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RESUMO

Pythium insidiosum, um micro-organismo do Reino Stramenopila, € o agente
etiologico da pitiose em mamiferos, uma doenca dificil de tratar. O presente
estudo investigou a atividade inibitéria in vitro da terbinafina, itraconazol,
caspofungina, fluvastatina e ibuprofeno contra 15 isolados brasileiros de P.
insidiosum em combinacfes duplas e triplas e determinou as correlacdes in
vivo usando coelhos com pitiose experimental. Além disso, este estudo
objetivou relatar o crescimento paradoxal de isolados de P. insidiosum quando
submetidos a testes de suscetibilidade in vitro com caspofungina. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo protocolo M 38-A2
do Clinical and Laboratory Standards Institute, e as interagdes in vitro foram
avaliadas usando um método de microdiluicdo checkerboard. Para o estudo in
vivo, 20 coelhos inoculados com zodsporos de P. insidiosum foram divididos
em quatro grupos: o grupo 1 foi tratado com terbinafina e itraconazol; o grupo 2
foi tratado com terbinafina, itraconazol e fluvastatina; o grupo 3 foi tratado com
terbinafina e caspofungina; e o grupo 4 foi o grupo controle. As combinagdes
de terbinafina com caspofungina ou ibuprofeno foram sinérgicas para 47% dos
isolados, e antagonismo nao foi observado em nenhuma das combinacdes
duplas. As combinacbes triplas foram principalmente indiferentes, mas
sinergismo e antagonismo também foram observados. O crescimento
paradoxal foi observado em 50% dos isolados testados a concentracdes acima
da CIM variando de 16 a 128 mg/ml. No estudo in vivo, 0 aspecto histolégico
das lesdes foi similar entre 0s grupos, mas O grupo 2 mostrou a menor
quantidade de hifas e diferiu significativamente dos outros grupos. Os melhores
resultados in vivo foram observados quando utilizada a combinacao tripla de
terbinafina, itraconazol e fluvastatina (grupo 2). O presente estudo foi o primeiro
estudo de suscetibilidade in vitro e in vivo com P. insidiosum usando
combinacdes de trés farmacos, e o fendbmeno do efeito paradoxal envolvendo
oomicetos foi descrito aqui pela primeira vez.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, terbinafina, itraconazol,
caspofungina, ibuprofeno, fluvastatina, testes de suscetibilidade, efeito
paradoxal, coelhos.



ABSTRACT

Pythium insidiosum, a fungus-like microorganism of the Stramenopila kingdom,
Is the etiological agent of pythiosis in mammals, a difficult disease to treat. The
present study investigated the in vitro inhibitory activity of terbinafine,
itraconazole, caspofungin, fluvastatin and ibuprofen against 15 isolates of
Brazilian P. insidiosum in double and triple combinations and determined in vivo
correlations using rabbits with experimental pythiosis. Furthermore, this study
aimed to report the paradoxical growth of P. insidiosum strains when submitted
to in vitro susceptibility tests with caspofungin. The minimal inhibitory
concentration (MIC) was determined by the Clinical and Laboratory Standards
Institute M 38-A2 protocol, and the in vitro interactions were evaluated using a
checkerboard microdilution method. For the in vivo study, 20 rabbits inoculated
with P. insidiosum zoospores were divided into four groups: group 1 was treated
with terbinafine and itraconazole; group 2 was treated with terbinafine,
itraconazole and fluvastatin; group 3 was treated with terbinafine and
caspofungin; and group 4 was the control group. Combinations of terbinafine
with caspofungin or ibuprofen were synergistic for 47% of the isolates, and
antagonism was not observed in any of the double combinations. The triple
combinations were mostly indifferent, but synergism and antagonism were also
observed. The paradoxical growth was observed in 50% of the isolates tested at
concentrations above the minimal inhibitory concentration (MIC) ranging from
16 to 128 mg/ml. In the in vivo study, the histological aspect of the lesions was
similar among the groups, but group 2 showed the lowest amount of hyphae
and differed significantly from the other groups. The best in vivo results were
observed using the triple combination of terbinafine, itraconazole and fluvastatin
(group 2). The present study was the first study of in vitro and in vivo
susceptibility of P. insidiosum using combinations of three drugs, and the
phenomenon of paradoxical effect involving oomycetes was described here for
the first time.

Keywords: Pythium insidiosum, terbinafine, itraconazole, caspofungin,
ibuprofen, fluvastatin, susceptibilities tests, paradoxical effect, rabbits.
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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum, classe Oomycete, € 0 agente etioldgico da pitiose (DE
COCK et al.,, 1987), uma doenca caracterizada por lesdes granulomatosas
eosinofilicas, no qual em poucos casos obteve-se cura atraves de terapia com
antifungicos.

Destaca-se a pitiose entre as doencgas emergentes que acomete o0 homem
e o0s animais (SANTURIO et al., 2006). A espécie equina é vitima frequente e o
Brasil, o pais com o maior numero de casos, sobretudo em planicies alagadicas
como o Pantanal mato-grossense (LEAL et al., 2001a). As frequentes falhas
terapéuticas e morbidade da doenca determinam o sacrificio destes animais,
resultando em prejuizos econdmicos. Para o tratamento dos animais a
imunoterapia tem sido encorajadora (MENDOZA et al., 2003; SANTURIO et al.,
2003b), mas o grande desconhecimento deste oomiceto e de sua suscetibilidade a
antifungicos colocam a pitiose humana no grupo das micoses desconhecidas e de
evolucéo fatal.

A pitiose é uma doenca cronica, observada mais frequentemente em equinos
e caninos. Casos esporadicos também tem sido relatados em bovinos, felinos
(MENDONZA & NEWTON, 2005), ovinos (TABOSA et al, 2004; SANTURIO et al.,
2008) e espécies ndo domésticas como jaguar (CAMUS et al., 2004), urso
(GROOTERS, 2003) e camelo (WELLEHAN et al., 2004). No homem, é uma
enfermidade de prognéstico desfavoravel, sendo comum no sudeste da Asia

(IMWIDTHAYA, 1994 a,b).
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No Brasil, a pitiose foi descrita em equinos, bovinos, ovinos e caninos, porém
a maioria dos casos relatados corresponde a lesdes cutidneas em equinos. A
primeira descricdo de pitiose equina ocorreu no Rio Grande do Sul (SANTOS &
LONDERO, 1974). Desde entdo, varios relatos da doenca em diferentes estados do
Brasil comprovam a existéncia da pitiose equina em todo o pais (SANTOS et al.,
1987; MEIRELES et al., 1993; TURY & COROA, 1997; MONTEIRO, 1999; TABOSA
et al.,, 1999; RODRIGUES & LUVIZOTTO, 2000; SANAVRIA et al., 2000; LEAL et
al., 2001a; SALLIS et al, 2003; REIS et al., 2003; HEADLEY & ARRUDA, 2004).

A doenca € progressiva, levando o animal ao emagrecimento e a morte em
100% dos casos se ndo tratados. De acordo com MILLER (1981), o carater
progressivo da enfermidade sugere uma resposta imunoldgica inadequada ou um
bloqueio da mesma, pois mesmo as hifas sendo antigénicas, nao sao
completamente reconhecidas pelo hospedeiro, devido a marcante reacao
inflamatoria. Uma vez dentro do hospedeiro, P. insidiosum induz a uma reacdo
granulomatosa eosinofilica com células gigantes, mastocitos, macrofagos e poucos
linfécitos. Os eosindfilos na tentativa de fagocitar o micro-organismo séo
degranulados sobre a hifa. Em equinos, esta reagcédo € extremamente pronunciada,
0 que leva a formacdo de massas firmes semelhantes a corais, conhecidas como
kunkers, compostas por eosindfilos degranulados intercalados por hifas viaveis de
P. insidiosum (MENDONZA et al., 1996). Acredita-se que essas estruturas ajudem
na protecdo do fungo frente as células de defesa do hospedeiro, pois 0 agente fica
preservado dentro do material eosinofilico. Sendo assim, esta estratégia pode

proteger o patdogeno do reconhecimento pelo sistema imunol6gico, assegurando
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sua presenca nos tecidos infectados (MILLER, 1981; MENDONZA et al., 1992a;
MENDONZA et al., 2003).

O tratamento da pitiose em animais e humanos é dificultado pelas
peculiaridades do agente etiologico, notadamente a auséncia de ergosterol na
membrana plasméatica, componente alvo de acdo da maioria dos farmacos
antifungicos. Por isso, os farmacos antifungicos sdo ineficientes e a maioria dos
animais atingidos néo sobrevive em decorréncia da infeccdo (FOIL, 1996;
GROOTERS, 2003). Mesmo assim, varias tentativas de tratamento foram realizadas
utilizando farmacos antifingicos isoladamente como anfotericina B, cetoconazol,
miconazol, fluconazol, itraconazol e compostos iodinicos com resultados
desanimadores. Entretanto, algumas tentativas de terapia com farmacos que atuam
na sintese do ergosterol tem demonstrado cura clinica em poucos cdes e em um
paciente humano com pitiose (SHENEP et al., 1998; GROOTERS, 2003).

Miller (1981) utilizou um imunoterapico produzido a partir de hifas inativadas
e sonicadas de P. insidiosum e obteve cura em 53% dos animais tratados,
observando um aumento deste indice quando a imunoterapia foi precedida por
cirurgia. Em contrapartida aos resultados obtidos em equinos, a imunoterapia em
caes e gatos tem sido desapontadora. Somente 33% dos caninos e nenhum dos
gatos tratados responderam ao tratamento (MENDONZA & NEWTON, 2005).

Embora os indices de cura obtidos com a utilizacdo do imunoterapico sejam
bons e apresente baixo custo, existem muitos casos nao responsivos a
imunoterapia. Associado a este fato, a maioria dos farmacos antifungicos
disponiveis atuam inibindo a sintese do ergosterol, ausente ha membrana do P.

insidiosum, o que restringe o numero de farmacos que podem ser utilizadas para o
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tratamento da enfermidade. Nestas situacdes, ha necessidade de uma alternativa
terapéutica eficaz. Tendo em vista a quantidade de agentes antifingicos disponiveis
e os diversos efeitos colaterais e toxidez provocados pelos mesmos, uma opgéo é a
terapéutica combinada, utilizando associagcbes duplas ou triplas entre
medicamentos antiftingicos e n&o antifingicos (GALGOCZY et al., 2011).

A terapia combinada constitui-se numa alternativa a terapia individual,
especialmente para pacientes com infeccdes invasivas dificeis de tratar. As
associacdes de antifungicos de diferentes classes é um caminho a ser percorrido
pela pesquisa; na pitiose humana, ha relatos de sucesso pela combinagéo
terbinafina e itraconazol (SHENEP et al., 1998). As demais associagles,
envolvendo farmacos mais modernos estdo aguardando estudos que demonstrem
seus potenciais.

A terbinafina pertence ao grupo das alilaminas e atua especificamente em um
estagio precursor de biossintese do ergosterol, inibindo a enzima esqualeno-
epoxidase (GOSBELL et al., 2003). O itraconazol e outros azolicos atuam reduzindo
a sintese de ergosterol através da inibicdo do citocromo P450 (GOSBELL et al.,
2003). Ambas as enzimas estdo envolvidas na rota de biossintese do ergosterol na
membrana celular fungica, portanto, a combinacéo de terbinafina e azolicos poderia
proporcionar sinergismo pelo bloqueio sequencial desta rota (KOWALSKY &
DIXON, 1991, MELETIADIS et al., 2003).

A caspofungina € um antifungico derivado das equinocandinas, cujo
mecanismo de acao baseia-se na inibicdo ndao competitiva da enzima 8 (1,3) -D-
glucana sintetase. Desta forma, impede a sintese de B-glucanas da parede celular,

componente essencial para integridade estrutural e estabilidade osmotica das
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células fungicas. A associacdo de outros farmacos provavelmente potencialize a
acao da caspofungina no tratamento da pitiose, uma vez que este oomiceto
apresenta grande quantidade de B glucana na sua parede celular (GROOTERS,
2003).

