

In vitre zoosporogenesis among oomycetes Pyrhim insidiosum izolates

Daniela Isabel Brayer Pereira'’

Juliana Sigueira Argenta' Ayrton Syduel Cavalheire” Laerte Ferreiro

RESUMO

Pyehinm insidiesnm ¢ um semicers aguarics,
retponidvel pela efiologia da pitiose, uma enfermidade
cramica, ebservada fregientemente em eglings. 4 produgoo
de sedpores maveis par @ste microrganitme 5@ consitul no
Jfaror denermingte da ocorréncia d enfemidade. Este exruds
avalion @ Teosporoginese ¢ guanrtficon a produglo de
zpdrparas de 31 amestrar de Pythinm msidiossm inoladar de
egiings naturalmente mfectador. Pyckium insidiesam fo
cuitivada em meie Com Meal Agar acorescide de fragmentos de
Erama, duranie J dias, @ 370, Posneriormente, o1 fragmentos
de grama parasitados foram incubados em Meio de Indugio a
ImC, por 24 horas. Observou-se que 14 amestras (J0%)
praduziram I0.000 rediperes mL7, 12 iselados (37,.3%)
produziram acima de 20.000 zediporas ml-, enguanio guairo
amestras {11,5%) produziram menes de 20000 zedsporos
ml Q parsads de maior produgdo de todsparas fhi entre 6 @
& koras de cubagdoe. O protocelo wnlizade na mdugdo da
oasporagdnese mostrou-re @ficiente e represents uma
imporimie ferramenta, tanto para a identiffrapdo do Pydhinm
insidiosum, come para a obtenglo de zodsporos em
guanrtidades suficienter para o imoculajdo em animais
experimantals @ aplicagdo ne desemvolvimento de tfestes de
suscetibilidede

Palavras-chave: Pyrhinm insidiosum, tooiporogénare,
IQUSPOTOS, JOMICEN, DITOSE.

ABSTRACT
Pythium insidiosum it an aguatic oomyoere and

the etiology of a chronic disense called pythiesis, commonly
Jound in the siin gf hovzes. The production af mobi

Janio Morais Santuric” Sydoey Hartz Alves"

horses with pythiesis. The aszay wned cuinere of the Pyehinm
mzidiosum fm Com Meal Agar plur grast blader for § dar ar
ITC. The grass blades were incubared in Fduction Medium ar
I for 24 howrs. The findmgs showed 16 samples (30%)
yiglded 10,000 zoospores mI-, 12 (37.5%3) samples yielded
ovar 20,000 zoospores mLY and 4 samples (11.5%) yielded
less tham 20,000 zoospores mI-. The toospares production
was higher between § and § hours gf incwbarion. The protocol
usad in the oorporogeneris mduction was gfficient and
represents an important rool for Pychinm insidiosnm
identification and the aftainment gf tooipores n adeguate
amounts for imoculation in experimental animals and
application i the development qf suscepribility fests.

Key words: Pythium msidiotim, I005porogendsi, T00I00TEs,
apmycere, pythiosis.

INTRODUCAO

Pyrhium insidiosum é um oomiceto
aquatico, classificado no Feine Stramenopila, Phylum
Oomyeota, Familia Pethiaceae, Génaro Pyehium o
Especie imsidicsum. Esse género apresenta mals de
200 espécies, sendo a maloria habitante do solo e
patogencs da plantas (AL EXOPOULOS et al., 1996).
Apenas Pythinm insidigswm & patogeénico para
mamiferos, uma vez que caunsa pitiose, uma doenga
eromica, plogramulomatosa, que acomets animals 8
homanos (De COCK etal, 1987).

A pitiose & mais freguente na espécie
eqima, manifestando-se principalments nas formas
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clmicas cutanea e subentanea. Nestes animars, observa-
se 0 desenvolvimento de lesdes ulcerativas
granulomatosas, de crescimento rapide e dificil
tratamento, localizadas, predominantemente, nas
extremidades distars dos membros e porgdo ventral da
parede toraco-abdominal. A presencga de massas
necroficas semelhantes a corals, denominadas kunkers,
& caractaristica da enfarmudade nos eginnes (MILLER
& CAMPBELL, 1982, MENDOZA & ATLFAROQ, 1986,
MEIRELLES etal., 1993; MENDOZA etal, 1993} Ja,
nas demals espécias, os Fumkers nio sdo chsarvados
e a doenga se mamfesia, principalmente, nas formas
cutinez e gastromntestinal em caninos e falines
(GEROOTERS, 2003 FAKTICH et al. | 2005), & subeutznea
em bovines e ovinos (SANTURIO et al, 1998 PEREZ
etal, 2005; TABOSAetal., 2004). Mos iltimos anes, &
crascents o mimers de relatos de pifioze am espécies
nic-domesticas come urso, jaguar, camelo e figre
(GROOTERS, 2003; CAMUS etal., 2004; WELLEHAN
et al., 2004; BUERGELT et al., 2008}, Em bumanos, &
uma enfermmdade de prognostico desfavoravel, sendo
comum na Tailandia (IMWIDTHATA 1994
EFATAETUN et 2l 2006). Porém, cazos de pifioze
humana tambeém tém sido descritos em outros paizes,
mehisive no Brasil (PRASERTWITAVAKIT at al. 2003,
BOSCOatal, 2005),

Segunde MILLER (1983}, a prasenga de
areas alagadas, vegetagio abundante e femperatura
amibtental superierz 15 - 20°C constituem as condigdes
ideais para o desenvolvimento de Pyelunm insidiosum.
Meszas situagées, ha a predugio de zeosporos meveis,
biflagelades, responsaveis pela mfacgio em mamiferes.
Acredita-ze que o5 Zodspores livees nas aguas sejam
atraidos para a pele dos anmais, onds se encistam,
miciando 3 infecgdo cutinea. A enfarnudade ocorre em
areas tropicats, subtroplcals e temperadas, tendo sido
relatada em paizes como Argentina, Australia, Brasil,
Colembia, Costa Fica, Estades Unddes, Hait, India,
Indoneésia, Japde, Wova Zelindia, Papua-Mova Guing,
Tailindia, Venamela e Africa (MENDOZ A etal | 1996;
PEREZ atal , 2005; RIVIERRE et al , 2005). Emboranic
exista um levantamento preciso da prevaléncia da
enfarmidade ne Brazil, a pitiose reprasenta um problema
3 egimocultura, especialments em regides alagadigas
come o Pantanal Matogrossense (LEAL etal, 20010,

O diagnéstico presuntive ds pifiose &
realizado levando-se em consideragie a epidemiolegia,
sinzis climicos & aspectos macro e microscopicos das
lesdes. O isclamento e identificagdo do agents 3o de
zrande valor para o diagnostico defimifive e diferencial,
emibora, atuzlmente, metodos sorologices & molaculares
constituam poderosas ferramentas para o diagnostico
precocs e praciso de pitiose (SANTURIO et al, 2006).

AT EXOPOULODS etal. (1996) e MOORE-LANDECKEER
(1996} afirmamy gue, para realizar-se a corrsta
identificagdo do Pyelnm insidiosum, & necessano
cbservar-se as caracteristicas morfologicas dos
ZoOSpPOTANglos, To0sporos, cogoma e anteridio. Fara
i13to, € preciso 2 obtengdo da zodspores sm laboratone,
utilizande-se 2 téenica de zoosporogénese 2m melc
liquidodeserita por MENDOZ A & PRENDAS (1988). A
obiengdo das estruturas mfectantes & importanie para
o desenvolvimente de estudes in wvirro de
suscetibilidades a drogas e reprodugde experimental da
enfermidade em coelhos, somente possivel pela
mmeculagio subeutinea de agna rica em zocsperos
produzidos in vire (MILLEE & CAMPBELL, 1983;
SANTURIO etal, 2003). Sende assim, 2 utihzagio d=
protocolos de indugdo da zoosporogénese em Pyrlium
mnsidiesum & ponte cruelal nos estados que exvolvem
este oomiceto. Apenas MENDOZA & PEENDAS
(1088), CHATPRASERT et al {1990) e SANTURIO et al.
(2003 yelataram detalbadaments 2 metodologia da
inducdo de zoosporogéness.

O pretocele de mdugio da zoosporogéness
em Peeliinm msidiosum utilizado no presents oabalhe
foi baseado na técnica descrita por MENDONZA &
PRENDAS (1933) e teve por chjetives mduzir a
zoosporogeness da 12 1solados de Pyehinm mnsidiosum
e avaliar a produgdo de zodsporos, com o ntuite de
utilizz-los na reproducio expermmental da enfarmidade
e no desenvolviments de testes de suscetibilidads in
vifre a anfifimzicos.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 32 amostras de Pyehinm
insidiosum, 1soladas de egquinos naturalments
infactados, provementes dos Estados do Bio Grande
do 5ul & do Mato Gresse do Sul (Pantanal) e duas
amostras padide ATCC 58637 e CBS 101353, mantidas
na colegio de mucrorganismes do Laboratorio de
Pesquizas Micologicas (LAFPEMI) da Universidade
Faderal de Santa Mana, ES.