Ibuprofeno € um anti-inflamatoério ndo esteroidal que tem mostrado atividade
antifingica contra Candida albicans e efeito sinérgico sobre isolados de
P.insidiosum quando combinados com antifungicos (CAVALHEIRO et al., 2009b).
A fluvastatina, uma estatina sintética, € um farmaco redutor de colesterol que age
inibindo uma enzima limitante na via de biossintese de colesterol (CHIN et al.,
1997). Estudos tem mostrado sinergismo entre estatinas e azois contra Candida
spp., Cryptococcus neoformans e zigomicetos (QIAO et al., 2007).

Na busca por novas opcOes terapéuticas para pitiose, este estudo teve
como objetivos:

- Avaliar a suscetibilidade in vitro do P. insidiosum aos antifingicos
terbinafina, itraconazol e caspofungina; ao anti-inflamatério ibuprofeno; e ao
hipocolesterolemiante fluvastatina;

- Avaliar a suscetibilidade in vitro do P. insidiosum frente as associacdes
duplas e triplas destes farmacos;

- Determinar a correlagdo in vivo dessas associagdes utilizando coelhos

com pitiose experimental.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A pitiose € uma enfermidade cronica, piogranulomatosa que atinge
principalmente equinos, caninos, bovinos e o homem. Ocorre em areas tropicais,
subtropicais ou temperadas (MEIRELES et al., 1993; MENDOZA et al., 1996),
sendo causada pelo oomiceto aquatico Pythium insidiosum (DE COCK et al., 1987),
atualmente classificado no Reino Stramenopila, Classe Oomycetes, Ordem
Pythiales, Familia Pythiaceae, Género Pythium (MENDONZA & NEWTON, 2005).

A espécie equina é a mais atingida por este agente, principalmente nas
formas cutanea e subcutanea (MENDOZA et al., 1996). A enfermidade nestes
animais caracteriza-se pela formacdo de granulomas eosinofilicos, com presenca
de massas necroticas chamadas de kunkers (MENDOZA & ALFARO, 1986;
MEIRELES et al., 1993). A segunda espécie mais atingida € a canina e as infec¢oes
manifestam-se pela formacdo de piogranulomas gastrointestinais e cutaneos
(MILLER et al., 1983; FOIL et al., 1984; SMITH et al., 1989; HOWERTH et al., 1989;
FISCHER et al., 1994; GROOTERS, 2003). Também tem sido descrita como causa
incomum de lesdes cutaneas e subcutaneas em gatos (BISSONNETE et al., 1991,
GROOTERS, 2003; RAKICH et al., 2005), bovinos (MILLER et al., 1985;
SANTURIO et al., 1998; PEREZ et al., 2005) e ovinos (TABOSA et al., 2004;
SANTURIO et al., 2008). Em humanos, a doenca é comum no sudeste da Asia,
principalmente na Tailandia, apresentando-se nas formas subcutanea, oftalmica e
sistémica, sendo que as formas cutaneas e sistémicas estdo associadas a a e [3-

talassemia, comuns nessa regido (IMWIDTHAYA, 1994a,b). Nas espécies nao
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domeésticas, P. insidiosum foi reconhecido como causa de doenca pulmonar
primaria num jaguar (Pantera onca) da Ameérica Central (CAMUS et al., 2004),
causando lesBes cutdneas e gastrintestinais em um urso de zooldgico
(GROOTERS, 2003) e lesdo mandibular subcutanea em um camelo (WELLEHAN et
al., 2004). Pesavento et al. (2008) publicou o primeiro relato deste oomiceto como
causador de pitiose cutanea em passaros.

Estudos taxondémicos, baseados em andlises de sequenciamento de gene
do RNA ribossomal de P. insidiosum, confirmaram que os membros da classe
Oomycetes sao filogeneticamente distantes dos membros do Reino Fungi (KWON-
CHUNG, 1994). A distancia taxondmica entre os oomicetos e os fungos esta
retratada ao nivel celular através de diferencas na parede e composicdo da
membrana. A quitina, um componente essencial da parede celular fungica, esta
geralmente ausente na parede celular dos oomicetos, no qual aparecem como
componentes predominantes, celulose e B-glucana (GROOTERS, 2003). Também
os oomicetos diferem dos fungos quanto ao papel do ergosterol na membrana
celular, ou seja, ndo sendo o principal esteroide. No entanto, espécies dos
géneros Pythium, Lagenidium, e Phytophthora incorporam esterdides do ambiente
(esterdides auxotroficos), ao contrario do que ocorre com os fungos. De acordo
com Grooters (2003), os esterdides sdo importantes para producéo de estruturas
reprodutivas in vitro, ndo sendo necessarios para o crescimento vegetativo.

O género Pythium caracteriza-se principalmente por apresentar parede
celular composta de B-glucanas, celulose e hidroxipolina; talo dipléide; mitocéndria

com crista tubular; reproducéo assexuada com produc¢do de zodsporos biflagelados;
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reproducdo sexuada oogamica (MOORE-LANDECKER, 1996; ALEXOPOULOS et
al., 1996). Esse género possui mais de 120 espeécies distribuidas no mundo inteiro,
sendo a maioria habitante do solo e patdgenos de plantas, mas apenas a espécie P.
insidiosum é conhecida como patdgeno de mamiferos (LEAL et al., 2001b).

A pitiose ocorre em regides de clima tropical, subtropical e temperado, tendo
sido relatada na Argentina, Australia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Estados Unidos,
Haiti, india, Indonésia, Japdo, Nova Zelandia, Papua-Nova Guiné, Tailandia
(CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996; MENDOZA et al.,, 1996; MENDONZA &
NEWTON 2005), Venezuela (PEREZ et al, 2005) e Africa (RIVIERRE et al., 2005).
Nao h& predisposicdo por sexo, idade ou raca e a fonte de infeccdo sdo os
zoosporos ambientais, ndo havendo relatos de transmissédo direta entre os animais
ou entre animais e o homem (MENDOZA et al., 1996). Comumente, observa-se que
0s animais afetados permanecem por longos periodos em contato com aguas
paradas em lagos, acudes ou locais pantanosos. Provavelmente, altas temperaturas
e precipitacdo pluviométrica mantém as condi¢cdes necessarias para reproducao do

P. insidiosum (CHAFIN et al., 1995).

Segundo Miller & Campbell (1982a), para haver a producdo de zoOsporos
sd0 necessarias temperaturas entre 30° e 40°C e o acumulo de agua. Estas
condi¢cbes parecem essenciais, uma vez que a grande maioria dos casos de pitiose
foi observada durante ou apds a estacédo chuvosa. Essas caracteristicas podem ser
observadas no Pantanal Matogrossense, onde a maioria dos casos de pitiose
equina foi registrada entre os meses de fevereiro e maio (verdo-outono), periodo

gue corresponde ao apice das cheias (LEAL et al., 2001a), e na Paraiba onde a



18

maioria dos casos relatados foi registrada sete a dez meses apds o inicio das

chuvas na regido (TABOSA et al., 1999).

Miller (1983) prop6s um ciclo que se baseia na colonizagdo de plantas
aguaticas e posterior formacdo de zoosporangios. Os zodsporos livres na agua
movimentam-se até encontrar outra planta (ou animal), onde se encistam e emitem

tubos germinativos, dando origem a um novo micélio e completando seu ciclo.

Andlises in vitro demonstraram que a quimiotaxia dos zo0sporos por pelos,
tecido animal e vegetal € atribuida a substancias presentes nessas estruturas. Uma
substancia amorfa € liberada pelo zodésporo apds o seu encistamento, sendo
provavelmente produzida em resposta ao fator quimiotaxico do hospedeiro.
Segundo os autores, essa substancia, que pode ser uma glicoproteina, age como
um adesivo para ligar o zodsporo a superficie do hospedeiro, permitindo a formacéo
de tubo germinativo, constituindo-se num importante fator de viruléncia do patégeno
(MENDOZA et al.,, 1993). Essas observacfes sustentaram a teoria de infeccéo,
sugerindo que os cavalos em contato com aguas contaminadas poderiam atrair 0s
zoGsporos, 0s quais germinariam a partir de uma pequena lesdo cutanea (MILLER,
1983; MENDOZA et al., 1993). Os estudos de Ravishankar et al. (2001)
demonstraram que os apices das hifas de P. insidiosum exerceram for¢as de 6,9uN
guando testado contra diferentes superficies, incluindo pele humana e animal.
Porém, observaram que esta forca ndo foi suficiente para penetrar a pele intacta,
mostrando, portanto, que este patdgeno requer lesdes prévias na pele para infectar

os tecidos do hospedeiro. Os autores demonstraram também, que este micro-

organismo pode reduzir a resisténcia tecidual através da secrecdo de proteases.
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Resultados similares foram encontrados por MacDonald et al. (2002). Entretanto,
Santurio et al. (1998) sugeriram a possibilidade de penetragdo dos zoosporos
através dos foliculos pilosos, baseados na deteccdo de hifas no interior do foliculo
de bovinos infectados naturalmente e no fato do quimiotaxismo ser mais ativo na
regido do pelo encontrada dentro do foliculo piloso. Essa observacdo pode
guestionar a necessidade de lesdo na pele para que ocorra a germinagdo dos
zoosporos. Por outro lado, em relatos acompanhados no Brasil, foi possivel detectar
diferencas na suscetibilidade de equinos a infeccdo. Comparando-se com os dados
de pitiose humana, no qual a maior parte dos casos ocorre em individuos
talassémicos, pode-se suspeitar da presenca de alguma(s) caracteristica(s) que
torne alguns animais mais suscetiveis (SANTURIO et al.,, 2003a). Segundo Foil
(1996), P. insidiosum é considerado um micro-organismo patogénico, uma vez que

a supressao imunoldgica ndo é um prérequisito aparente para a infeccao.

No Brasil, a pitiose foi descrita em equinos, bovinos, ovinos e caninos, porém
a maioria dos casos relatados corresponde a lesdes cutdneas em equinos. O
primeiro relato ocorreu no Rio Grande do Sul por Santos & Londero (1974). Desde
entdo, ha varias descricbes da doenca em diferentes Estados do Brasil. O Pantanal
brasileiro é provavelmente o local de maior incidéncia e prevaléncia de pitiose
equina do mundo (Mendoza et al., 1996). O Pantanal € uma planicie inundavel de
aproximadamente 140.000 km? e possui em torno de 139.760 equinos (Silva et al.,
1995). Embora ndo exista um levantamento preciso da incidéncia no Brasil, a pitiose
representa um problema a equinocultura, especialmente em regides alagadicas

como o Pantanal (Leal et al, 2001b).



20

Nao foi observada predisposicdo de raga, sexo ou idade nos equinos com
pitiose (MENDOZA & ALFARO, 1986; CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996). As lesdes
cutadneas sdo as mais frequentes e atingem principalmente as extremidades distais
dos membros e porcdo ventral da parede toraco-abdominal, provavelmente devido
ao maior tempo de contato com aguas contendo zoésporos (MILLER & CAMPBELL,

1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDONZA et al., 1996).

Os sinais clinicos em equinos caracterizam-se por lesdes ulcerativas
granulomatosas, formando grandes massas teciduais (5 a 500 mm), com bordas
irregulares, de aparéncia tumoral e com hifas recobertas por células necroticas, que
formam massas branco-amareladas semelhantes a corais, chamadas de kunkers
(PEREIRA, 2008). Essas massas variam de 2 a 10 mm de diametro, com forma
irregular, ramificada, aspecto arenoso e penetram no tecido granular, dentro de
“sinus” formados ao longo do seu trajeto. O tamanho das lesdes depende da sua
localizacdo e tempo de evolugcdo da infeccdo, podendo apresentar secrecao
serosanguinolenta, mucosanguinolenta, hemorragica e, as vezes, mucopurulenta
que flui através dos “sinus”. Os animais apresentam intenso prurido e usualmente
mutilam a lesdo na tentativa de aliviar o desconforto. Claudicacdo € frequente nos
cavalos atingidos nos membros (MILLER & CAMPBELL, 1982a; MEIRELES et al.,
1993; 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, como as descritas por Miller & Campbell (1982a), Mendoza & Alfaro

(1986) e Chaffin et al. (1992).
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A segunda forma mais frequente da infeccéo pelo P. insidiosum em equinos
€ a intestinal. Os casos descritos apresentaram-se como episodios de célica, cuja
causa foi a presenca de massas teciduais, com diminui¢cdo e/ou obstrucdo do limen
intestinal. Além da pitiose cutanea e intestinal, pitiose pulmonar foi relatada por
Pecquet-Goad (1984) em um equino que apresentava tosse e descarga nasal
sanguinolenta um ano apos tratamento de uma lesdo cutanea em um dos membros,
e Reis et al. (2003), detectaram infeccédo generalizada em trés equinos no estado de

Minas Gerais, com les@es localizadas principalmente nos pulmdes e figado.