Az amostras de Pyrhium mmsidiosum
previamente cultivadas em Corn Meal dgar (ChIA)
foram repicadas para placas de Peti contendo o mesme
melo de cultivo, juntamente com fragmentos de grama
{Paspalum notarum), previaments autoclavades a
121°C por 20 mmutos. As placas foram menbadas por
um periode de 5 dias 3 temperatrade 370, Apds esze
paricdo de cultive, os fagmentos de grama parasitades
pelo Pychanm: insediosum foram transfendos para wma
placa de Pem comtendo 30mL de Meto de Indugdo,
composte pela solugdo A ELHPOW (1.0 M), EFLPO.
(1,0 M), WH)L.HPO, (3,66 M), e pela solugao B:
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MeCLEH.O (0.5 M), CaClL2H,0 (0,5 M). O Meic de
Inducio era obtido pela mstura de 0,5ml da solugio A
2, lm] da solagdo B em 1.000mL de agua destlada
esteril As placas de Petri contende o Meio de Indugdo
Juntzmente com a grama mfectada eram meubadas a
ATC, por 24 horas. Dhirante esse periodo, o3 fagmentos
de grama foram regulaments observados, atraves de
mucroscopia opica (100 e 400 X entre lanina e laminula.
Was primeiras 12 horas de incubagdo, asz avaliagdes
foram feitas em mtervalos de 1 hors e a parir da 12+
hora em imtervalos de & horas. Apes cbservacio da
formzgdo de zoosporangios e liberagio dos zoosporos,
realizou-se & contagem de zodspores linTes no Meio
de Indugio, uilizando-se hemocitometro de Neubaner
(SANTURIO et al., 2003}

BRESULTADOS

MWas primelras wes hotas de meubagio no
Meio de Indugio, observou-se um entumescimento na
extremidade de algumas hifas. A partir dessa
observacio, podia-se acompanhar o processo de
formacde dos zoosporingios, venficando-se que o
paquens entumesciments na extremidade da hufa
AUmEeniava progressivamente, até azsumir 2 forma de
uma pequena vesicula. Durante este processo era
possivel a mitida visualizagdo de fluxo citeplasmatico
dinigmde-ze do interior da hifa para a vesicula. Apds o
completo preenchimento da vesicula, miclava-z2 um
processo de diferenciagic no seu interior gue
culmmava com a formagio dos zoosporos. Estes se
caracterizavam pelos movimentos rapidos de seus
flagelos, o que resultava na mptura da membrana do
zoosporangio com liberacio dos zoosporos no Maio
de Inducdc. Oz zodsporos hberados apresentavam
forma ovorde, evidenciando a presenca de dois flagelos.
Uma vez livres no Meio de Indugdo, nadavam em
diferentss diregdes pormeio de movimentes derotacdo
em tomo de sen proprio eixo, permanecends aftves
por aproximadamente 15 momitos. Antes da softer o
enclstaments, nadavam lentaments ate a parada
completa de meovimentos, toernande-se, entie,
globosos. Apds alpuns minutos, os zodsporos
enciztados emitiam tubes germmatives que formavam
longos filamentos apes 24 horas ds mneubagio a 37°C.
Todo o processo da zoosporogénese, desde a
diferenciagio da ufa awe z Liberagdo dos zodsporos,
requeria, sproximadaments, 35 2 40 pumatos.

Embora zoosporos tanham sido cbservades
J2 nas primeiras 3 horas de indugde, constatou-se que
o mator mumere fol produzido entre & 2 B horas de
meubagio. A partir da 9 horas ds incubagdo, a
gquanidade de zoespores dinumaia gradativaments ate

a 242 hora, observando-se apenas zodsporos
encistados emutndo tubos permmatives, mas sam a
formacio de novos Zo0IpOTAnglos.

Das 32 amostras de Pyrkium insidiosum
estudadas, observou-sze que 16 i1solades (50%)
produozivam 20,000 zoosporos mL, 12 1solados (37 5%2)
produzizam acima de 20,000 zodsporos ml (vanando
de 22500 a2 107 500 zoosporos mL™"), enquanto que
quatro amestras (12, 5%) produzram menos de 20,000
zoosporos L' (5.000 a 10.000 zodsporos mL').
Observou-sa, tambem, que o wolados dz Prihim
insidiosnm de obtencio mals recente aprasentaram
elevade mumere de zoosporos.

DISCTSSA0

Tedes oz 150lados de Pyefwem insediosum
avahados apresentaram a habihidade de gerar zoospeoros,
demonstrandeo que o protocolewtilizado @ eficients para
a1dentificacio do microrganisme. Desta forma, pede-za
mferir que o presante protocole também pods sar
utilizade para obtencdo de zoosporos em numerc
suficiente para reprodugio da enfermidade em ammans
exparmmentals e realizagio de testes de suscetibilidads 2
antifungices. SANTURIO et al (2003) reproduziram
expermentalments a deenga em coslhes utilizands 17.500
zoosporos viavers mL. Ja para a obtancio de mmoculo
de Pyrhinm insidicsnm parz uso sm ftestes de
suzcetibilidade invitre, estudes em andamento esiimam
que o numero 1deal de zoospores situe-se entra 20,000 &
30,000 mL - (ATVES, 2006 — informe pessoal).

MENDOZA & FRENDAS (1968) citam que
o protocolo para indugdc de zoosporogenese deve sar
baseado em algmms aspectos como: parasitizmo de
fagmentos de grama em um meio pobre sm mudientes,
segmido da imeubagio em uwm Meaio de Inducie
contends loms Ca*'(ealeio), Mg™ (magnésio) e K*
(potassio) com temperatura e pH adequades. A
importinela desses lens na zoosporogensse fol
relatada por SHIPTOW (1987 ao demonstrar que tanto
a liberagdo dos zoosporos quanio a sus motilidads foi
mfluenciada pelas concentragdes de K, Ca™ o Mg™
no Meio de Indugdo. Segunde SHIPTON (1983 &
MENDOZA & FRENDAS (1588), a quantidade de
zoospores produzidos, assim como o tempos de
meubagdo sdo dependentes do meio utilizado para
crescimento do Pethiuwm instdiosum antes do processo
de inducio, da zoosporogénese. Em um estudo
raalizade com nove 1solados de Pyehinm msidiosum,
observou-se que © nlmers masinoe de Zoosporanzios
& zoosporos foram obfides apos wma hora e mela de
menbagio sm Meio de Indugdo a 37C, quando utilizou-
s& o cultlvo prévio coml Srama em agar agua a 2%, por
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M horas, a 37C. Ja quando o cultrvo em fragmentos da
grama fol realizado em outros me1os como Sabourand
dextrose agar (3DA) e CMA, o tempo de meubacio fol
de quatro dias 2 37 C e o pertodo de malor producao de
Zoosporangios e zodspores no Melo de Indugdo
ccowren apos 3 horas e meia de meubagio a 37'C
(MENDOZA & PRENDAS, 1988). Mo prasente trzbalho,
foiutlizade o mei1o de CWIA para o cultive de Perkium
insidiosum frazmentes de grama, pols a maleria
dos 1zolades testades nio apressntaram crescimento
em agar agua a 2%. Mo CMA, cobservou-z2 otimo
crescimento no quinto dia de nenbagdo a 37TC. Quando
raalizada a2 mdugdo dz zocsporogdnese, observou-za
que o mimers maxime de zedsporos foram obidos entre
&2 B horas de mnenbagdo 2 37°C, sendo estes resulizdos
similares aos anteriorments relatades. Embora
SHIFTOM (1985) afirme que 2 presenga de hifas jovens
e o fator determmnante para a abundante formacao dos
Zoosporos e que o periode prévie de crascimento
considerade étimeo para a producdo ds zodsporos
encontre-se entre 24 & 30 horas de incubagae, chservon-
=2, nas condigdes do preszente estude, auséncia de
crescimente do Peehinm insidiesum neo raferide
pericdo. Este fato pode ser devide 3 1dads das amestras
utilizadas, poiz a3 malonia delas havia sido 1zolada ha
alzuns aneos e vinham sende repicadas, repetidamente,
para mantencio, necassitands assim de um meio mas
rico em nutrientes, o que jusifica a ausencia ds
crascimento no AgZar agua a 2% e o malor tempo de
meubagio para o creseimento. s resultados obtidos
permitem constatar que 3 uilizagio domeioda Chid 2
eficiente para a indugic da zoosporogénese do
Pyehinm insidiosnm, mesmo que o: periodos de
meubagio pré e dwante inducio ssjam maicres aos
pericdos observados quando utih=ado azar azua, como
reportade nos estudos de MENDOZA & PRENDAS
(1988 Além disse, por meio dz metedolegiz da
zoosporogenese, pode-se avaliar a morfologia de
ZO0IPOTAnZIos & ZodspoTes, constatando-se que todos
o3 1selados estudados nests ensale apresentaram
caracteristicas morfologicas condizentas com Prchinum
mmstdiesnm, similares as deseritas por SHIPTON e al.
(1982}, De COCK et al (1987); CHAIPRASERT et al.
(19907 e MENDOZA at al {1996).

CONCLUSOES

O protocolo utilizado na inducgdc da
Zoosporcgenase mostrou-se eficlante e rapresenta wma
importante ferramenta, tanto para a identificagio
morfelogica do Pyekinm nsidiosiom, como parz a
obtengio de zoospores em quantidades suficientes
para 2 inoculagic em animals experimentals e
desenveolviments de testes de suseetibilidade.
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Objectives: The present study evaluated the susceptibility of 27 clinical isolates of Pythium insidiosum
to caspofungin in witro and correlated the results with the thempeutic esponse in vivo in rabbits with
experimental pythiosis.

Methods: The macrodilution method was performed in accordance with the CLSI document M38A
technigue. Three reading criteria for MICs were adopted: MICO, MIC1 and MIC2 (100%, 80% and 50%
growth inhibition, respectively). The minimum fungicidal concentmtion was also determined. Ten
rabbits inoculated with viable P. insidiosum 2oospores were divided into two groups: group 1 (control)
and group 2 (treated with caspofungin at a dosage of 1 mg/kg/day for 20 consecutive days).

Results: Of the isolates 51.8% had an MICO of 64 mgfL, B8.8% of isolates had an MIC1 between & and
64 mg/L and §2.8% of isolates had a minimum fungicidal concentration of 64 mgiL. In the in wvo assay,
growth of subcutaneous lesions reduced during treatment, but mpidly resumed when treatment was
stopped.

Conclusions: The results showead that caspofungin has limited fungistatic activity against P. insidio-
sum. This work is the first study to analyse the susceptibility of this comycete to inhibitors of

p-glucans of the cellular wall.

Keywords: pythiosis, oomycete, susce ptitiity

Introduction

Pythinm nsidioswnm is an aguatic oomyoete, classified in the
Kingdom Stramenopila. The genus Pyrhiim comprises mone
than 200 species, and the majority of them are soil saprobes and
plant pathogens. Only P insidiosus is pathogenic to mammals.
It causes pythiosiz, a chronic pyogranulomatous disease that
affects mainly horses, but can also affect dogs, cats, cattle,
sheep and humans that inhabit tropical and subtropical mgi:ms.'
The composition of the cell wall and the lack of ergosteral in
the cytoplasmic membrane of comycetes explain the difficulties
of antifungal therapy against pythiosis, since ergosterol is the
target of action for the majority of the antifungal drugs avail-
able."* Various atiempts to weat animals as well as humans with

antifungal dmgs have presented variable and sometimes
contradictory results as compared with results of in witre
assays.! Mevertheless, Shenep ef ai'? affirn that a pharmacaologi-
cal cure for pythiosis is possible; howewver, it must be guided by
tests of in vitee susoeptibility.

Caspofungin (L-743, 72, MEA¥921) iz a semi-synthetic
derivative of the pneumocandin Bo, whose mechanism of action
consists of blocking the synthesis of B{l.3)Fp-ghecan of the
fungal cell wall through the non-competitive inhibition of the
enzyme P 1.3)-n-glucan s:.rm.‘rl.hs:.4 It is believed that this dmg
can be efficient against P. ingidiosum, since this comyoete con-
tains a great amount of B-glucan in the cell wall.

The present study aimed at evaluating the in vire susce-
ptibility of P insidiossem o caspofungin using the CLSI

*Comesponding authoer. TelFax: +55-55-3208%04; E-mail: santurio@® anailafam br
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(formerly MOCLS) technique of macrodilution in broth as well feceive westment Animals in proup 2 were teaed with | mpfg/
2 relating the results obtained in vireo with the response of in  day capofungin by the intraperitonesl route for 20 days, with treat-
vivie therapy in rabbits with experimental pythicsis. ment commencing o the 25th day afier inoculstion. Inoculated
rabbits were checked every 3 days by measuring the subcatanesus
nodular aes (em® using a sliding calliper. The pocedure was
approved by the Animal Welfare Commines of the Fedesal
University of Santa Maria.

Materials and methods
Culture of P. insidiosum

Tweniy-six samples of P incidioswm isolated from pythiosis lesioms  Sravisrical analysis

from animals in Brazil (24 horses, | dog and 1 sheep) and one . .
ATOC isolate (S8637) were uilized. The areas of the lesions (enr®) were transformed into percentape and

submitted o analysis of vadance and F-est usng & significance
level of 5%. The Tokey test was camied out when differences

Inoculum preparation for the antifiungal susceptibility ress between the westments were dewected. Regression analysis of the
Esch incculum ised of P . s obisined dates of the measurements was also performed, with adjustments in

v the ial model made the third onder.
sccording 1o a previoasly d.ﬁui]edznmpnmguﬁisudmﬁue.’ polymomi fmace Up to

Antifimgal agent Results
Capofungin (Cancida™, MSD SHARP & DOHME GmbH, Hasr,
Gemmany) in the form of 50 mg was commercially scquined. It was  The ia vitre susceptibility of 27 isolates of P. dnsidiosum against
dissolved in serile distilled waier and serislly diluted in asay caspofungin is listed in Table 1. The results indicated that
medium o yield final concentrations of 0.25- 128 mg/L. 51.8% of the isolates had an MICO of 64 mg/L. Readings using
MICI showed that 88.8% of the isolates required MICs that
i varied from =8 to &4 mg/L. The ial readings of 50% inhi-
dn vitro susceptibility test bition (MIC2) demonstrated that 55"?; of the isolates had MICs
The tests were performed using the macrodilution method in brosh  between 2 and 4 mg/L, and 44.4% had MICs between B and
following the CLSI M3%-A protocol ® After zomporogenesis, the 16 me/L. The minimum fungicidal concentration was 64 mg/L
2o0spodes were counted using a Neab hamber. The inducti for 629% of the samples.
medium containing the zocspones was diluted 1:100in BPMID 1640 The animak developed subcutancous nodules 25 days afier
brath with L-glutamine, glucose and buffered 1o pH 70 wilt  the inoculation of the zoospores. The subcutanecus lesion areas
0165 M MOPS (sssqy medium), yielding s inoculim with 3 findl  exhibited a reduction in their progression during the treatment
concentrstion of 2-3 = 10? zoosporesimL. All the AsEys Were per- wigh caspofungin. However, lesions resumed growth after the end
formed in d.uﬂ:_m. 'I‘I1.e_MIl'_'s wire fead after 24 b of incubation &t o treatment, even though they were smaller (P = (LO004)
3T°C. The reading was visual and assessed the growth or absence of g0 o ecsonc it the comimol group (Figure 13, One animal of the
growth of hyphae Three MIC resding criieria were adopiad: MICO, meated died on the 23rd day
Co group on the day after the end of the treatment
MIC] and MIC2 (growth inhibition of 100%, 90% and 50%, and had pythiosis lesions in the hungs and kidneys.
reapectively). The concentration sbove MICD was wilized 1o dewer-
mine the minimum fungicidal concentration.

Animals Discussion

Ten 3F-momth-old Mew Fealand rabbits, including males and Susceptibility studies on P. ingdiosum are rare and there is no
females, were divided into two groups of five animal. All the standardized technique for in virro tests for this comycete. Only
animak were inoculsted with P. insidicssen zoospores (isolate with  Shenep o al * and Sekhon ef ol have performed tests in vitro
MIC of 64 mgfLy by the subcutanecws foue scoording to the meth-  With P insidiosum o evaliate its suscepiibility to amphotericin
odology described by Sanmric e al® Group | fcontrel) did nat B, S-Aucrocyiosine, terbinafine and azoles without, however,

Table 1. Distribution of capofungin MICs for 27 P. fnsidiogswn Bolstes using three reading criteria

Mo. of isolstes (%) with the indicated MIC {mg/L)

Reading criteria 2 4 % 16 32 64 128 MIC rmge mg/l)  GM MIC {mg/L)
MICOH o O A(ILL (LI 758 14(518) 0 864 3638
MIC 0 (LD 9(33)  T{259) 8(298 0 0 4-32 1336
MIC2 6{222) 0(333) 6(222) 6222 0 0 0 2-16 544
MFC 0 0 T4y (LD 1ED 17628 4148 8-128 5079

MICO, 100 growd mhdngon, MICL 900 gowd inhdngon MICL S0% gowd inmbigson; MFC, minimon fungicsds] concentmtion; GM, geometnc
mean.
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following a standard methodology. The present study employed
the parameters recommended by the document MIE-A to test
the susceptibility of P. insidiosum isolates to caspofungin.

The standardized inoculum obtained by counting zoospores
led to reproducible results in virra. In our opinion, this procedure
provides the most reliable methodology for susceptibility tests
with thizs comycete. Adjustment of the inoculum through the
spectrophotometric procedure cannot be applied to the zoospore
suspensions because it does not produce turbidity in the medium
and Espinel-Ingroff et al.¥ emphasize that the preparation of the
inoculum with a suspension of hyphae & not reliable. However,
other authors have utilized spectrophotometrically adjusted sus-
pensions of P. insidioren hyphae a5 inocula.”

The lack of a clear standard to estimate caspofungin MIC, in
addition to the absence of data concerning standardization of
in vitre tests for P. insidiosum, jusifies the employment of MIC
readings considering the three criteria. Likewise, other in wire
assays with filamentous fungi that evaluaed susceptibility to
[ J'Egjn also utilized different reading criteria for the
MICs™" The dewction of morphological alerations in the
hyphae, defined a minimum effective concentration {MEC),
may constitute a more appropriate method for evaluating the sus-
ceptibility to echinocandins compared with the conventional
MIC.™ Nevertheless, it was not possible to determine the MEC
for F. insidiosum isolates in the present work because morpho-
logical alterations were not detected on hyphae.

The high MICs and lack of fungicidality seen in this smdy
suggest that F. insidiosm iz poorly susceptible to caspofungin,
Siudies demonsirate that caspofungin displays in wire activity
against species of Candida ad Asperg@flus spp. with MICs and
MECs of | mg/l.. However, it shows little activity against
Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp., zygomycetes and
Fugariuwm spp., generally with MICs just above 16 mal.*

The low suscepiibility of P. insidiosun to caspofungin was
also established by the in wve assay, The results indicated that
caspofungin activity against P. insidiosum was only fungistatic.
Further studies using doses =1 mgfkgfday may yield better
resulis. Aliemative dosing protecols may also improve efficacy
since variations in the efficacy of caspofungin in wive according
to the dosage schedule employed were observed in newtropenic
rats with invasive pulmonary asp:rgj]]mis.'

This work is the first study to malyse the susceptibility of
thizs comycete to inhibitors of B-glucans of the cell wall I
should be noted that we have only tested Brazilian isolates and

more detailed studies using geographically and genetically
diverse isolates of P. insidiogum will be required before making
any general conclusions regarding the susceptibility of this
oomyoete o caspofungin.
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TABELA SUPLEMENTAR DO ARTIGO 2 (NAO PUBLICADA)

Tabela 1: Procedéncia de 27 isolados de Pythium insidiosum avaliados no estudo.