Os autores sugeriram que a disseminac¢ao do patdgeno para 6rgaos internos
seria possivel em casos cronicos de pitiose. As lesfes 0sseas descritas na literatura
referem-se a cavalos com lesfes cutaneas cronicas localizadas nos membros e
com grande proliferacdo de tecido granulomatoso. Lesdes em linfonodos cervicais
inferiores, inguinais e submandibulares, normalmente 0s responsaveis pela
drenagem linfatica da regido afetada pela lesédo cutanea, foram observadas por

Connole (1973); Murray et al. (1978) e Leal et al. (1997).

A histopatologia da pele de equinos afetados revela a presenca de Ulceras
acompanhadas por acantose, paraqueratose e papilomatose, podendo constituir-se
numa hiperplasia pseudoepiteliomatosa, enquanto a derme apresenta abundantes
areas necréticas (microabscessos), com reacado inflamatéria composta basicamente
de eosinofilos, células plasmaticas, neutrofilos, alguns linfocitos e macréfagos
(MENDONZA, 1987). Segundo Miller & Campbell (1984), as lesGes histologicas
caracterizam-se pela formag&o de coagulos eosinofilicos encontrados no interior de

tecido fibroso e inflamacdo granulomatosa. Os kunkers, observados na
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macroscopia, correspondem aos coagulos eosinofilicos que sdo compostos de
hifas, colageno, arteriolas e células inflamatérias, especialmente eosindéfilos. Em
torno das hifas, os eosinofilos encontram-se degenerados e enquanto que, em
direcéo a periferia os granulos tornam-se mais evidentes, sendo comum encontrar-
se eosindfilos intactos na periferia da lesdo. A area ao redor do coagulo é composta
por um espesso exsudato inflamatorio composto de neutrofilos e eosindfilos,
podendo apresentar ocasionalmente células gigantes e macréfagos. Ja a area entre
os kunkers é caracterizada por inflamagédo granulomatosa e granulocitica. Em
lesbes crbnicas observa-se marcada fibrose com reducdo do numero de células
inflamatorias. A formacéo de depdsitos eosinofilicos em torno das hifas, produzindo
o fendmeno de Splendori-Hoeppli, também pode ser observada (PEREIRA et al.,
2008). Hifas de Pythium spp. ndo coram bem em colora¢cées de Hematoxilina e
Eosina, sendo observadas como imagens negativas delimitadas por ampla bainha
eosinofilica associada a parede da hifa (PEREIRA, 2008). Entretanto, em cortes
corados com coloracdo especial de prata (Grocott), as hifas sdo evidenciadas na
periferia dos kunkers com paredes espessas marrom-escuras, esparsamente
septadas, irregularmente ramificadas (normalmente em angulo reto) e medindo de 2

a 6 um de diametro (CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996).

Em bovinos, a pitiose foi descrita na regidao da Louisiana (EUA) afetando seis
animais (MILLER et al., 1985), na regido do Pantanal Matogrossense (Brasil) em
dois bovinos (SANTURIO et al.,, 1998) e na Venezuela, onde se observou a
ocorréncia de pitiose enzodtica em 63 bovinos (PEREZ et al., 2005). Em todos os

casos havia a presenca de lesbes cutaneas, geralmente localizadas nos membros,
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caracterizadas por ulceracdes, espessamento da derme e edema na regiao afetada.
Prurido e claudicagdo foram observados nos casos descritos por Pérez et al. (2005).
Em nenhum dos relatos observou-se presenca de kunkers e a idade dos animais
afetados variou entre trés meses e um ano de idade. Histologicamente, as lesdes
apresentaram-se como granulomas dermais multifocais, rodeados por tecido
conjuntivo fibroso e presenca de hifas ramificadas no centro dos granulomas. A
reacdo de Splendore-Hoeppli foi observada nos casos descritos por Miller et al.
(1985) e Pérez et al. (2005). Apenas o relato de Santurio et al. (1998) mencionou a

cura espontanea das lesoes.

Nos ovinos a primeira descricdo de pitiose foi relatada por Tabosa et al.
(2004) afetando dois rebanhos no nordeste brasileiro, no estado da Paraiba. Os
animais afetados apresentaram lesdes ulcerativas Umidas ou secas, localizadas
nos membros, regides abdominal e pré-escapular, sem presenca de kunkers. P.
insidiosum foi isolado das lesbes cutaneas e o diagnéstico foi confirmado por
imunohistoquimica. O segundo relato de pitiose em ovinos também foi reportado
no Brasil, sendo o primeiro caso de rinite granulomatosa por P. insidiosum descrito
nesta espécie (SANTURIO et al., 2008). A enfermidade ocorreu em quatro ovinos
da raca Santa Inés e foi caracterizada por nodulagdes e necrose nasal, dispnéia e
epistaxe intermitente (SANTURIO et al., 2008).

No Brasil, o primeiro caso de pitiose canina foi descrito em uma fémea com
lesdo cutanea no membro posterior direito (LARSSON et al., 1997). Posteriormente,
dois casos de pitiose gastrointestinal foram descritos no Rio Grande do Sul por Riet-

Correa et al. (1998) e Rech et al. (2004). Os caninos sédo a segunda espécie mais
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atingida pela pitiose, também nas formas cutanea e gastrointestinal. A forma
gastrointestinal € a mais comum e manifesta-se com disturbios digestivos como
vOmito, anorexia crbnica, perda de peso, diarréia e presenca de massas nodulares
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, MENDONZA et al., 2005). Os
cdes afetados sdo normalmente oriundos de regidfes rurais ou estiveram,
esporadicamente, em locais alagados como acudes e banhados (FOIL et al., 1984;

FISCHER et al., 1994; HELMAN & OLIVER, 1999; DYKSTRA et al., 1999).

As lesbes gastrointestinais caracterizam-se pela formacdo de grandes
massas nas paredes do estdbmago e intestino com ulceracdo variavel da mucosa
(MILLER et al., 1983; MILLER, 1985; BENTINCK-SMITH et al., 1989; FISCHER et
al., 1994; LILJEBJELKE et al., 2002; RECH et al., 2004). Miller (1985) descreveu
gue em lesdes crbnicas, o pancreas, Utero, linfonodos mesentéricos e vasos
linfaticos também podem ser afetados. Histologicamente, as lesGes localizam-se
preferencialmente na mucosa e submucosa, sendo compostas por inflamacéo
granulomatosa e piogranulomatosa com &reas de necrose, intenso infiltrado
eosinofilico e presenca de hifas nos focos necréticos (MILLER et al., 1983; MILLER,
1985; BENTINCK-SMITH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; LILJEBJELKE et al.,
2002; RECH et al., 2004, MENDONZA et al., 2005), podendo em algumas ocasides
observar a reacao de Splendori-Hoeppli (FISCHER et al., 1994). As lesGes cutaneas
geralmente se localizam nas extremidades, base da cauda, perineo e face,

aumentam rapidamente de tamanho, ulceram e apresentam multiplos tratos
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fistulosos (THOMAS & LEWIS, 1998). Microscopicamente, as lesdes apresentam-se
como dermatite granulomatosa a piogranulomatosa ulcerativa, contendo areas de
necrose infiltrada por neutréfilos e macréfagos e granulomas eosinofilicos (FOIL et
al., 1984; ENGLISH & FROST, 1984; HOWERTH et al., 1989; DYKSTRA et al.,

1999).

Em felinos h& poucas descricées. Um relato refere-se a uma infeccdo nasal e
retrobulbar, sem envolvimento de 6rgdos internos, cujo diagndstico baseou-se em
imunohistoquimica, sorologia (imunodifusdo) e isolamento do agente. A
histopatologia revelou o acumulo de eosindfilos, macréfagos, grandes linfocitos e
presenca de hifas largas e ramificadas (BISSONNETTE et al., 1991). Thomas &
Lewis (1998) relataram quatro casos de pitiose cutanea com lesfes nos membros,
abdémen e regido inguinal. Estes mesmos autores descreveram lesfes com
manifestacdes clinicas diferentes em dois gatos, caracterizadas por grandes
massas subcutaneas na regido distal dos membros, sem envolvimento cutaneo.
Grooters (2003) observou, desde 1999, a ocorréncia de dez casos de pitiose
subcutanea afetando gatos entre quatro meses e nove anos de idade. As lesdes
caracterizavam-se por massas subcutaneas, algumas altamente 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 localizadas nas extremidades. Rakich et al. (2005) relataram dois casos
de pitiose gastrointestinal em gatos nos EUA. Os animais apresentavam perda de
peso e vOmito, associados a uma massa palpavel na regido abdominal. A avaliagdo

histopatoldgica revelou uma enterite granulomatosa eosinofilica, envolvendo a
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camada muscular e serosa, com areas multifocais de necrose, no interior das quais

havia a presenca de hifas de P. insidiosum.

No homem existem quatro diferentes formas clinicas de pitiose: vascular,
ocular, cutanea / subcutanea e formas diversas, correspondendo por 59, 33, 5, e
3% de todos os casos, respectivamente (SUDJARITRUK & SIRISANTHANA, 2011).
A forma cutanea caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesées subcutaneas com
achados histopatoldgicos de reacdo granulomatosa, infiltracdo difusa e edema da
parede dos vasos. Ja a forma vascular, é caracterizada pelo desenvolvimento de
arterite cronica, trombose arterial e gangrena, atingindo geralmente a extremidade
dos membros inferiores. Esta forma é encontrada em pacientes talassémicos e
geralmente leva a amputacdo do membro afetado (PEREIRA, 2008). A forma ocular
manifesta-se como ceratite, podendo ou ndo estar associada a talassemia. Nesta
forma, os pacientes usualmente terminam por realizar ceratoplastia, evisceracéo ou
enucleacdo (IMWIDTHAYA, 1995; PRASERTWITAYAKIJ et al.,, 2003). Nestes
casos, tanto o diagnostico precoce, como o adequado tratamento médico e cirirgico

sdo cruciais para um bom prognéstico (SUDJARITRUK & SIRISANTHANA, 2011).

Os primeiros casos de pitiose humana foram relatados na Tailandia
(MENDOZA et al., 1996), sendo o pais com o maior niumero de casos descritos.
Prasertwitayakij et al. (2003) realizaram uma revisdo na literatura, e encontraram
32 casos de pitiose humana, sendo 25 relatados na Tailandia e os demais nos
EUA, Australia, Haiti, Malasia e Nova Zelandia. Na maioria dos casos descritos 0s
pacientes eram agricultores e apresentavam talassemia. Nove pacientes

desenvolveram a forma de ceratite com ulceracdo da cornea, sendo realizada



27

ceratoplastia em todos os afetados. Cinco apresentaram a forma subcutanea e
foram submetidos a excisdo cirdrgica da lesdo e tratamento com antifungicos,
respondendo bem a terapia. Dezessete pacientes tailandeses desenvolveram a
forma sistémica, dos quais 16 sofreram amputacdo do membro afetado e oito
vieram a Obito. Na Tailandia, observa-se que dois fatores contribuem para
importancia da pitiose humana: a prevaléncia da & e 3 talassemia e presenca de
grandes areas alagadicas utilizadas para agricultura (TRISCOTT et al., 1993;
IMWIDTHAYA, 1994b). Além dos casos de ceratite incluidos na revisdo de
Prasertwitayakij et al. (2003), outros relatos foram descritos na Tailandia por
Imwidthaya (1995) e Krajaejun et al. (2004). Nos EUA, Shenep et al. (1998)
relataram a ocorréncia de ceratite causada por P. insidiosum em uma crianga, que
obteve cura apds tratamento com antifingicos. No Brasil a pitiose teve seu
primeiro relato em humanos no ano de 2005, na forma cutadnea (BOSCO et al.,
2005).