N’ do

isolado Espécie Procedéncia

ATCC Costa Rica

(58637) Eqiiino
123 Eqiiino Cachoeira do Sul/ RS/Brasil
124 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
125 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
126 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
127 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
128 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
129 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
134 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
135 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
136 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
137 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
138 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
141 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
142 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
143 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
144 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
145 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
147 Eqiiino Botucatu/SP/Brasil
148 Eqiiino Santa Maria/RS/Brasil
152 Eqiiino Santa Maria/RS/Brasil
156 Eqiiino Santa Maria/RS/Brasil
167 Canino Santa Maria/RS/Brasil
175 Eqiiino Uruguaiana/RS/Brasil
177 Eqiiino Santa Maria/RS/Brasil
178 Eqiiino Pantanal/MS/Brasil
179 Ovino Cuiaba/MT/Brasil

RS: Rio Grande do Sul; MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; SP: Sao Paulo
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Abstract:

Pythiesis 15 an emerging disease that i3 difficult to freat and 15 caunsed by the
oomyecete Pythium insidiosum. This study evaluated the efficacy of two different
treatments for pythiosis using rabbits as an experimental model. Fifteen rabhits
subeutanecusly moculated with Pyhium insidiosum zoospores were divided mto 3
groups of 3 amimals (group 1, control; group 2, treated with Pitinm Vac®
immunetherapic; and group 3, treated with caspofungin). The treatments were
started 23 days after the inoculafion, and consisted of 1) 8 doses of the
mmmuneotherapic  admimstered at 14-day intervals; and 2) lmgkg/day of
caspofingin during 20 consecutive davs. The animals were necropsied eighteen
weeks after the experiment onset, and lesion fragments were collected for
histopathologic and morphometric analysis. The ammals in the control group
displayed larger lesion sizes compared to the animals treated with Pitium Vac or
caspofingin (P=0.05). The histological aspect of the lesions was similar between
the groups under study. and the morphometric evaluation showed that the animals
in groups 2 and 3 had lower amounts of hyphae in necrotic areas (P=<0.03). The
results of the present study mmdicate that, even though the treatments did not differ
significantly, the immunotherapic treatment is still the best alternative to treat
pythiosis due to its lower cost. Caspofingin fimgistatie effect on Pyrhium
insidiosum in addition to its high cost makes its use for the treatment of animal

pythiosis impractical.
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Eesumé:

Pythiose est une maladie émergente trés difficile a traiter et due an développement
de I' comycéte Pythium imsidiosum. Cet étude a evalué lefficacité de deux
différents traitements de la pythiose expérimentale chez le lapm. Cuinze lapins
mmoculés par la vols sous-cutange avec une suspension de zoospores de Pythium
insidiosum ont été divisés en 3 groupes de 5 ammaux (groupe 1, le contrdle;
groupe 2. traité avec Pitium Vac® immmmotherapic et groupe 3, fraité avec
caspofingine). Les tfraitements ont débuté 25 jours aprés D'moculation et se
composatent de: 17 8 doses de ' immmmotherapic administrés a 14 jours
mtervalle, et 2) lmgkg/jour de caspofimgine pendant 20 jours consécutifs. Les
animaux ont eté necropsiés dix-huit semaines aprés le début de 1' expénience, et
morceaux des lésions ont ét2 prélevés pour des analvses morphométrigque et
histopathologigque. Les animaux du groupe contrdle ont développés lésions plus
importante, par rappert a la dimension, que les lapins traités avec Pitum Vac ou
caspofingine (P <0,05). L aspect histologique des 1ésions était similaire entre les
groupes £mdiés, par contre, ' évaluation merphométrique a montré gque les
amimaux dans les groupes 2 et 3 avaient des quantités d’hyphes inférieures dans
les zones necrosées (P =0.05). Les résultats de cet étude indiguent que, méme si

les traitements ne différalent pas sigmificativement, le traitement avee 1



mmmunetherapic est le meilleur choix pour traiter pythiose en raison de son coit
inférienr. Leffet fongistatique de la caspofungne sur Pythium fnsidicsum allié a
son prix élevé, rend son utilisation impraticable pour le traitement des ammaunx
avec pythiose.

MOTS-CLES: Pythium insidiosum, pythiose, caspofingime, immunothérapie,

Pittum Vae, lapins.

Introduction

Pythiosis 13 an emerging disease of ammals and humans m the tropical,
subtropical and temperate regions of the world [23]. Most published reports
describe this disease in horses and dogs. In horses, the disease manifests 1tself as
an ulesrative, proliferative, pyogranulematons lesion, most often invelving skin
and subcutaneous tissues of the legs and ventral body wall [14]. In dogs, the
infection includes cutaneons/subcutanscus and gastrointestinal lesions [6]. In
humans, the disease ccours in a localized form, as well 23 in systemic or vascular
forms [23]. Pythiosis i3 caused by Pythium insidiocum, a fungos-like
microergamism of the Stramimopila kingdom. Pythiosis can be a life-threatening
infection in all species if not treated [10].

Successful resolution of pythiosis with antifingal freatment alone is
difficult due to Pythium spp. cell wall and cytoplasmic membrane compositions.
While true fungl contain chitim and § glucan in their cell wall, stramenopilan

micreerganisms are devoid of ergosterol, the target of most anfifungal dmgs [3.6].



Varous attempts to treat animals as well as humans with antfungal drugs such as
amphotericin B, ketoconazole, miconazole, fluconazole, itracomazole and
terbinafine have yielded vanzble, and sometimes contradictory results [1-4, &, 7,
9,17, 18, 20, 22]. The lack of therapeutic choices for pythiosis has encouraged the
use of mmmmmotherapy [10]. Intially propesed by Miller [12], mnmmaotherapy
constifutes an important altemative for the treatment of eguine pythiosis, with
cure rates that vary around 70-80% [10, 15]. Wanachiwanawm et al. [23] achieved
the cure in 50% of the cases when using mnmmotherapy to treat arterial pythiosis
m humans. However, immunotherapy did not show satsfactory results m dogs
and cats [11]. Although the cure rates obtained using mmumotherapy for the
treatment of pythiesis are considered good and inexpensive, there are cases that
do not respond to this therapy and demand new approaches.

Hope for the treatment of pythiosis with antifungal agents appeared when
a new group of amtimycotics derived from echimocandins was discovered.
Caspofimgin  (L-743, 872, ME-0991) 15 2 semisynthetic denvative of
poeumocandin Bo, whose mechanism of action consists of blocking the synthesis
of {{1,3)-D-glucan of the fimgal cell wall through the nen-competitive inhibition
of the enzyme [(1.3)-D-glucan synthase [8]. This dmg can be efficient against
Pythium insidiosum since this oomycete contains great amounts of f glucan in its

cell wall [4].
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In this work, rabbits were expermmentally mfected with Pythium
insidiosum zoospores in order to evaluate the efficacy of two different treatments

for pyvthiesis: immunotherapy and caspofingin admimistration.

Materials and methods
Pythinum insidiosum

A Pythinm insidiosum stramn (CBS 101533), isolated from a case of equine
pythiosis m Brazil, was employed. This strain was initially cultivated in Com
Meal Agar at 27°C and subseguently subjected to zoosporogenesis. The resulting

zoospores wers inoculated into the rabbits.

LZoosporogenesis

Previously autoclaved pieces of Paspalum notatum grass were distributed
over Pythium insidiosum cultures and incubated at 37°C for § days. Infected grass
pieces were transferred to an induction medium contamming selution 1 (K:HPO4
(1.0 M), EH:POq (1.0 M), (NHa):HPQs (3.66 M), 500 mL of distlled water) and
solution 2 (MgCLEH-O (0.3 M), CaCla2H:0 (0.5 M), 250 mL of distilled water).
The induction medim final composition was 0.5 mL of solution 1, 0.1 mL of
solution 2, and 1,000 mL of stenile distilled water. Induction medinm containing
infected grass pieces was mcubated at 37°C for 8 h. The gTass pleces were
observed under a microscope and the zoospores were counted using a Neubauer

chamber.



Eabbits and treatments

Fifteen three-month-old MNew Zezland rabbits, mmcluding males and
females, were used i thiz work. All ammals recerved 1 mL of induction medium
containing approximately 20,000 viable Pyrhium insidiesum zoosporss applied
subeutanecusly in the right costal region, as deseribed by Santurio et al [19].

Inoculated rabbits were checked every 3 days by measuring the subcutaneons

nodular area l:-:mzj using a sliding caliper. Fabbits that developed pythiosis lesions
were divided into 3 groups of 5 rabbits each: group 1 (control, without treztment);
group 2 (treated with the mmmunetherapic Pitium Vac - LAPEMIEMBERAPA
developed by Santurie et sl [19]) and group 3 (freated with easpefungin -
Cancidas® - MSD SHARP & DOHME GmbH, Haar, Germany).

The treatments were started 25 days after zoospore inoculations. Rabbits in
Group 2 received 2 mL of the immumnotherapic by the subcutansous route in the
left costal region. This procedure was repeated every 14 days, at 8 time points.
Caspofingin in the form of 30 mg was commercially acquired. The drug was
dissolved in sterile distilled water aceording to the manufacturer’s instruetions,
and applied at a desage of 1 mg'kg/day by the infraperitoneal route during 20 days

The procedure was approved by the Animal Welfare Committee of Federal

University of Santa Maria.

Necropsy and histopathologic and morphometric analyses
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All rabbits were necropsied after 18 weeks of observation. Representative
fragments of the subcutaneous lesions were fixed m 10% buffered formalin,
routinely processed for histopathologic evaluation, and stained with Hematoxylin
& Eosin (H&E) or Grocott's stain. An Olympus Oly-200 color video camera
coupled to a BX3UBX52 Olympus binecular microscope was used for image
capturing. Images were acgquired at 400X magnification. Hyphas were quantified
using Alpha Ease FC software (Alpha Innotech Corporation version £.0). Seven
micrascopic fields were nsed for each slide. The images were converted into 235
grayscale misnsities. Among different intensity ranges. a dark range (values 0 w0
175} corresponded to hyphae stained by silver in Grocott's stain, and was selected

using a selection tool. The data obtamed were submitted to statistical analysis.

Statistics

The areas of the lesions {cm:} were transformed into percentage and
submitted to analysis of variance and F-test using a significance level of 3%:. The
Tukey test was camried out when differences betwsen the meatments were
detected. Pegression analysis of the dates of the measurements was also

performed, with adjustments m the pelynomial model made up to the third order.

Results
All rabbits developed granulomatous lesions with areas ranging from 4 to

p

313 om” 25 days after subcutansous meculation with Pythium insidiosum



zoospores. One animal from each group died between the 2* and 12 weeks after
moculation; necropsies mdicated that their death was caused by pythiosis
metastazes in the hmgs and kidneys. The remaming animals were kept in thewr
groups until the end of the experiment.

When the mean percent lesion areas were compared using the Tukey test,
the animals i the control group showed larger lesion sizes as compared to the
ammals treated with Pitum Vac or caspefungin (P=0.03). The evolution of the
lesions in the course of the experimental period showed a quadratic behavier for
all treatments (P=0.0001}. Subcutaneous lesion areas exhibited a reduchon in their
mmcrease during the treatment in the rabbits that recetved caspofingin; however,
lesions resumed growth after the end of the drug administration (Figure 1).

The subcutaneons lesions cut surfaces were mmltilobulated, hard, white-
pinkish and vasculanized. The listopathelogy of the lesions stained with H&E was
characterized by the presence of multifocal to coalescent necrotic areas delimited
by inflammatery infilitates predominantly constituted by PMN (zcsinopluls).
Hyphae-like structures swrounded by wregnlar. sosmophilic maternial could be
observed in the necrotic areas and comesponded to Splendore-Hoeppli reactions
i(Figure 1). Some of these reactive areas were delimited by Langhans” giant cells:
some of these cells had hyphae in their interior. There was also intense
proliferation of fibrons connective tissue cells, and presence of esosmephils,
plasma cells, Iymphocytes, macrophages. some giant cells and epitheliond cells.

Imegularly ramified. scarcely septate hyphae with thick brown walls were



visualized with Grocott staming; these were located especially in the periphery of
the necrotic areas.

The morphometric analysis demonsirated that the lesions in the animals of
the control group had a greater mumber of hyphae as compared to those in the
rabbits belonging to the groups reated with Pitiim Vac or caspofingin (P=0.05)

(Figure 3).

Discussion

Eabbits are nsed to study serology and efficacy of immunotherapy for the
treatment of pythiosis nowadays because this disease can be experimentally
reproduced in this species but not in others [11, 19]. In the presen: study. the
development of subcutanecus nodules 235 days after moculation with viable
Pythium insidiosum zoospores and the histological charactenstics of the lesions
were similar to those described in other studies [13, 19]. These findings indicate
that the expermmental reproduction of pytluosis in the rabbits was successful.

Even though none of the animals in the group freated with Pitum Vac
showed signs of climeal cure, their lesion areas showed less growth when
compared to those of the animals in the conmol group (P= 0.03). These results
differ from other study [19], that reported the cure of two animals using the same
number of doses and the same immunotherapic formulation. We believe that the
absence of complete lesion regression may have happened due to the amimals’

immunelogical status, since the efficacy of the mmmmotherapic used in the



present work has been previously demenstrated i rabbits with experimental
pythiosis [19] and in herses naturally infected by Pythium insidissum in Brazil
[13].

Some authors affinn that the mowmetherapic’s mechanism of cure
mvelves & change from a Th? lymphocyte-medizted response to a Thl
Iymphocyte-mediated reaction, as evidenced by changes in the interleukin and
histopathological lesion patterns [10, 21, 23]. In this study, we did not observe
differences in the pattern of the histolegical findings between the groups studied.
On the other hand. the lower mumber of hyphae cbserved m the necrotic arsas of
the animals freated with Pitinm Vac suggest that this immunotherapic was able to
stinmulate an immune respense that resulted in destruction of Pythium insidiosum
hyphae.

We are currently developing smdies on the in wiro suscepubility of
Pythium insidiosum to several antifingal drugs, including caspofingin. The in
vitre evaluation of 26 Bramhan Pyrhium insidiosum isoclates showed that thns
comycete is poorly susceptible to caspofungin, and the in wive observations
revealed that this dmyg displays fimgistatic activity in rabbits with experimental
pythiosis [16]. In the present smdy, the area of the lesions i ammals treated with
caspofingin showed less growth as compared to the control group (P= 0.05). This
finding reinforces that caspofingin effect on Pythium msidicsum is fimgistatie.
This dmg was more effective in containing the lesions than Pitium Vac, as

evidenced by: slow growth of the lesions even 12 weeks after the end of the



treatment; guantification of hyphae in Grocott’s staimng; and no sigmficant
difference as compared to the Pitum Vac group.

Notwithstanding, cure was not achieved using caspofungin, whereas it has
been reported with the uwse of Pittum Vac [19]. Prolonged therapies with
caspofungin are very expensive, and this justifies the treatment for only 20 days.
The application of caspofingin for a time extent similar to that used for Pitium
Vac would require approximately 113 bottles of the dmg. This is impracticable,
since the cost of thiz antfungal drg is something around USH 1,000bottle in
Brazil. Our observations add to other studies [2-4, 7. 9. 18] that report the
difficulty m treating pythiosis with antifungal drugs.

In conclnsion, the companson of two therapies based on different
mechanisms to treat pythiosis provided evidence that, even though there was no
difference between the treatments evaluated, mumumetherapy 15 still the best
altermative to treat pythiosis due to its lower cost and possibility of cure, in spite
of the longer treamment time required. Caspefungin’s lack of fimgicidal effect on
Pythium insidiosum, in addition to its high cost and mability to cure, makes its use
for the treatment of pythiosis in animals impracticable, especially in the horse, the

species in which this disease 1s more frequently observed.
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Figure 1: Percent vanation of subcutanecus lesion areas in rabbits experimentally
moculated with Pythium insidiesum zoospores and treated with caspofungin or the

mmnumatherapic Pitim Vac.

Figure 1: Pourcentage de wanation de la taille des lésions sous-cutanées
expérmentalement produttes chez les laping inoculés avec des zoospores de Pythium

insidiosum et traités avec la caspofingine ou le mmmmotherapie Pitium Vac.
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Figure I: Subcutaneous tissue of a rabbit moculated with Pythinm insidiosum and
necropsied after 18 weeks. Necrotic area with cell debris and hyphae-like structures

swrounded by Splenders-Hoeppli reactive areas {ammow). HE. 10X objective.

Figure 2: Tissu sous-cutanée dwun lapin imoculé avee Pyfinm insidiosum et
necropsié aprés 13 semaines. L'aspect histologique démoente 1 envahissement et
necrose tissulaire avec présence de débms cellulaires et £bauchés d'hyphes avec
importante réaction éosinophilique a lewr périphérie (Phénomene de Splendore —

Hoepplij[fléche]. HE. 10 X objectf.
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Figure 3: Subcutaneous tissue of mbbits imoculated with Pashium insfdionum and
pecropsied after 18 weeks. The stuctures stained black comespond to Pyrhium insidicsum
Iyphas. Panels A (Contrel); B (Pittam Vac) and C (Caspofungin) show the differences in

the ammumt of hyphae between the treatments. Grocott 103 objective.

Figure 3: Tissn sous-catanse d'vn Lapie insoule avec Pyrkiym imsidissum 2 necropsie apres
18 semaipes. Les stmuctares pigmenies en polr comespondent 2 des kyphes de Pyefiium
insidioum. Sections A (Copwéle) B (Pittum Vac) et & (Caspofungine) mise en évidenca
les différences epire [a guantté des hyphes par rapport aux madtements. Grocodn 10 X

objects
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TABELA SUPLEMENTAR DO ARTIGO 3 (NAO INCLUIDA PARA
PUBLICACAO)

Tabela 1: Valores médios percentuais das areas de lesdes subcutidneas dos coelhos
inoculados com zoo6sporos de Pythium insidiosum.

Periodo (dias)/ Area de lesdo (%) Area de lesdo (%) Area de lesdo (%)

datas de medidas Grupo Controle Grupo Pitium Vac Grupo Caspofungina

0 9,25 12,40 14,95
3 15,13 -11,29 -9,36
6 8,64 -11,04 -9,03
9 13,51 -14,03 -11,70
12 24,86 -17,50 -16,25
15 3,78 -22,09 -11,70
18 12,43 -27,98 -12,70
21 20,54 -27,98 -18,92
24 29,18 -29,03 -10,36
27 33,51 -29,03 3,81
30 60,00 -30,40 12,70
33 75,67 -30,40 15,05
36 91,89 -22,00 40,07
39 94,59 -27,00 16,52
42 134,05 -11,29 18,72
45 134,05 10,48 21,73
48 160,54 13,70 15,71
51 154,59 26,61 24,54
54 160,54 26,61 41,60
57 187,56 39,75 41,60
60 202,16 39,75 44,14
63 214,59 60,72 47,29
66 228,10 65,32 47,62
69 228,10 73,38 61,87
72 241,62 83,06 82,07
75 241,62 110,16 90,43
78 241,62 139,75 90,43
81 241,62 126,85 87,00
84 294,59 160,72 92,10
87 347,02 182,74 97,12
90 384,86 203,70 118,52
93 42270 250,00 132,44
96 445,94 219,59 132,44
99 445,94 219,59 138,26
102 445,94 196,20 148,29
105 478,37 233,06 173,37

108 500,00 251,29 167,02
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3 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a pitiose vem merecendo destaque na micologia veterinaria e
humana, principalmente devido as dificuldades encontradas no tratamento das espécies
afetadas e ao aumento do niimero de casos diagnosticados (SANTURIO et al., 2006a).
Diversos protocolos de terapia com farmacos antifiingicos tém sido utilizados. Entretanto,
a auséncia de ergosterol na membrana citoplasmatica dos oomicetos (KWON-CHUNG,
1994; ALEXOPOULOS et al., 1996; MOORE-LANDECKER, 1996; GROOTERS,
2003) explica o insucesso das terapias, ja que o ergosterol constitui o componente alvo de
acdo da maioria dos antifungicos disponiveis e mais comumente utilizados na terapéutica
clinica (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Os artigos que descrevem quimioterapia
antifungica para pitiose em animais ¢ humanos, com farmacos como anfotericina B,
cetoconazol, miconazol, fluconazol, itraconazol e terbinafina tém demonstrado resultados
variaveis e muitas vezes contraditorios, quando comparados aos resultados dos testes in
vitro (McMULLAN et al., 1977; GONZALES et al., 1979; FOIL et al., 1984; ENGLISH
& FROST, 1984; BISSONNETTE et al., 1991; TRISCOTT et al., 1993; SHENEP et al.,
1998; DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; GROOTERS, 2003; RIVIERRE et
al., 2005; PUPAIBOOL et al., 2006).