Até o presente momento, ndo foi possivel reproduzir-se a enfermidade
através de infeccdo experimental nas espécies infectadas naturalmente. Miller &
Campbell (1983a) demonstraram a suscetibilidade de coelhos como modelo
experimental para a pitiose. A inoculacdo subcutanea de agua rica em zoGsporos
produziu noédulos que evoluiram para fibrogranulomas eosinofilicos com
caracteristicas similares a infec¢do natural dos equinos, havendo o isolamento de
P. insidiosum de algumas lesfes. Apos 20-30 dias de inoculagcdo subcutanea dos
zoosporos observaram abscedacado progressiva, porém nao ocorreram ulceracoes
comparaveis com a doenca natural nos equinos, e tampouco a formacdo de

kunkers (MILLER & CAMPBELL, 1983a). No entanto, na avaliagdo leucocitaria, o
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guadro da pitiose em coelhos foi semelhante aos equinos, ou seja, ocorreu
progressiva leucocitose com moderada neutrofilia e leve monocitose (MILLER &
CAMPBELL, 1983a,b). A histologia das lesbes revelou uma éarea central de
necrose contendo eosindfilos e hifas fungicas na periferia, delimitada por tecido
conjuntivo, o qual se encontrava envolvido externamente por uma bainha
assimétrica de macréfagos, ceélulas epitelidides e algumas células gigantes
(MILLER & CAMPBELL, 1983a). Os trabalhos de alguns pesquisadores como
Santurio et al. (2003b), que utilizaram coelhos inoculados com P. insidiosum para
avaliar trés diferentes formulagbes usadas para imunoterapia, Leal et al. (2002),
gue avaliaram a resposta soroldgica de coelhos imunizados com antigenos de P.
insidiosum, e Pereira et al. (2008), que comparam a terapia antifingica e a
imunoterapia, comprovam que esta espécie serve como modelo experimental,
tanto para estudos soroldgicos como para avaliacdo de agentes antifungicos
contra P. insidiosum. Em resumo, a pitiose experimental é possivel apenas em
coelhos (GAASTRA et al., 2010).

O diagnostico presuntivo de pitiose é realizado levando-se em consideracéo
a epidemiologia, sinais clinicos e aspectos macro e microscopicos das lesbes. O
isolamento e identificacdo do agente sdo de grande valor para o diagnostico
definitivo e diferencial, uma vez que a pitiose em equinos deve ser diferenciada de
habronemiase cuténea, zigomicoses (especialmente conidiobolomicose e
basidiobolomicose), neoplasias, como carcinoma de células escamosas e
sarcoide, tecido de granulacdo exuberante e granulomas bacterianos (CHAFFIN et
al.,, 1995). Ja em caninos, o diagnostico diferencial deve incluir infeccdes

causadas por zigomicetos e oomicetos do género Lagenidium (GROOTERS,
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2003).

Embora o isolamento e identificagdo de P. insidiosum constituam uma
importante ferramenta para o diagnostico, em algumas ocasifes o isolamento ndo
ocorre e a identificacdo das espécies de Pythium ndo € uma tarefa facil, pois
baseia-se principalmente nas caracteristicas morfolégicas dos zoosporangios,
zoosporos, oogdnia e anteridio (ALEXOPOULOS et al, 1996; MOORE-
LANDECKER, 1996). O isolamento pode ser feito nos meios de cultivo como agar
Sabouraud dextrose, caldo Sabouraud, &gar sangue, agar infusdo-cérebro-
coracdo (BHI) e agar farinha de milho (CMA) (CHAFFIN et al., 1995). Pedacos
pequenos de tecido fresco, previamente lavados em solugdo salina ou agua
destilada estéril, sdo distribuidos diretamente na superficie do agar, devendo ficar
incubado a 37°C, por 24 — 48 horas (MENDONZA et al., 1996). A identificacdo &
realizada através do aspecto da colbnia e da caracteristica das hifas. As colonias
apresentam-se submersas no agar, com curto micélio aéreo, apresentando
coloracao hialina. Microscopicamente, observam-se hifas hialinas, cenociticas com
4-10 ym de didametro, ocasionalmente septadas, apresentando ramificacdes em
angulo reto (DE COCK et al., 1987). A producédo de zoosporangios € zoOsSporos
deve ser observada para identificacdo final de P. insidiosum. Para obtencédo de
zoosporos in vitro, pedagos de folhas de grama previamente esterilizados, sédo
distribuidos sobre cultivos de P. insidiosum em &gar agua a 2% e incubados a
37°C por 24 horas. Posteriormente, os pedacos de folhas infectados séo
transferidos para uma solucdo de sais minerais diluida a 1%. Cerca de 2-4 horas

de incubacao a 37°C, zoosporangios contendo zoésporos moéveis sdo observados
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nos bordos terminais das folhas (MENDONZA & PRENDAS, 1988;
CHAIPRASERT et al, 1990; GROOTERS, 2003). Os zooésporos tem forma
reniforme e apresentam um flagelo anterior (que gera o impulso) e um flagelo
posterior (responséavel pela direcdo) originados de um sulco ventral ou lateral.
Uma vez liberados das vesiculas, nadam em movimentos espirais ou helicoidais
em diferentes dire¢Oes, por aproximadamente quinze minutos. Apéds esse periodo,
se encistam tornando-se globosos e emitem tubo germinativo (MENDONZA et al.,

1993; GROOTERS, 2003).

Técnicas soroldgicas foram desenvolvidas para o diagndstico precoce e
monitoramento da resposta imunolégica em equinos com pitiose. Miller &
Campbell (1982b) desenvolveram as técnicas de imunodifusdo em gel de &gar
(ID), fixacdo do complemento (FC) e um teste de hipersensibilidade intradérmica
(TI), para diagnosticar e avaliar a resposta imune humoral e celular de cavalos
com pitiose. Os testes realizados em cavalos com pitiose clinica comprovada,
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 deteccdo de anticorpos anti-P. insidiosum. Resultados
similares foram obtidos por Mendonza & Alfaro (1986). Mendonza et al. (1986)
avaliando trés diferentes antigenos utilizados para o teste de ID, demonstraram
melhor sensibilidade e especificidade quando o antigeno foi produzido a partir de
filtrados de cultura. O teste de FC foi utilizado somente na Australia, pois além da
menor sensibilidade e especificidade que a ID, € um teste dificil de realizar e

requer pessoal experiente para seu desenvolvimento (MENDOZA et al, 1996). Da
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mesma forma, Imwidthaya & Srimuang (1989) demonstraram a sensibilidade e
especificidade da ID para o diagndstico e monitoramento da pitiose no homem.
Embora este teste identifique anticorpos no soro da maioria dos equinos e
humanos infectados, falha na deteccdo de anticorpos em caninos com doenca
ativa (GROOTERS, 2003). Similarmente, Pérez et al. (2005) ao utilizar o teste de
ID para diagnostico de pitiose em bovinos, constataram que apenas 22,8% dos
animais infectados demonstraram reacfes positivas, sugerindo a baixa

sensibilidade desta técnica para o diagndstico da doenca nesta espécie.

Segundo Mendonza et al. (2005), um importante passo para identificacdo de
P. insidiosum em amostras histopatoldgicas foi o desenvolvimento das técnicas de
anticorpos fluorescentes por Mendonza et al. (1987) e imunoperoxidase por Brown
& Roberts (1988). O teste de imunofluorescéncia demonstrou especificidade na
deteccao de hifas nos tecidos de felinos, caninos e humanos, porém em equinos, a
fluorescéncia uniforme observada, devido a liberagdo de antigenos sollveis,
impediu a utilizacdo deste teste como diagnostico nesta espécie (MENDONZA et
al., 1996).

Alguns autores citaram que a técnica de imunoperoxidase tem sido utilizada
no diagnostico de pitiose em equinos, caninos, bovinos, ovinos e humanos
(BROWN & ROBERTS, 1988; HOWERTH et al., 1989; TRISCOTT et al., 1993;
FISCHER et al.,, 1994; PURCELL et al., 1994, HELMAN & OLIVER, 1999;
SANTURIO et al., 1998; LILJEBJELKE et al., 2002; JAEGER et al., 2002; TABOSA
et al., 2004). Entretanto, Grooters et al. (2003) mostraram reacdo cruzada em

caninos infectados por Lagenidium sp.
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Mendoza et al. (1997) desenvolveram um teste de ELISA para o soro-
diagndstico de pitiose em humanos e animais, utilizando antigeno sollavel de hifas
sonicadas. Amostras de soro de humanos e animais saudaveis e com pitiose
clinica foram testadas e os resultados comparados com o teste de ID. Os dados
deste trabalho demonstraram que o teste de ELISA foi eficiente para o diagnostico
da pitiose, apresentando especificidade semelhante a ID, todavia com melhor
sensibilidade. No Brasil, o desenvolvimento de um teste de ELISA para
diagndstico de pitiose equina por Rosa et al. (1999) e de uma técnica de “ELISA-
conta” para deteccdo da soropositividade de equinos por Alves et al. (2001)
também apresentaram bons resultados. J& Pinto et al. (1999) descreveram a
padronizacao do teste de ELISA para deteccado de IgG em coelhos imunizados
com antigenos de P. insidiosum. Testes de ELISA para diagndéstico sorolégico
precoce de pitiose em caninos, humanos e bovinos também foram desenvolvidos
(GROOTERS et al., 2002; KRAJAEJUM et al.,, 2002, PEREZ et al., 2005),
demonstrando alta sensibilidade e especificidade nestas espécies. Este teste
também tem sido utilizado no diagndstico da doenca em felinos. Além de
constituir-se numa poderosa ferramenta para o diagnostico especifico, também
pode ser util no monitoramento da resposta a terapia (GROOTERS, 2003).

O teste de Western Blot desenvolvido por Mendonza et al. (1992b) foi
introduzido com o objetivo de identificar antigenos imunodominates de P. insidiosum
durante a infeccdo. Esta técnica mostrou boa especificidade, sendo util na
identificacdo dos isétipos de imunoglobulinas em animais com doenca ativa
(MENDONZA et al., 1996). A utilizacdo deste teste na pitiose bovina identificou

100% dos animais infectados (PEREZ et al., 2005). Liubeck et al. (1999)
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desenvolveram um teste de dot-blot modificado para detec¢édo de IgG anti-Pythium
em coelhos e equinos. A técnica desenvolvida utilizou sistema de luminescéncia
guimica para visualizacdo da reagdo, no entanto, esta metodologia pode ser
adaptada para um sistema de visualizacdo direta em membrana, podendo ser
utiizada como um teste de campo, apresentando especificidade, sensibilidade,

praticidade e baixo custo.

O desenvolvimento de técnicas moleculares constitui atualmente importante
ferramenta para o diagndstico, identificacdo e estudos filogenéticos de P.
insidiosum. Neste contexto, varios pesquisadores tem demonstrado que o
sequenciamento génico com amplificacdo do RNA ribossomal, regido ITS 1,
através de PCR (reacdo de polimerase em cadeia) (GROOTERS & GEE, 2002;
VANITTANAKOM et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006, BOTTON et al., 2011) e
utiizacdo de sondas genéticas (SCHURKO et al., 2004), constituem-se em

técnicas para a identificacdo rapida e definitiva de P. insidiosum.

O P. insidiosum difere dos fungos verdadeiros na producdo de zooOsporos
moveis e na composicdo de sua parede celular. Os fungos verdadeiros possuem
quitina em sua parede, enquanto o Pythium contém celulose e [-glucanas. A
membrana plasmética ndo contém esterdides, como o ergosterol, que é o
componente-alvo de acdo da maioria das drogas antifingicas (FOIL, 1996;
GROOTERS, 2003). Devido a essas caracteristicas, ndo existe droga antifingica
eficiente contra o P. insidiosum (SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; FOIL, 1996).
Os fitopatdgenos do género Pythium sdo sensiveis aos inseticidas normalmente

utiizados em plantas, porém esses compostos sdo téxicos aos mamiferos,



impossibilitando seu uso para o tratamento da pitiose (SATHAPATAYAVONGS et
al., 1989). Um fungicida utilizado em plantas (Metalaxil) foi testado no tratamento de
cades, porem com resultados pouco consistentes, em parte pela toxicidade do
composto (FOIL, 1996).

O sucesso das diferentes formas de tratamento é variavel e em muitos casos
influenciado pelo tamanho e tempo da leséo, idade e estado nutricional do animal
(SANTURIO et al., 2006). O tratamento tradicional da pitiose equina era cirargico,
sendo o procedimento mais utilizado (MILLER, 1981); no entanto a intervencéo
cirirgica é complicada devido as estruturas anatdémicas envolvidas, pois a partir da
permanéncia de fragmentos do agente podem ocorrer recidivas (MILLER, 1981,
CHAFFIN et al., 1995). O tratamento cirdrgico apresenta bons resultados apenas
em lesbes pequenas e superficiais, onde seja possivel a retirada de toda area
afetada (SANTURIO et al., 2006).

No decorrer da década de 80 e 90 varios autores utilizaram a imunoterapia,
cada um com suas modificagbes na técnica originalmente descrita. Em 1986,
Mendoza & Alfaro utilizaram como antigeno apenas o0 sobrenadante das culturas,
objetivando diminuir a reag&o no local de aplicacdo. Nesta ocasido, foram utilizados
cinco animais para o teste, dos quais trés foram recuperados. Mendoza et al.
(1992a), compararam duas vacinas para tratamento da pitiose equina em 71
cavalos infectados. Para uma vacina foi utilizada uma massa celular como antigeno,
e na outra um antigeno solldvel concentrado. As duas vacinas apresentaram
resultados positivos em cavalos com lesdes com menos de dois meses de

evolucdo, com 60% e 70% de eficiéncia, respectivamente.
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No Brasil, o teste de eficiéncia de um imunobiolégico (Pitium Vac®) para o
tratamento da pitiose equina, produzido a partir de culturas do P. insidiosum e
baseado na metodologia anteriormente descrita por Miller (1981), demonstrou
indice de cura que variou de 50% a 83,3% entre os grupos tratados, independente
do tempo de evolucéo clinica da leséo, caracteristica ainda ndo observada com o0s
outros imunoterapicos testados (MONTEIRO,1999). Santurio et al. (2003b),
utiizando coelhos como modelo experimental, avaliaram a eficiéncia de trés
processos de producdo de imunoterapicos contra pitiose, produzidos a partir de
cultivos e submetidos aos processos de maceragao e sonicagdo. Observaram que 0
imunoterapico produzido por maceracao foi superior, reduzindo em até 72% a area
dos ndédulos cutaneos. Os resultados deste trabalho sugerem que a sonicacdo pode
ocasionar a desnaturacdo dos antigenos protetores, reduzindo desta forma, a

eficacia da imunoterapia.

Mendonza et al. (2003), testaram uma nova formulacdo de vacina para P.
insidiosum em 18 equinos e 6 caninos. Esta nova formulacdo contendo uma mistura
de exoantigenos e antigenos citoplasmaticos curou 72% dos equinos e 33% dos
caninos, sugerindo que a inclusdo dos antigenos citoplasmaticos aumenta as
propriedades curativas do imunoterapico. Além disso, Leal et al. (2002),
demonstraram que 0s imunoterapicos em uso podem ter sua atuacgdo prolongada e

potencializada quando utilizados com adjuvantes.

Resultados animadores da imunoterapia em humanos foram observados por
Thitithanyanont et al. (1998). ApOs insucesso com tratamentos a base de

anfotericina B, iodetos, cetoconazol e cirurgia em um menino talassémico com
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pitiose, 0 uso do imunoterdpico induziu a cura apés duas aplicacbes, com intervalo
de 14 dias. Wanachiwanawin et al. (2004) utilizando o imunoterapico previamente
descrito, observaram que este método curou quatro de oito casos de pitiose arterial

terminal em humanos na Tailandia.

Apesar dos estudos sobre a doenca e a imunoterapia, ainda ndo ha um
completo conhecimento dos mecanismos envolvidos na infec¢do por P. insidiosum.
De acordo com Miller (1981), o carater progressivo da doenca em equinos
imunocompetentes sugere uma resposta imunologica inadequada ou um bloqueio
na mesma. Esse autor acredita que mesmo sendo antigénicas, as hifas ndo séo
completamente reconhecidas pelo hospedeiro, devido a marcante reacao
inflamatéria, particularmente eosinofilica. Acredita-se que 0s mecanismos
envolvidos na cura pela imunoterapia baseiem-se principalmente na resposta
celular (THITITHANYANONT et al, 1998, MENDONZA et al, 2003;
WANANACHIWANAWIN et al., 2004), devido uma mudanca da resposta mediada
pela subpopulacéo de linfocitos Th2 para uma resposta mediada pela subpopulagéo
de linfocitos Thl. Possivelmente, os antigenos presentes no imundgeno induzam
esta alteracdo no padrdo inflamatorio, culminando com a cura dos animais
(MENDONZA et al., 1996). Ja a resposta humoral foi observada por Newton & Ross

(1993) ao verificarem que o nivel de anticorpos anti-Pythium aumenta em equinos

doentes submetidos & imunoterapia.

No tratamento quimico da pitiose equina, os farmacos mais utilizados foram a
anfotericina B e o0s compostos iodinicos, como iodeto de potassio e sodio

(MCMULLAN et al., 1977, GONZALES et al.,, 1979; ALLISON & GILLIS, 1990;
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MEIRELES et al.,, 1993). McMullan et al. (1977) obtiveram 50% de eficiéncia
associando a remocao cirargica e anfotericina B; 30% apenas com anfotericina B e
20% nao responderam aos tratamentos. Little & Kabay (1984) e Chaffin et al. (1992)
relataram o sucesso do tratamento cirdrgico seguido de iodeto de sodio em potros
com pitiose cutanea. Entretanto, Meireles et al. (1993) ndo obtiveram sucesso em
dois equinos tratados com iodeto de potassio endovenoso, até mesmo quando
associado a cirurgia. Utilizando outras tentativas de tratamento, Sedrish et al. (1997)
obtiveram sucesso no uso de raio laser vermelho de aluminio, neodimio e itrio como
terapia suplementar apos a remocéo cirargica de lesdes de pitiose equina. Porém,
alguns autores afirmam que a resseccédo cirurgica total do granuloma combinada
com imunoterapia especifica para P. insidiosum seria o tratamento mais indicado
para cura de pitiose em equinos (HUBERT & GROOTERS, 2002).

Até o presente momento, nenhuma das terapias antifingicas propostas para
a pitiose canina apresentaram resultados satisfatorios. Entre as drogas testadas
destacam-se a anfotericina, fluconazol, cetoconazol e itraconazol (FOIL et al., 1984;
ENGLISH & FROST, 1984; DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; RIVIERRE
et al., 2005). Segundo alguns autores, a cirurgia continua como op¢ao mais segura
para o tratamento da pitiose canina (HNILICA, 1998, THOMAS & LEWIS, 1998;
GROOTERS, 2003). Entretanto, Grooters (2003) cita que as recidivas poés-
operatorias séo frequentes. Este mesmo autor relata que aproximadamente 15%
dos caes com pitiose gastrointestinal responderam ao tratamento com itraconazol
ou anfotericina B lipidica. Também observou melhora ou cura clinica e soroldgica
em alguns casos de pitiose cutanea canina e felina tratados com a associacao

antifingica terbinafina-itraconazol. Afirma que, embora o nimero de animais que
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responderam a este protocolo de tratamento tenha sido baixo, a combinagéo
antifingica pareceu superior a terapia isolada.

O tratamento da pitiose felina também apresenta resultados variados.
Bissonnette et al. (1991) realizaram o tratamento de um felino com pitiose nasal e
retrobulbar com cetoconazol, e observaram que houve melhora clinica, porém a
lesdo recidivou apds o término do tratamento. J& Rakich et al. (2005) obtiveram
resultados diferentes ao tratar dois felinos com pitiose gastrointestinal. O animal
tratado com a associacao terbinafina/itraconazol, durante dois meses apos retirada
cirdrgica da lesdo, apresentou cura clinica sem recidivas. Porém, morreu
subitamente quatro meses apdés a cirurgia. O outro felino, que recebeu terapia com
itraconazol, também por dois meses apos retirada cirdrgica da lesdo, demonstrou
sorologia negativa, detectada por meio de um teste de ELISA, realizado cinco
meses apos tratamento. Este animal permaneceu em observacdo por nove meses,
ndo apresentando recidiva da lesdo durante esse periodo.

A tendéncia ao tratamento da pitiose atualmente estd voltada para os
chamados inibidores de sintese de glucanas, como a caspofungina (KRAJAEJUN
et al, 2006). Acredita-se que esta droga seja eficiente contra este agente devido a
grande quantidade de B-glucana presente na parede celular deste oomiceto
(GROOTERS, 2003). Alguns estudos demonstraram a suscetibilidade de P.
insidiosum a caspofungina determinando a concentracdo inibitoria minima desta
droga (PEREIRA et al. 2007, BROWN et al., 2008). Pereira et al. (2007) avaliaram
a suscetibilidade in vitro de 27 isolados de P. insidiosum frente a caspofungina e
ainda relacionaram estes achados com a resposta da terapia in vivo em coelhos

com pitiose experimental. Entretanto, este estudo sugeriu que P. insidiosum &
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pouco suscetivel a caspofungina in vitro e in vivo. Alguns autores relataram que o
crescimento paradoxal de isolados de C. albicans pode ocorrer em concentracdes
elevadas de caspofungina, e este fendbmeno tem sido registrado com diversas
espécies de Candida (STEVENS et al, 2004;. PERLIN, 2007). Além disso, o
crescimento paradoxal também foi descrito em espécies de Aspergillus (SOCZO et
al., 2007).

De forma similar aos resultados clinicos, os testes de sensibilidade in vitro
com antifungicos, realizados com P. insidiosum, também tem demonstrado
resultados contraditérios. Em um estudo de Sekhon et al. (1992) os poliénicos
(anfotericina B, hamycin e seus anélogos) ndo apresentaram atividade satisfatoria,
enquanto os azolicos (fluconazol, cetoconazol e miconazol) inibiram os isolados de
P. insidiosum testados in vitro, com o miconazol apresentando os melhores
resultados, seguido do cetoconazol. Entretanto, Triscott et al. (1993), relatando
pitiose subcuténea na regido periorbital de dois jovens, constataram a boa resposta
ao tratamento com anfotericina B, contrariando os resultados obtidos nos testes de
sensibilidade. Em outro estudo, as drogas anfotericina B, flucitosina, miconazol e
griseofulvina néo inibiram o crescimento do fungo, enquanto o itraconazol
apresentou atividade moderada e a terbinafina foi ativa contra o P. insidiosum
testado (SHENEP et al., 1998).

As indicacbes para a utilizagcdo dos diferentes antifingicos devem ser
baseadas nos resultados obtidos com os estudos de suscetibilidade disponiveis,
os quais podem oferecer informacdes para escolha do tratamento mais adequado
(CUENCA-ESTRELLA & RODRIGUEZ-TUDELA, 2002). Os padrées do CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute) constituem os métodos de referéncia
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mais difundidos e os que mais se tem utilizado para realizar estudos de correlacéo
com a clinica (CUENCA-ESTRELLA & RODRIGUEZ-TUDELA, 2002). O
documento M 38-A2 € um dos meétodos de referéncia do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, formalmente National Committee for Clinical
Laboratory Standards-NCCLS). M 38-A2 é uma norma global desenvolvida,
mediante processo consensual do CLSI, para testes de diluicdo em caldo com a
finalidade de determinar a suscetibilidade in vitro de fungos filamentosos a terapia
antifingica (CLSI, 2008). Este documento apresenta a selecdo de agentes
antifingicos; preparacdo de solugdes antifungicas padrédo e diluicbes para a
realizacdo de testes; e os requisitos de controle de qualidade para testes de
sensibilidade de fungos filamentosos que causam infec¢fes fungicas invasivas.