Santurio et al. (2006a) destacam que, em virtude do Pythium insidiosum resistir a
maioria dos tratamentos antifingicos, as pesquisas com imunoterapicos avancaram de
maneira significativa a partir de 1998. Desta forma, a imunoterapia tornou-se uma
importante ferramenta terapéutica na pitiose eqiiina, apresentando indices de cura que
variam em torno de 70-80% (MONTEIRO, 1999; MENDONZA et al., 2003). Embora,
este método tenha curado aproximadamente 100% dos bovinos tratados, salienta-se que
em caninos ¢ felinos ndo foram demonstrados resultados satisfatorios (MENDOZA &
NEWTON, 2005). Mesmo que a imunoterapia apresente bons indices de cura e baixo
custo, deve-se levar em consideracdo a ocorréncia dos casos ndo responsivos que cursam

com 100% de mortalidade e, portanto, demandam a procura por novas terapias.

Esperangas no tratamento da pitiose com antifingicos surgiram com o acetato de
caspofungina (L-743, 872, MK-0991), um derivado semi-sintético da pneumocandina Bo,
que bloqueia a sintese de B(1,3)-D-glucana da parede celular fungica por inibi¢do nao
competitiva da enzima B(1,3)-D-glucana sintase (DERESINSKI & STEVENS, 2003;
KARTSONIS et al., 2003; LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; MASCHMEYER
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& GLASMACHER, 2005). Acredita-se que este fArmaco possa ser eficaz contra Pythium
insidiosum, uma vez que este oomiceto apresenta grande quantidade de B glucana na
parede celular (GROOTERS, 2003).

Shenep et al. (1998) afirmam que a cura farmacoldgica da pitiose com
antifungicos ¢ possivel, porém, sempre deve ser acompanhada por testes de
suscetibilidade in vitro. Todavia, estudos de suscetibilidade a antifungicos com Pythium
insidiosum sao escassos, nao havendo dados de padronizacdo para testes in vifro com este
oomiceto. Sekhon et al. (1992) e Shenep et al. (1998) realizaram testes in vitro com
Pythium insidiosum, avaliando a suscetibilidade a anfotericina B, 5-fluorocitocina,
terbinafina e azdlicos sem, no entanto, seguir a metodologia padronizada pelo CLSI. A
inovacdo do presente estudo foi a realizacdo dos testes de suscetibilidade in vitro
utilizando a técnica de macrodilui¢do seguindo os parametros preconizados pelo método
de referéncia M38-A do CLSI, para verificar a suscetibilidade de Pythium insidiosum a
caspofungina. O documento M38-A foi aprovado em agosto de 2002 e padroniza os
métodos para testes de suscetibilidade de fungos filamentosos que causam infecg¢des
fingicas invasivas, incluindo Aspergillus, Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallecheria
boydii e Sporotrix schenkii (NCCLS, 2002). Entretanto, este método nao esta padronizado
para oomicetos € nem para as equinocandinas, ndo havendo definicdo de CIMs para estes
farmacos (LETCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; ROMERO et al., 2005). Desta
forma, a partir deste experimento, foram geradas informagdes que podem ser utilizadas
em estudos de suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum a outros farmacos
antifingicos. Conseqiientemente, a utilizacdo de um método de referéncia, reduz os riscos
de discrepancias entre resultados.

O indculo utilizado nos ensaios in vitro e in vivo, foi preparado a partir de uma
suspensao de zoosporos de Pythium insidiosum. Para a obten¢do dos zodsporos utilizou-
se o protocolo de zoosporogénese baseado na técnica descrita por Mendoza & Prendas
(1988), com algumas modifica¢gdes em funcdo da quantidade de indculo exigida para os
testes in vitro e reproducdo experimental da enfermidade (Capitulo 1; Artigo 1). A
quantidade de zoodsporos utilizada para a inoculacdo dos animais experimentais
(aproximadamente 20.000 zoosporos viaveis /mL) foi baseada nos estudos de Santurio et
al. (2003) que reproduziram a doenca em coelhos através da inocula¢do subcutinea de
17.500 zodsporos viaveis/mL. J& para os ensaios de suscetibilidade in vitro, em razio de
ndo existir padronizagdo para testes com Pythium insidiosum e como nao hé informagdes

de valores de quantificagdo de zoosporos, pois Sekhon ef al. (1992) utilizaram suspensao
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de hifas ajustada por espectrofotometria e Shenep et al. (1998) nao especificaram o
in6culo utilizado em seus estudos, estimou-se que a concentragdo ideal de zodsporos do
in6culo ficasse situada na faixa de 2-3 x 10* zodsporos /mL.

Avaliando a técnica de zoosporogénese, Mendoza & Prendas (1988) em um
estudo realizado com nove isolados de Pythium insidiosum observaram que o numero
maximo de zoosporangios foi obtido ap6s uma hora e meia de incubacdo em Meio de
Indugdo a 37°C, quando utilizaram o cultivo prévio em grama em meio agar agua a 2%
por 24 horas a 37°C. J4 ao utilizarem o cultivo em fragmentos de grama em outros meios
como agar Sabouraud ¢ CMA, verificaram que o tempo de incubagdo aumentou para
quatro dias e o periodo de maior producao de zoosporangios ocorreu apds cinco horas e
meia de incubagdo. No presente estudo experimental, o protocolo utilizou o meio de
CMA para o cultivo de Pythium insidiosum em fragmentos de grama, pois os isolados
testados ndo apresentaram crescimento em meio agar agua a 2%. Observou-se que no
meio de CMA, houve 6timo crescimento no 5° dia de incubagdo a 37°C e quando
realizada a indugdo da zoosporogénese, o nimero maximo de zoosporos foram obtidos
entre seis e oito horas de incubagdo. Estes resultados foram similares aos citados
previamente por Mendoza & Prendas (1988). Nessas condi¢des de zoosporogénese,
verificou-se que 87,5% dos isolados produziram 20.000 ou mais zodsporos/mL. Desta
forma, pode-se inferir que o referido protocolo ¢ o mais indicado quando se deseja obter
zo6sporos em quantidades ideais para reprodugdo da enfermidade em animais
experimentais e realizacdo de testes de suscetibilidade a antifungicos, amenizando as
dificuldades de zoosporogénese, muitas vezes encontradas quando se trabalha com
Pythium insidiosum.

No ensaio de suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum ao acetato de
caspofungina (Capitulo 2, Artigo 2), a padronizagdo do inoculo, utilizando contagem de
zo6sporos e posterior diluigdo 1:10 em caldo RPMI 1640, atingindo a concentragao final
de 2-3 x 10° zodsporos/mL, permitiu a reprodutibilidade dos testes in vitro. Embora o
documento M38-A preconize que as concentragdes de indculos vidveis de
esporangiosporos ou conidios se situem na faixa de 0,4 x 10*a 5 x 10* UFC/mL (NCCLS,
2002), em virtude das caracteristicas do Pythium insidiosum, o indculo utilizado neste
estudo situou-se abaixo desse valor, pois ndo foi possivel induzir-se producdo de
zobsporos em quantidades proximas aos valores preconizados pelo documento. A
vantagem da contagem de zoosporos em camara de Neubauer ¢ que através desse método

pode-se quantificar o in6culo. Além disso, salienta-se que o ajuste do inoculo por
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espectrofotometria ndo foi possivel, uma vez que as suspensdes de zoOsporos nao
produziram turbidez do meio. A opg¢do por ndo utilizar a preparacdo do indéculo com
suspensao de hifas ajustada por espectrofotometria, como citada por Sekhon et al. (1992),
foi baseada nos estudos de Espinel-Ingroff et al. (1997) que citam que a preparagdo de
indculo com suspensdo de hifas ndo ¢ confidvel e afirmam que ocorrem diferengas de até
trés diluicdes entre as CIMs, quando as mesmas sao comparadas com testes realizados
com indculos preparados com suspensao de conidios.

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro podem ser influenciados pelo
tipo de meio utilizado nos ensaios. O caldo de RPMI 1640 tem sido extensivamente
avaliado para testes de suscetibilidade in vitro de leveduras e fungos filamentosos,
demonstrando bons resultados de reprodutibilidade (GIL-LAMAIGNERE et al., 2005).
Neste estudo, os 27 isolados de Pythium insidiosum testados apresentaram crescimento
visivel ¢ homogéneo de hifas em caldo RPMI, em 24 horas a 37°C, permitindo a facil
leitura das CIMs. Resultados similares sdao citados por Gil-Lamaignere et al. (2005) ao
avaliarem a influéncia do meio na leitura das CIMs de caspofungina, voriconazol e
posaconazol em testes de suscetibilidade com zigomicetos.