Os resultados positivos obtidos com terapias utilizando terbinafina e
itraconazol sdo inesperados, uma vez que estes antifiungicos atuam na sintese do
ergosterol. O itraconazol € um triazolico que apresenta atividade antifingica contra
espécies de Candida, Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum, Coccidiodis immitis, Paracoccidiodis brasiliensis e
dermatofitos. O seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo da lanosina 14 a-
desmetilase, um sistema de enzimas microssémicas dependentes do citocromo P-
450, responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol. Por isso,
comprometem a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e levam ao
acumulo de 14 a metilesterdis, os quais podem desagregar o arranjo compacto das
cadeias aciclicas dos fosfolipidios, comprometendo as fun¢des de determinados
sistemas enzimaticos ligados a membrana, como ATPase e as enzimas de

transporte de elétrons, inibindo assim, o crescimento dos fungos. O itraconazol é
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administrado por via oral e, apds absorcado, sofre extenso metabolismo hepéatico. E
altamente lipossolivel, com meia vida de 36 horas, sendo excretado na urina
(BENNET, 2003).

A terbinafina € um antifingico oral ou tOpico usado para tratar
dermatofitose, e tem sido avaliado também em combina¢gfes com outros agentes
(VAZQUEZ, 2003). Terbinafina € um composto fungicida queratinofilico, altamente
lipofilico, pertencente ao grupo das alilaminas (COSTA & GORNIAK, 2002). E
altamente efetiva contra dermatofitos in vitro e in vivo (DAVIS & BALFOUR, 1995;
GHANNOUM & RICE, 1999), bem como contra fungos filamentosos, dimorficos e
dematidceos, e algumas espécies de leveduras (BALFOUR & FAULDS, 1992).
Atua especificamente em uma etapa precoce da biossintese do ergosterol
(GHANNOUM et al., 1999), inibindo a enzima esqualeno-epoxidase, levando a
deficiéncia de esterol na membrana celular fungica e acamulo intracelular toxico
de esqualeno (N'DIAYE et al., 2006), resultando em morte celular. Também é
metabolizada no figado pelo sistema citocromo P-450 e os metabdlitos séo
excretados na urina (BENNET, 2003). Tem sido usada contra dermatofitos, mas
estudos indicaram uma atividade elevada de terbinafina in vitro contra uma grande
variedade de fungos invasivos, tais como espécies de Candida, espécies de
Aspergillus ou Penicillium marneffei (RYDER et al., 1998; MOORE et al., 2001).

O desenvolvimento de inibidores da 8 (1,3)-D-glucana sintetase, envolvida na
sintese da glucana da parede celular fungica, representa um importante avanco na
guimioterapia antifingica. A caspofungina é um lipopeptidio anfipatico sollivel em
agua (DERESINSKI & STEVENS, 2003). O seu mecanismo de acdo consiste no

blogueio da sintese de B(1,3)-D-glucana da parede celular fungica por inibicdo néo
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competitiva da enzima {(1,3)-D-glucana sintetase, a qual € indispensavel para
sintese da parede fungica (MASCHMEYER & GLASMACHER, 2005; DATRY &
BART-DELABESSE, 2006). As cadeias de B(1,3)-D-glucana formam uma sdlida
matriz tridimensional, constituindo-se no maior componente da parede fungica que
promove integridade estrutural e estabilidade osmoética na maioria dos fungos
patogénicos (GONZALEZ et al., 2001; LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003). A
inibicdo da sintese de B(1,3)-D-glucana produz um duplo efeito, fungistatico e
fungicida. O efeito fungistatico resulta do blogueio da sintese da parede celular,
reduzindo assim o crescimento fungico. J& 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 osmdtica interna, cujo resultado é a
destruicdo da célula fungica (LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003). Como esta
enzima ndo existe nas células dos mamiferos, este modo de acdo € Unico e
especifico na célula fungica, eliminando-se assim, a toxicidade para os animais e
humanos (PEREIRA, 2008).

A 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 géneros de Alternaria, Curvularia,
Paecilomyces variotii, Scedosporium apiospermum e fungos dimorficos. Entretanto,
apresenta pouca atividade contra Cryptococcus neoformans, Trichosporum spp.,
Rhizopus arrhizus e Fusarium spp (GONZALEZ et al., 2001). Atividade fungicida
tem sido observada em Candida spp, enquanto que estudos in vitro tem
demonstrado efeito fungistatico em Aspergillus spp. (LETSCHER-BRU &

HERBRECHT, 2003). Em humanos, tem sido demonstrada eficacia clinica contra
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infeccdes causadas por Candida e Aspergillus, estando a caspofungina licenciada
para o tratamento de aspergilose invasiva em pacientes que sdo refratarios ou
intolerantes a outras terapias, candidemias ou outras infec¢bes causadas por
Candida (KARTSONIS et al., 2003).

Estudos de farmacocinética tem demonstrado que caspofungina ndo é
absorvida por via oral, devendo ser administrada em infusdo endovenosa. No
plasma sanguineo encontra-se altamente ligada a proteinas plasmaticas,
principalmente albumina (96%). A distribuicho, e ndo a excrecdo ou a
biotransformacgdo, constitui o mecanismo predominante que influencia as
depuracdes plasmaticas, ocorrendo pouca excrecdo ou biotransformacdo nas
primeiras 30 horas apos a administracdo. Hadju et al. (1997), estudando a
farmacocinética da droga em camundongos, observaram que as concentracdes no
figado, baco e rins foram marcadamente mais altas que as concentracdes
plasmaticas e Groll et al. (2001), avaliando o comportamento de caspofungina em
coelhos, constataram que esta foi bem tolerada, atingindo concentracfes
plasméaticas que alcancaram ou excederam as concentracdes inibitdrias minimas.
As equinocandinas sdo degradadas lentamente no figado por hidrélise e N-
acetilacdo, sendo o metabolismo de acdo independente do sistema enziméatico
citocromo P-450. N&do hé formacdo de metabdlitos ativos, sendo minima a excre¢éo
renal de droga ativa (MASCHMEYER & GLASMACHER, 2005).

Vérios estudos in vitro tem explorado as interagcdes entre compostos
antifingicos e outras classes de agentes antimicrobianos, demonstrando
sinergismo entre agentes antifingicos e ndo antifingicos, como o ibuprofeno e a

fluvastatina, contra algumas espécies flungicas. Combinac¢fes de antifingicos com



inibidores da bomba de prétons, antiarritmicos, agentes redutores de colesterol,
imunomoduladores, compostos antineoplasicos e antiparasitarios tem sido
explorados (CUENCA-ESTRELLA, 2004).

O ibuprofeno é um antiinflamatério derivado do acido propioénico, inibindo a
cicloxigenase-1 (COX-1) e a cicloxigenase-2 (COX-2), na mesma proporcgao e de
forma irreversivel, além de também inibir a ativagdo e a agregacéo de neutrdfilos,
a geracao de radicais livres (agindo sobre as cininas e histamina na mediagcédo da
inflamacéo) e a liberagdo de enzimas lisossomais (SPINOSA et al., 2002). Possui
ainda acdo analgésica e antipirética. E rapidamente absorvido apds administrag&o
oral e o tempo de meia-vida € de duas horas. Liga-se amplamente as proteinas
plasmaticas, geralmente em proporgées superiores a 90%. A via de eliminagéo é
principalmente renal, devendo-se ter precaucao quando ha comprometimento da
funcdo renal. Efeitos toxicos podem ser observados em cerca de 5 a 15% dos
pacientes, compreendendo, principalmente, dor ou desconforto epigastrico,
nauseas, vomitos, diarréia, sensacdo de plenitude gastrintestinal e constipacéo
(SILVA, 2006).

A fluvastatina € uma estatina lipofilica e exerce seu efeito principal no
figado. E um agente redutor de colesterol, totalmente sintético, inibindo
competitivamente a enzima HMG-CoA (hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA) redutase,
gue é responsavel pela conversdo da HMG-CoA em mevalonato, um precursor de
esteradis, inclusive do colesterol. A inibicdo da biosintese do colesterol reduz o
colesterol nas células hepéticas, o que estimula a sintese dos receptores das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e, portanto, aumenta a captacdo das

particulas de LDL. O resultado final desses mecanismos € a reducdo da
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concentracdo plasmatica de colesterol (CHIN et al, 1997). Também, diminui a
migracédo e proliferacdo das células musculares lisas na parede arterial. Evidentes
alteragbes na resposta inflamatoria tém sido relatadas com o uso das estatinas,
incluindo a inibicdo das citocinas, proteina-C reativa, expressdo das
metaloproteinases da matriz e diminuicdo na adesdo de mondcitos na célula
endotelial. Estudos recentes, relativos as propriedades pleiotropicas das estatinas,
tém revelado sua capacidade de inibir a sintese de importantes intermediarios dos
isoprenoides, que servem como ligacbes para uma variedade de proteinas
implicadas na sinalizacao intracelular. De outro lado, estudos bem conduzidos tem
revelado uma diferenca na poténcia de acao das estatinas em reduzir o colesterol
e as LDL plasmaticas, discutindo-se ainda um diferencial nos seus efeitos
pleiotropicos e uma suposta seletividade tissular (JORGE et al, 2005).

Tendo em vista a quantidade de agentes antifingicos sistémicos
disponiveis, uma op¢do para O tratamento € a terapéutica combinada. A
combinacéo de dois medicamentos diferentes que exercem seus efeitos através
de dois mecanismos diferentes, poderia evitar 0 aparecimento de resisténcia
medicamentosa e ampliar o espectro da atividade da associacdo. Além disso, as
combinagBes antifingicas permitem o uso de doses mais baixas de cada
composto, reduzindo o risco de efeitos toxicos destes (ZHU et al., 2004).

Segundo Johnson (2004), as vantagens dos testes de associacOes
antifingicas in vitro sdo: a facilidade de se avaliar grande numero de
concentracdes; aplicabilidade de testes estatisticos; facilidade para variar fatores
técnicos; facilidade para testar multiplos isolados; facilidade para testar cepas com

tipo de resisténcia definido. E entre as desvantagens o autor cita que a relevancia
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dos métodos nem sempre € clara, e que fatores do hospedeiro e a farmacocinética
sao ignorados.

Uma das formas mais conhecidas e mais simples para avaliar efeitos de
combinagdes in vitro é através da técnica de checkerboard. O termo checkerboard
se refere a um modelo, utilizando tubos ou placas de microtitulacédo, formado para
testar dois agentes antifingicos em varias diluicbes acima e abaixo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para o fungo a ser testado (CUENCA-
ESTRELLA, 2004). O indice de Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF) é a
forma mais comum em micologia médica para relatar resultados de estudos com o
meétodo checkerboard, e € a concentracdo mais baixa de cada farmaco capaz de
inibir o crescimento do micro-organismo (CUENCA-ESTRELLA, 2004). O método
checkerboard utiliza o ICIF para demonstrar quantitativamente que combinacdes
de dois agentes podem apresentar efeitos inibitdérios que sdo maiores (sinergismo)
ou menores (antagonismo) que a soma dos seus efeitos individuais (ODDS, 2003).
As interacdes sao interpretadas como sinérgicas (ICIF < 0,5), indiferentes (0,5 <
ICIF < 4) ou antagonicas (ICIF > 4) e calculadas de acordo com a formula: ICIF =
(CIM A em combinacao/CIM A) + (CIM B em combinac&o/CIM B) (JOHNSON et al,
2004) ou ICIF = (CIM A em combinac¢ao/CIM A) + (CIM B em combinacao/CIM B)

+ (CIM C em combinacao/CIM C) (DANNAQUI et al, 2004).
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Pythium insidiosum is a zoosporic organism which causes pythiosis in humans and animals.
This study aimed to report the paradoxical growth of Brazilian P. insidiosum strains when
submitted to in vitro susceptibility tests with caspofungin. The growth at concentrations
above the minimal inhibitory concentration {MIC) ranged from 16 to 128 pg/ml and itwas
observed in 50% of the isolates tested. This paradoxical growth in the presence of
caspofungin has been observed with Candida and Aspergillus strains, however, the
phenomenon involving comycetes was described here for the first time

@ 2010 Published by Elsevier BV.