O documento M38-A ndo padroniza os testes de suscetibilidade para acetato de
caspofungina nem para outros farmacos do grupo das equinocandinas. As determinagdes
das CIMs de fungos filamentosos e leveduras ao acetato de caspofungina tem seguido os
dados do CLSI preconizados para outros fairmacos, assim como também, tem adotado
varios critérios de inibi¢ao de crescimento que variam de 50-100% em diferentes tempos
de incubagao (ESPINEL-INGROFF, 2003). Este fato, aliado a auséncia de padronizagdo
de testes in vitro para Pythium insidiosum, justifica o emprego de trés critérios de leituras
da CIM: CIMO (100% de inibicdo do crescimento); CIM1 (90% de inibi¢ao do
crescimento) e CIM2 (50% de inibig¢do do crescimento). De forma similar, outros ensaios
in vitro com fungos filamentosos que avaliaram a suscetibilidade ao acetato de
caspofungina, também utilizaram diferentes critérios na leitura das CIMs, em funcdo da
auséncia de determinagdo de pontos de corte para este farmaco (ESPINEL-INGROFF,
1998; ESPINEL-INGROFF., 2003; GIL-LAMAIGNERE et al., 2005; VIANEN et al.,
2006). Alternativamente, a detec¢do de alteragdes morfologicas nas hifas, definida como
concentragdo efetiva minima (CEM) por Kurtz et al. (1994) pode se constituir numa
forma mais adequada para se avaliar o ponto de corte da suscetibilidade in vitro para
equinocandinas que a convencional CIM (ESPINEL-INGROFF, 2003). Além disso,

Letcher-Bru & Herbrecht (2003) consideram o método de referéncia do CLSI como
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pouco adequado para avaliagdo da suscetibilidade de fungos filamentosos ao acetato de
caspofungina, uma vez que as equinocandinas atuam essencialmente nas zonas de
crescimento das hifas, o que dificulta a visualizagdo e quantificacio da CIM. A
importancia da CEM como método de determinagdo do ponto de corte da suscetibilidade
de fungos filamentosos ao acetato de caspofungina foi demonstrada por Arikan et al.
(2001) ao avaliar a suscetibilidade de Aspergillus e Fusarium a este farmaco. Estes
autores observaram que as CEMs para Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus foram,
respectivamente, 3 e 10 vezes menores que as CIMs em 24 horas de incubacdo. Espinel-
Ingroff (2003) afirma que além das CEMs para caspofungina serem mais estaveis e
apresentarem menores valores que as CIMs, sofrem menor variagdo com o aumento do
tempo de incubagdo. Embora os estudos demonstrem que a CEM ¢ o método mais
confiavel para identificar-se o ponto de corte da CIM do acetato de caspofungina, neste
experimento, ndo foi possivel determinar-se a CEM nos isolados de Pythium insidiosum
avaliados, uma vez que nao foram constatadas alteragdes morfoldgicas das hifas em
microscopia otica.

No presente estudo, 51,8% dos isolados de Pythium insidiosum requereram CIMs
de 64 pg/mL, quando considerada a leitura CIMO e 88,8% produziram CIMs que
variaram de > 8ug/mL a 64 pg/mL quando determinou-se a leitura parcial MIC1. Esse
resultado associado ao fato que 62,9% dos isolados avaliados apresentaram concentraciao
fungicida minima de 64 pg/mL, sugerem que Pythium insidiosum é pouco suscetivel ao
acetato de caspofungina, mesmo que 55,5% das amostras tenham produzido CIMs
menores, situadas entre 2 e 4 ug/mL, quando a leitura parcial foi realizada considerando-
se a CIM2. Estudos demonstram que este firmaco apresenta atividade in vifro contra
espécies de Candida e Aspergillus spp., com CIMs e CEMs de 1 pg/mL, respectivamente
(McCORMACK & PERRY, 2005) e possui pouca atividade contra Cryptococcus
neoformans, Trichosporon spp.(BARTIZAL et al., 1997; ESPINEL-INGROFF, 1998),
zigomicetos (DEL POETA ef al., 1997; PFALLER et al., 1998; SINGH et al., 2005) e
Fusarium spp. (DEL POETA et al., 1997; PFALLER et al., 1998; ARIKAN et al., 2001)
geralmente com CIMs acima de 16 pg/mL.

A repetibilidade dos resultados do ensaio in vitro com acetato de caspofungina
observada neste experimento, demonstrou que a técnica de macrodiluicdo padronizada
pela Norma M38-A do CLSI foi segura e confidvel, sugerindo-se desta forma, que a
mesma deve ser adotada como metodologia padrdo para a realizagdo de testes de

suscetibilidade de Pythium insidiosum a outros farmacos antifiingicos.
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Diversas tentativas de reproducdo experimental da pitiose em espécies
naturalmente suscetiveis foram feitas. Porém, em nenhuma delas obteve-se sucesso
(MENDOZA & NEWTON, 2005). Entretanto, ¢ possivel reproduzir-se a doenga por meio
da inocula¢do subcutdnea de zoosporos de Pythium insidiosum em coelhos, os quais
desenvolvem nodulos que evoluem para fibrogranulomas eosinofilicos (MILLER &
CAMPBELL, 1983a). Desta forma, esta espécie tem sido utilizada como modelo
experimental em estudos soroldgicos e de eficacia da imunoterapia na pitiose (MILLER
& CAMPBELL, 1983a; LEAL et al., 2002; SANTURIO et al., 2003; LEAL et al., 2005;
MENDOZA & NEWTON, 2005). A inoculagdo experimental de 15 coelhos com 20.000
zob6sporos/mL por via subcutanea, produziu o desenvolvimento de ndédulos subcutaneos,
firmes, circunscritos e aderidos a pele, com tamanhos que variaram de 4 to 31.3 cmz, 25
dias apos a inoculagdo (Capitulo 3; Artigo 3). Tanto a reproducdo experimental da
doenga, como a histologia das lesdes caracterizada pela presenga de areas de necrose com
hifas de Pythium insidiosum rodeadas por reagdes de Splendore-Hoeppli e intensa
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso com presenga de eosindfilos, plasmocitos,
linfocitos, macrofagos e células gigantes foram similares as previamente descritas por
Miller & Campbell (1983a) e Santurio et al. (2003). Um achado interessante observado
neste estudo foi a ocorréncia de reacdes de Splendore-Hoeplli, ndo relatadas por esses
autores. Estas reacdes sdo freqiientemente observadas na histopatologia das lesdes de
pitiose em eqiiinos (MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELES et al., 1993), caninos
(FISCHER et al., 1994), bovinos (MILLER et al., 1985; PEREZ et al., 2005), ovinos
(TABOSA et al., 2004, SANTURIO et al., 2007), humanos (IMWIDTHAYA, 1994) e,
provavelmente, asseguram a proliferagcdo e sobrevivéncia de Pythium insidiosum nos
tecidos do hospedeiro (MENDOZA et al., 1992b; MENDOZA et al., 2003).

O delineamento experimental in vivo para o tratamento dos coelhos com acetato
de caspofungina foi baseado em estudos com animais que demonstraram a eficacia do
farmaco no tratamento de candidiase e aspergilose disseminada (ABRUZZO et al., 1997,
PETRAITIENE et al, 2002), histoplasmose (GRAYBILL et al, 1998) e
coccidiodomicose (GONZALEZ et al., 2001). Embora o acetato de caspofungina deva ser
administrado por via endovenosa, optou-se pela via intraperitoneal por questdes praticas,
porém fundamentadas em estudos in vivo que utilizaram esta via de administracdo
(ABRUZZO et al., 1997; GRAYBILL et al., 1998; GONZALEZ et al., 2001; VIANEN et
al., 2006). A administragdo de acetato de caspofungina por via intraperitoneal nao

contribuiu para a baixa eficacia do antiflingico na pitiose, uma vez que este farmaco
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somente apresenta problemas de baixa disponibilidade quando administrado por via oral
(LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; MASCHMEYER & GLASMACHER, 2005;
McCORMACK & PERRY, 2005). Estudos de farmacocinética em coelhos demonstram
que o acetato de caspofungina na dosagem utilizada (1mg/kg/dia) atinge concentragdes
plasmaticas que excedem as CIMs reportadas para fungos oportunistas, ou seja, 1ug/mL
(GROLL et al., 2001), assim, problemas de eficacia devido a dosagem inadequada foram
descartados. Entretanto, variacdes na eficacia do farmaco in vivo, de acordo com a
dosagem utilizada, foram constatadas por Gonzilez et al. (2001) em camundongos
infectados com Coccidioidis immitis e por Vianen et al. (2006) em ratos neutropénicos
com aspergilose pulmonar invasiva. Estes ultimos autores observaram que o aumento na
dosagem do acetato de caspofungina para 2, 3, ou 4 mg/kg/dia resultou em melhora da
atividade terapéutica, com 100% de sobrevivéncia dos ratos quando utilizada a dosagem
de 4 mg/kg/dia. Contrariando os resultados destes autores, Abruzzo et al. (1997),
constataram a ineficacia do acetato de caspofungina em isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans com CIMs entre 16-32 pg/mL, mesmo quando utilizaram doses acima de 20
mg/kg/dia. Desta forma, estudos futuros utilizando doses maiores do que Img/kg/dia do
farmaco para o tratamento de pitiose experimental poderdo evidenciar melhores
resultados.

Salienta-se que, neste experimento, o protocolo de dosagem e o tempo de tratamento
foram restritos, uma vez que uma das limita¢des encontradas no ensaio in vivo foi o elevado
custo do acetato de caspofungina.

O fato do isolado utilizado para a inoculagdo dos animais apresentar CIM de 64
pg/mL pode ter afetado a eficdcia do acetato de caspofungina no modelo animal.
Variagdes nas respostas in vivo em decorréncia da CIM foram observadas por Kohler et
al. (2000) ao utilizar acetato de caspofungina para o tratamento de histoplasmose. Os
autores constataram que o farmaco foi ineficaz, mesmo utilizando doses de 4 e 8
mg/kg/dia, e atribuiram essa resisténcia ao fato da amostra de Histoplasma capsulatum
utilizada no experimento apresentar CIM de 8 mg/L. Em outro estudo, Graybill et al.
(1998), utilizando um isolado de Histoplasma capsulatum com CIM de 0,25 mg/L,
demonstraram significativo efeito na sobrevivéncia e carga fingica nos tecidos com doses
de acetato de caspofungina > 0,05 mg/kg/dia. Esses dados sugerem a existéncia de
variabilidade na eficacia in vivo do acetato de caspofungina em funcdo da CIM do
isolado. Portanto, novos estudos deverdo ser realizados utilizando amostras de Pythium

insidiosum com menores CIMs para comprovar essa provavel variabilidade.
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Ao avaliar-se a eficacia do acetato de caspofungina no modelo in vivo, constatou-
se que as lesdes dos coelhos tratados apresentaram reducao da sua evolug¢ao durante o
tratamento. Porém, quando a administracdo do fadrmaco foi suspensa, as mesmas
retornaram a progredir, mas permaneceram menores (P< 0.05) do que as lesdes dos
coelhos controle. A auséncia de atividade fungicida sobre Pythium insidiosum observada
no ensaio in vivo associada as altas CIMs do estudo in vitro indicam que este oomiceto €
pouco suscetivel ao acetato de caspofungina e sugerem a existéncia de correlacdo entre as
CIMs e a resposta terapéutica. Entretanto, quando a eficdcia deste farmaco foi comparada
a imunoterapia, demonstrou-se que o antifiungico foi mais efetivo na contencao das lesdes
do que o imunoterdpico, o que foi evidenciado pelo lento crescimento das lesdes, mesmo
apds 12 semanas do término do tratamento; pela quantificagdo de hifas na coloragdo de
Grocott e por ndo terem diferido significativamente do grupo tratado com o
imunoterapico Pitium Vac®. Todavia, nio se detectou cura pelo uso de acetato de
caspofungina, o que ja foi relatado com a utilizacdo de Pitium Vac® em coelhos com
pitiose experimental (SANTURIO et al., 2003).

Os dados deste experimento somam-se a de outros estudos (MCMULLAN et al.,
1977, ENGLISH & FROST, 1984; DYKSTRA et al, 1999; JAEGER et al, 2002;
GROOTERS, 2003; BOSCO et al., 2005; RIVIERRE et al.,, 2005; PUPAIBOOL et al.,
2006) que relatam a dificuldade de tratamento da pitiose com farmacos antifingicos. Desta
forma, ressalta-se que a falta de opgdes terapéuticas encoraja o uso € incrementa as
pesquisas com imunoterapia para tratamento da pitiose em animais ¢ humanos.

Cinco coelhos com pitiose experimental foram tratados com o imunoterapico
Pitium Vac®, desenvolvido por Santurio et al. (2003). O método de preparagdo do
imunoterapico utilizado por estes autores difere daqueles de Miller (1981) e Mendoza et
al. (2003), pois utiliza o processo de macerac¢ao de hifas de Pythium insidiosum, seguido
da extragdo dos antigenos através de éter sulfurico e secagem por liofilizagdo, o que
aumentou a sua eficdcia, comprovada em eqiiinos naturalmente infectados por Pythium
insidiosum no Brasil (MONTEIRO, 1999) e em coelhos com pitiose experimental
(SANTURIO et al., 2003).

No presente estudo, ndo foi observado cura clinica dos coelhos apos oito doses
de imunoterapico. Entretanto, foi evidenciado que as areas de lesdes subcutaneas
apresentaram menor crescimento quando comparadas aquelas do grupo controle (P<
0.05). Estes resultados diferem de Santurio et al. (2003), que relataram a cura de dois

animais e a reducao das areas de lesdes em 71,8% utilizando o mesmo numero de doses
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e a mesma formulagdo de imunoterapico. Estes autores também observaram que as
areas de lesdes dos animais tratados evidenciaram reducdo apds a 10* semana de
tratamento (5" dose de imunoterapico). Contrariamente, neste experimento, as areas de
lesdes dos animais tratados com Pitium Vac® regrediam até a 10* semana de tratamento,
retornando a crescer até¢ o final do periodo experimental. Somado a esses achados, a
constante presenca de reagdes de Splendore-Hoeppli nas lesdes dos animais inoculados,
sugerem que estas diferengas podem ter ocorrido, em razdo da utilizagdo de um isolado
diferente daquele de Santurio et al. (2003).

Atribui-se que essa resposta possa estar relacionada a variagdes genéticas do
isolado utilizado. Embora Mendoza et al. (1987) e Mendoza et al. (1992a) nao tenham
demonstrado diferencas entre isolados de Pythium insidiosum oriundos de diferentes
origens geograficas, variagdes genéticas foram descritas por Schurcho ef al. (2003a) e
Schurcho et al. (2003b) ao avaliarem isolados de Pythium insidiosum provenientes das
Américas, Asia e Austrilia. Mesmo que esses autores ndo tenham encontrado
variabilidade genética entre isolados de uma mesma regido geografica, cabe salientar,
que o isolado de Pythium insidiosum utilizado por Santurio et al. (2003) foi proveniente
de um caso clinico de um eqiiino no Estado do Rio Grande do Sul, enquanto que o
isolado utilizado neste estudo foi oriundo de um eqiiino com pitiose no Pantanal Mato-
grossense. McMeekin & Mendoza (2000) ao verificarem o efeito de estreptomicina
sobre o crescimento in vitro de diferentes isolados clinicos de Pythium insidiosum,
observaram que alguns isolados eram estimulados enquanto outros eram inibidos,
retratando possiveis variagdes genéticas e/ou fisiologicas do microrganismo. Portanto,
estudos moleculares para comprovar a provavel variabilidade genética deste isolado
tornam-se necessarios.

A variabilidade na imunogenicidade também pode ser acusada como provavel
causa dos resultados obtidos, uma vez que diferencas antigénicas entre isolados de
Pythium insidiosum foram sugeridas por Leal et al. (2001a) ao observarem a ocorréncia
de casos atipicos de pitiose eqiiina no Brasil. Similarmente, Krajaejun et al. (2006b),
baseados no perfil sorologico de diferentes espécies com pitiose, afirmam que a resposta
imune aos antigenos de Pythium insidiosum pode variar de hospedeiro para hospedeiro,
assim como entre os isolados do patdgeno. Diferentes antigenos imunodominantes tém
sido identificados por Western Blot em estudos de avaliacdo do perfil protéico de soro
de eqiiinos com pitiose por Mendoza et al. (1992a) e Leal et al. (2005), em bovinos por

Pérez et al. (2005) e Leal et al. (2005), em coelhos por Leal et al. (2005) e em humanos
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por Vanittanakom et al. (2004) e Krajaejun et al. (2006b). Sendo assim, o perfil
protéico desse isolado devera ser esclarecido.

Alternativamente, esses resultados também podem estar associados ao status
imunoldgico dos animais vacinados, uma vez que a eficacia do imunoterapico usado
tem sido previamente comprovada por Monteiro (1999) e Santurio et al (2003).
Observacdes similares foram feitas por Miller (1981) e Mendoza et al. (1992b) ao
avaliar a eficicia de seus imunoterdpicos na cura da pitiose cronica em eqiiinos. Esses
autores atribuiram que a falha do imunoterdpico nesses casos estava relacionada ao
status imunologico dos animais, os quais foram considerados anérgicos. Além disso,
Schurko et al. (2003a) sugerem que a auséncia de resposta de alguns hospedeiros ao
imunoterdpico pode ndo depender, apenas, da resposta imunoldgica, mas também das
caracteristicas do isolado que esta causando a doenca.

Thitithanyanont ef al. (1998), Mendoza et al. (2003) e Wanachiwanawin et al.
(2004), afirmam que o mecanismo de cura obtido pelo imunoterapico envolve a
mudan¢a de uma resposta de linfocitos Th2 para uma resposta mediada por linfocitos
Thl evidenciada, principalmente, pela alteracdo dos padrdes de interleucinas e lesdes
histopatologicas. Essa hipdtese ¢ fundamentada nos encontros de Miller (1981), Hensel
et al. (2003) e Mendoza et al. (2003) que observaram que apds imunoterapia a resposta
eosinofilica desaparecia, sendo substituida por reacdo inflamatoéria mononuclear que
desencadeia a destrui¢do das hifas de Pythium insidiosum. A avaliagdo histologica das
lesdes subcutaneas dos coelhos controle e submetidos ao tratamento com Pitium Vac® e
acetato de caspofungina, ndo apresentaram diferengas nos padrdes histopatologicos. Por
outro lado, a menor quantidade de hifas observada nas dareas necroticas dos coelhos
tratados com Pitium Vac® sugerem que o imunoterapico foi capaz de estimular uma
resposta imunoldgica que resultou na destrui¢do de hifas de Pythium insidiosum.
Similarmente, a menor quantidade de hifas também observadas nos coelhos tratados
com acetato de caspofungina indica que este fairmaco foi capaz de conter a infec¢ao,
porém nao foi capaz de induzir a cura, comprovando a auséncia de atividade fungicida
sobre este microrganismo. Salienta-se que, embora, os coelhos tratados ndo tenham
apresentado cura clinica, ambos os tratamentos foram eficazes em conter a progressao
das lesdes, uma vez que diferiram estatisticamente dos animais controle (P< 0.05). No
entanto, mesmo que ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre os tratamentos
avaliados, a imunoterapia continua sendo a melhor alternativa para o tratamento da

pitiose em fung¢do de seu custo e possibilidade de cura, ainda que requeira maior tempo
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de tratamento. A auséncia de efeito fungicida do acetato de caspofungina sobre Pythium
insidiosum, aliada ao seu elevado preco e auséncia de cura, torna impraticavel sua
utilizagdo no tratamento de pitiose em animais, especialmente na pitiose eqiiina, espécie
em que a enfermidade ¢ mais freqlientemente observada.

Os resultados obtidos com este experimento enfatizam a importincia do
desenvolvimento, ndo somente de ensaios in vitro, mas também de ensaios in vivo em
coelhos com pitiose experimental, nos estudos de suscetibilidade de Pythium insidiosum
aos farmacos antifingicos. Ao mesmo tempo em que veio corroborar com a
problematica da terapia da pitiose, evidencia a necessidade da continuidade das

pesquisas na busca de alternativas terapéuticas.
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4 CONCLUSOES

1. A Norma M38-A: Método de Referéncia para Testes de Diluig¢do em Caldo para a
Determinagdo da Sensibilidade a Terapia Antifingica de Fungos Filamentosos: Norma
aprovada do NCCLS, deve ser adotada como metodologia padrdo para a realizacao de
testes de suscetibilidade de Pythium insidiosum aos farmacos antifingicos;

2. As altas CIMs e a auséncia de atividade fungicida do acetato de caspofungina sobre
Pythium insidiosum indicam que este oomiceto € pouco suscetivel a esse inibidor de -
glucanas da parede celular;

3. Os resultados obtidos in vitro e in vivo sugerem a existéncia de correlagdo entre as CIMs
e a resposta terapéutica;

4. A imunoterapia continua sendo a melhor alternativa para o tratamento da pitiose.
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