1. Introduction

Pythium insidiosum, a fungus-like microorganism of the
Stramenopila kingdom, is the etiological agent of pythiosis
in mammals, a difficult disease to treat [Argenta et al.,
2008). Zoospore is the infecting form of the disease and is
the structure utilized to prepare the inoculum to repro-
ducible in vitro and in vive studies (Pereira et al., 2007).

Caspofungin is an echinocandin inhibitor of fungal cell
wall (1,3)-B-glucan synthesis {Deresinski and Stevens,
2003). It has the potential to be an effective drug for the
treatment of animals with pythiosis due to the high
content of B-glucan in the cell wall of comycetes (Pereira
et al, 2007). Some studies have demonstrated the
susceptibility of P. insidiosum to caspofungin and deter-
mined the minimalinhibitory concentration (MIC) (Pereira
et al., 2007; Brown et al, 2008). However, a minimum
effective concentration (MEC), defined in terms of mor-
phological alterations in hyphae (Espinel-Ingroff, 2003},
has not yet been determined for P. insidiosum isolates.

* Corresponding author ar: Campus UFSM, Prédio 20, sala 4139,97105-
900 Santa Maria, RS, Brazil, Tel.: +55 5532208906; fax: +5555 32208906,
E-mail address: hartzsa@smail.ufsm.br (5.H. Alves).

0378-1135/5 - see front matter & 2010 Published by Elsevier B.V.
doiz10.1016{jvermic 20 10.04.001

Recently, it has been reported that paradoxical turbid
growth of Candida albicans isolates may occur at high
concentrations, and this phenomenon has been registered
with several Candida spp. (Stevens et al, 2004; Perlin,
2007). Moreover, paradoxical growth has also been
described in species of Aspergillus (Soczo et al., 2007 ).

Thus, the aim of this study was to report the paradoxical
growth of Brazilian P. insidiosum strains.

2. Materials and methods

This study included 20 Brazilian P. insidiosum strains
obtained from horses with pythiosis [rom the South and
West-Center Regions of Brazil, The inocula consisted of P.
insidiosum zoospores in RPMI 1640 broth yielding a final
concentration of 2-3 x 10° zoospores/ml {Argenta et al,
2008},

Caspofungin  (MSD SHARP & DOHME GmbH,
Haar, Germany) was dissolved in sterile distilled water
and serially diluted in RPMI 1640 broth with dextrose
(CLSI, 2008) to yield final concentrations from 0.5 to
128 mgl.

The microdilution technique was performed in accor-
dance with the CL5I document M38-A2 (CLS], 2008), and all
tests were repeated to confirm the results. The criterion for
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caspofungin MIC was determined as the lowest drug
concentration at which no growth was evident compared
to the drug-free growth control (hyphae growth). Para-
doxical growth (PG) was defined as the lowest drug
concentration above the MIC at which growth was evident.
After 24 h of incubation at 37 °C, the MIC and PG were
assessed visually by the presence or absence of hyphae.

3. Results and discussion

The PG of P. insidiosum strains in RPMI 1640 broth
occurred at supra-MIC concentrations of caspofungin that
varied from 16 to 64 pg/ml, while the MICs were 4-32 g/
ml(Table 1). Among the isolates submitted for caspofungin
susceptibility testing, the frequency of the PG effect
reached 50%.

Some studies have been conducted showing the
susceptibility of P insidiosum to antifungal agents, includ-
ing caspofungin. Pereira et al. (2007) reported MIC of
caspofungin for 27 P. insidiosum isolates; however, they did
not report MECs or the paradoxical effect in such strains. In
the present work, we demonstrated the PG of P. insidiosum;
however, it was not possible to determine the MEC of this
oomycete because morphological alterations were not
detected in hyphae,

The same strains were tested in vitro with other
antifungal drugs, incuding itraconazole, vorconazole,
and terbinafine {Argenta et al., 2008), but the PG effect
was not observed.

PG of P. insidiosum was not observed in caspofungin
when aradial growth assay was used (Brown et al., 2008}
Currently, PG has been described only for Candida and
Aspergillus species. The mechanism that causes PG remains
unknown (Stevens et al, 2005), Some authors have

Table 1
Caspofungin MICs and PG characreristics of twenty clinical Pythium
insidiosum isolates.

Isolate MIC (pg/mi PG ( pg/ml®
LAPEMI 119 16 Md
LAPEMI 123 16 Md
LAPEMI 124 32 Md
LAPEMI 125 12 Md
LAPEMI 126 16 Nd
LAPEMI 129 16 Md
LAPEMI 130 32 Md
LAPEMI 135 16 64
LAPEMI 136 16 Md
LAPEMI 138 4 16
LAPEMI 144 4 Md
LAPEMI 147 16 Md
LAPEMI 148 8 2
LAPEMI 152 16 64
LAPEMI 175 16 64
LAPEMI 178 8 12
LAPEMI 187 R 32
LAPEMI 198 B kv
LAPEMI 205 4 16
LAPEMI 210 ] 32

ND: not detected.

* The MIC endpoint was based on the visual determination of the
loweest drug concentration at which no growth was evident.

" Dirug concentration above the MIC with visible growth compared to
the control growth.

suggested compensatory upregulation of the synthesis of
cell wall components as a possible mechanism {Stevens
et al., 2004} because high concentrations of caspofungin
appear to stimulate the production of chitin in fungi. Perlin
(2007} observed an increase (898%) in the chitin concen-
tration in the cell wall of a C. albicans strain that showed
PG. This increase seems to be a mechanism to compensate
for the reduction of B-1,3 and B-1,6 glucans due to the
action of caspofungin (Perlin, 2007 }.

However, chitin is not present in the cell wall of Pythium
(Alexopoulos et al., 1996), Therefore, in our opinion,
stimulation probably occurs in the production of another
cellular component such as cellulose, which is the main
cell wall component of this oomycete {Alexopoulos et al,,
1996).

The occurrence of PG in some P. insidiosum isolates and
its absence in others can be explained by the dependent-
isolate effect (Cantén et al, 2007). Cantén et al. {2007)
reported thatthe PG of Candida spp. strainsis more evident
when RPMI 1640 broth is the culture medium. Moreover,
the frequency of the paradoxical effect was species-,
isolate-, and medium-dependent (Canton et al., 2007). No
effect of the incubation time has been reported.

The abilities of subpopulations to survive at high drug
concentrations could have in vivo consequences { Stevens
et al., 2004). The in vivo significance of PG remains
unclear, since the drug levels required exceed normal
dosing levels (Perlin, 2007). It has been suggested that
cooperative action of caspofungin and a second drug
could eradicate the paradoxical effect {Stevens et al,
2004; Perlin, 2007 }.

In this study, we report, for the first time, the PG of P.
insidioswm isolates in vitro in the presence of caspofungin.
Similarly to other studies that have reported this
phenomenon in Candida and Aspergillus, the clinical
implications of this finding in P. insidiosum remain
unknown.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The present study investigated the in vitro inhibitory activity of terbinafine, itraconazole,
caspofungin, fluvastatin and ibuprofen against 15 isolates of Pythium insidiosum in double
and triple combinations and determined in vive correlations using rabbits with
experimental pythiosis, The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined in
accordance with the Clinical and Laboratory Standards Institute M 38-A2 protocol (2008),
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Keywords: and the in vitro interactions were evaluated using a checkerboard microdilution method.
Pythium insidiosum For the in vivo study, 20 rabbits inoculated with P. insidiosum zoospores were divided into
;l'erbrmiuu: four groups: group 1 was treated with terbinafine and itraconazole; group 2 was treated
”‘?LU'HZO_L with terbinafine, itraconazole and fluvastatin; group 3 was treated with terbinafine and
Caspofungin . 2 ST . A i

ihprofen caspofungin; and group 4 was the control group, Combinations of terbinafine with
Fluvastatin caspofungin or ibuprofen were synergistic for 47% of the isolates, and antagonism was not

Rabbits observed in any of the double combinations., The triple combinations were mostly
indifferent, but synergism and antagonism were also observed. In the in vive study, the
histological aspect of the lesions was similar among the groups, but group 2 showed the
lowest amount of hyphae and differed significantly from the other groups.

@ 2011 Elsevier B.V, All rights reserved.

1. Introduction lack of ergosterol in the cytoplasmic membrane (Grooters,

2003), which reduces the effectiveness of antifungal

Pythium insidiosum is pathogenic to mammals when
zoospores invade the host tissue (De Cock et al, 1987;
Mendoza etal., 1993). P. insidiosum causes pythiosis, which
is a chronic infectious disease that is primarily diagnosed
in horses, dogs and humans; however, it has also been
described in cattle, sheep, cats and wild species (Gaastra
et al., 2010). A unique characteristic of P. insidiosum is the

* Corresponding author, Tel.: +55 55 32208906; fax: +55 55 32208906,
E-mail address: janio.santurio@gmail.com (.M. Santurio).

0378-1135/8 - see front matter @ 2011 Elsevier BV. All rights reserved.

doE 101016 /L.vetmic2011.12.003

therapies in different species. Nevertheless, a pharmaco-
logical cure is occasionally achieved (Shenep et al., 1998).

Studies of P. insidiosum susceptibility have been
developed to find treatments for this disease through
chemotherapy; however, the present study was the first
study in vitro and in vivo to use a triple combination of
antifungal and nonantifungal drugs. The lack of effective
therapeutic alternatives for pythiosis has increased the
interest in investigating the activity of nonantifungal
agents and their associations with other agents, including
antifungal drugs (Cavalheiro et al., 2009b). The association

Please cite this article in press as: Argenta, |.5., et al., In vitro and in vivo susceptibility of two-drug and three-drug
combinations of terbinafine, itraconazole, caspofungin, ibuprofen and fluvastatin against Pythium insidiosum. Vet.
Microbiol. (2011), doi:10.1016/j.vetmic.2011.12.003
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ofantifungal agents, mainly azoles, with ibuprofen or statins
to treat Candida spp., Cryptococcus neoformans and Asper-
gillus spp. hasdemonstrated synergistic effects in vitro(Chin
et al., 1997; Pina-Vaz et al,, 2005; Qiao et al., 2007 ).

The aims of the present study were to investigate the in
vitro inhibitory activity of two-drug and three-drug
combinations of terbinafine (TRB), itraconazole (ITC),
caspofungin (CAS), fluvastatin (FVT) and ibuprofen (IBP)
against 15 isolates of P. insidiosum and determine in vivo
correlations of the same in vitro associations in rabbits
with experimental pythiosis.

2. Materials and methods
2.1. In vitro susceptibility tests

The present study included 15 Brazilian P. insidiosum
strains that were isolated from horses (13 strains) with
pythiosis and rabbits (2 strains) with experimental pythio
sis. The identities of these isolates were confirmed by a PCR
based assay (Rodrigues et al., 2006). The inocula prepared
for susceptibility tests consisted of P. insidiosum zoospores
that were obtained following a zoosporogenesis technique.
Zoospores were counted in a Neubauer hemacytometer,
diluted in RPMI 1640 broth containing r-glutamine and
buffered to pH 7.0 with 0.165 MMOPS. The final concentra
tion ranged from 2 to 3 x 10*zoospores/ml (Pereira et al.,
2007; Argenta et al., 2008) for all susceptibilities tests.

The drugs tested included TRB(Novartis, 0.25-32 mg/l),
ITC (Sigma Pharma, 0.25-64mg/l), CAS (Merck, 05
128 mg/l), FVT (Novartis, 1-64 mg/l) and IBP (Whitehall,
4-1024 mg/(l). The minimal inhibitory concentrations
(MICs) were determined by the Clinical and Laboratory
Standards Institute M-38A2 protocol (microdilution
method) (CLSI, 2008). For the double combinations, a
two-dimensional checkerboard with twofold dilutions of
each drug(Cuenca-Estrella, 2004) was used for the study of
TRB with ITC, CAS, FVT or IBP and ITC with FVT or IBP. The
triple combinations (TRB-ITC-FVT, TRB-ITC-IBP, TRB
ITC-CAS and TRB-FVT-CAS) were tested by a three
dimensional checkerboard technique where the third drug
was added at a single concentration on each plate. Each
well of the microtiter plates contained 100l of the
diluted drug concentrations (150 pl for the triple combi
nations) and was inoculated with 100 pl of the inoculum
suspension (50l for the triple combinations). This
method resulted in a final volume of 200 pl. The MIC
readings were visual and assessed the presence (ie.,
growth) or absence of hyphae after a 24-h incubation at
37 °C. The MIC-0 was used as the reading criteria for this
study, which was the lowest drug concentration at which
no growth was evident compared with the positive control
(hyphae under optimal growth conditions).

Based on the fractional inhibitory concentration index
(FICI), interactions were interpreted as synergistic
(FICI < 0.5), indifferent (0.5 <FICI<4) or antagonistic
(FICI =4) (Johnson et al., 2004) using the formula:
FICI=(MIC A in combination/MIC A alone)+(MIC B in
combination/MIC B alone) +(MIC C in combination/MIC C
alone), where MIC A, MIC B and MIC C indicate the MICs of
drugs A, B and C, respectively (Dannaoui et al., 2004). For

double combinations, the third term (C) of the equation
was omitted. Off-scale MICs were converted to the next
higher dilution for calculation purposes.

2.2. Animal model

The in vivo study included twenty three-month-old
males New Zealand rabbits that were experimentally
infected with P. insidiosum strain from horse to evaluate
the efficacy of three different treatments for pythiosis. The
inoculum consisted of P. insidiosum zoospores that were
obtained following a zoosporogenesis technique. Zoos
pores were counted in a Neubauer hemacytometer and
diluted in sterile distilled water. All animals received 1 ml
of inoculum, which contained approximately 20,000 viable
P. insidiosum zoospores, subcutaneously in the right costal
region as previously described (Santurio et al., 2003;
Pereira et al,, 2007). Rabbits inoculated with P. insidiosum
zoospores were divided into four groups with five animals
in each: group 1 was treated with TRB+ITC, group 2 was
treated with TRB+ITC +FVT, group 3 was treated with
TRB+ CAS and group 4 was the control group. Treatment
started on the 30th day after inoculation. Rabbits in group
1 were treated with 125 mg/day terbinafine and 5 mg/kg/
day itraconazole by gavage for 60 days. Rabbits in group 2
were treated with 125 mgfday terbinafine, 5 mg/kg/day
itraconazole and 1mg/kg/day fluvastatin by gavage for
60 days. The rabbits in group 3 were treated with 125 mg/
day terbinafine by gavage and 1 mg/kg/day caspofungin by
intraperitoneal injection for 28 days. The drugs were
dissolved in sterile distilled water. Group 4 (control) did
not receive any treatment. Inoculated rabbits were
checked every seven days by measuring the subcutaneous
nodular area (cm?) using a sliding calliper, and blood
samples were obtained every 15days by intracardiac
puncture to examine the plasma concentration of TRB and
ITC (groups 1 and 2) (Hurtado et al., 2009).

The rabbits were necropsied at the end of the treatments.
Representative fragments of the subcutaneous lesions were
fixed in 10% buffered formalin, routinely processed for
histopathologic evaluation, and stained with hematoxylin
and eosin (H&E) or Grocott's stain. An Olympus Oly-200
color video camera coupled to a BX51/BX52 Olympus
binocular microscope was used to capture images, as
described by Pereira et al. (2008). Images were acquired
at400:x magnification. Hy phae were quantified using Alpha
Ease FC software (Alpha Innotech Corporation version 4.0),
and five microscopic fields were used for each slide. The
images were converted into 255 greyscale intensities. Adark
intensity range (values 0-175), which corresponded to
hyphae stained by silver in Grocott's stain, was selected
using a selection tool. The data obtained were submitted to
statistical analysis. The procedure was approved by the
Animal Welfare Committee of the Federal University of
Santa Maria.

2.3. Statistical analysis
The lesional areas of each group were measured every

7 days. After each measurement was made, the average
was calculated for each group, and the areas were

Please cite this article in press as: Argenta, ].S., et al, In vitro and in vivo susceptibility of two-drug and three-drug
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converted to percentages using the methodology pre-
viously described by Santurio et al. (2003 )and Pereira et al.
(2007, 2008). The data were subjected to tests of normality
and homoscedasticity after processing.

When these assumptions were satisfied, an analysis of
variance and the F test were performed using a significance
level of 5%, A Tukey test was conducted when differences
between the treatments were detected. Regression analyses
regarding the dates of the measurements were also
performed, and adjustments to the polynomial model were
performed to the third order, The analyses were performed
using the SAS software package (SAS Institute, Inc., Cary, NC,
2001).

3. Results
3.1. In vitro

The in vitro susceptibilities of P. insidiosum to individual
drugs (TRB, ITC, CAS, IBP and FVT) are listed in Table 1.
Terbinafine showed the best activity of the drugs. Indeed,
the MIC ranged from 2 to 16mg/l, and the minimal
concentration to inhibit the growth of 90% of the isolates
was 8 mg/l. Interestingly, IBP and FVT did not show
antifungal activity.

The susceptibilities of P. insidiosum to double combina-
tions are shown in Table 2. The combinations of TRB + CAS
and ITC +1BP exhibited synergistic effects against seven
(46.7%) P. insidiosum isolates, and the combination of
TRB +ITC was synergistic against six (40%) isolates. In
addition, the combination of TRB and IBP as well asTRB and
FVT each exhibited synergistic effects against only one
(6.7%) isolate, whereas the combination of ITC plus FVT
was synergistic against two isolates { 13.3%). Antagonistic
effects were not observed in two-drug association.

The triple combination of TRB +I1TC + IBP was synergis-
tic against six (40%) isolates, and TRB+ITC+FVT was
synergistic against three (20%) isolates. Interestingly, the
combinations of TRB+ITC+CAS and TRB+FVT+ CAS
exhibited synergistic effects against only one (6.7%) strain
(Table 3). Antagonistic effects were noted in triple
combinations of TRB+ITC+FT (20%), TRB+ITC+IBP
(6.7%), TRB + ITC + CAS (6.7%) and TRB+ FVT + CAS (6.7%).

3.2. In vivo

The rabbits developed granulomatous subcutaneous
nodules 20 days after inoculation of the zoospores, and the

Table 1
In wvitro susceptibility of Pythium insidiosum (n=15) to terbinafine,
itraconazole, caspofungin, ibuprofen and fluvastatin.

Antifungal agent MIC (mg/l)

Range” Maode MICsg" MICaa®
Terbinafine 2-16 & 8 &
Itraconazole 16->32 =16 32 =32
Caspofungin 8-128 16 16 G4
Ibuprofen 128-1024 512 512 1024
Fluvastatin 32-=128 G4 G4 G4

* Range between the lowest and highest MICs for all isolates.
P Minimal concentration to inhibit the growth of 50% of the isolates.
* Minimal concentration to inhibit the growth of 90% of the isolates.

Table 2

In vitre susceptibility of Pythium insidiosum (n = 15) to terbinafine combined with itraconazole, ibuprofen, fluvastatin or caspofungin and itraconazole combined with fluvastatin or ibuprofen.

MIC of combination (mg/l)

Isolate”

IBP FIC1

ITc

T FICI

ITC

FICI TRBE FVT FICI TRB CAS FICI
(

IBP

TRB

ITC lald

TRE

(Interp.)

Interp.)

'y
It

{Interp.)
0.5(5)

Interp.)

r
\

{Interp.)
0.3(5)

(Interp.)®

0.3(5)

16

0.25

i)

2

0 0y = =
oo

256

0.5

2

2

124

2.3(1)
11)

8

32
=64
=64
8

3
=32
3

demad

1
=16
1

0o
M

8 0.5(5)
8

16

0.5

8

0.25
0.

0.
0.2
2

]
(5]

]

]

i
i
"
i
{

2
0.5
2
2
1

{

32

2
4
2
4
4

129
135
138
148
152

5)

o= o
ARESER =
cocmeo &
=
ARR3ERRTE
A= A
D — e

3)

{

0.2

G4
32
G4
4
= =16
=3 =064
16
16
2

5]
5]
0.5(5)

0.6(1)
1.5(1)
0.
0.3
1{
2.1

2
05
6
8
4
6
8
16
16

0.25
0.25
1
2

1]
1.5(1)
0.8(1)
2.5(1)

.

0.6(1)
1

1.3(1)
0.8(1)

3(1)

32
32
&
16
32
i
32
B
32

1.3(1)

20 o0 00 o0 00 0O
AR R R
R g R ks R

I
I

]

(o

]
5
(5)

0.5
0.5
0.5
1
0.5 1
0.5 1
0.5 1
0.5 0.5
0.5 0.5

4
1
4
2
2
8
8
4
8

178
187
198
205
210
216
223
2o
28

LAPEM

LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM

LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM
LAPEM

* LAPEMI, Laboratorio de Pesquisas Micoldgicas.

concentration index.

¢ Interp,, interpretation; S, synergistic; I, indifferent
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Table 3

In vitro susceptibility of Pythium insidiosum {n=15) against the triple combinations of terbinafine, itraconazole and fluvastatin; terbinafine, itraconazole and ibuprofen; terbinafine, itraconazole and caspofungin;

terbinafine, fluvastatin and caspofungin.
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nterp., interpretation; S, synergistic; 1, indifferent; A, antagonistic,
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areas ranged from 0.9 to 60 cm? by the end of treatments.
One rabbit from group 1 and one rabbit from group 2 died
between the 5th and 6th weeks after inoculation. Two
animals from group 3 that were necropsied at the end of
the treatment had pythiosis lesions in the lungs and
kidneys.

The lesional areas were compared at the end of the
treatments using the Tukey test. Group 2 differed from the
other groups (P« 0.0001), but there were no other
differences between groups. From the regression analysis
of the lesional measurements, group 1 did not fit any
regression model and presented an average value of 15.60%
relative to the size of the lesions. However, group 2
(Y=4.5686 — 2.8199x + 0.0467x°, R?=64.11%; P=0.0095)
presented a quadratic response with smaller lesional sizes,
as observed on the 30th day after the initiation of
treatment in the animals. Similarly, group 3
(Y=26.12+2.535x — 0.03758x%, R®*=52.05%; P=0.042)
presented a quadratic response with greater lesional sizes
at the 34th day after the initiation of treatment, while
group 4 (Y=1.3217x+5.7892, R*=52.46%; P=00178)
showed an increasing linear response with an increase
of 1.3217% in size per day of treatment.

Although the histological aspects of the lesions were
similar in all groups, there was variation in the number of
P. insidiosum hyphae when we used Grocott's stain. The
histopathology of the lesions stained with H&E revealed
the presence of multifocal to coalescent necrotic areas,
which were delimited by inflammatory infiltrates that
predominantly consisted of polymorphonuclear lympho-
cytes. Hyphae-like structures surrounded by eosinophilic
material could be observed in the necrotic areas and
corresponded to Splendore-Hoeppli phenomenon. Inflam-
matory infiltrate was composed of eosinophils, plasma
cells, lymphocytes, macrophages, epithelioid cells and
Langhans’ giant cells. Some of these giant cells had hyphae
in their interior.

The use of Grocott’s stain resulted in the observation of
irregular hyphae like structures that were ramified and
occasionally septate, In addition, these structures had thick
brown walls and were primarily located in the centre of
pyvogranulomas. Morphometric analysis demonstrated
that the lesions in the rabbits of group 4 (control group)
had a greater number of hyphae compared with the lesions
in the rabbits treated with terbinafine, itraconazole and
fluvastatin (group 2) (P < 0.05).

4. Discussion

The lack of an adequate therapy for pythiosis has
encouraged the search of new proposals. Based on previous
studies focusing on antimycotics from different clones or
antifungal plus nonantifungal agents for fungi showing
primary or acquired resistance, we performed in vitro
studies to investigate the efficacy of various drug
combinations against P. insidiosum (Arai et al., 2005).

P. insidiosum isolates exhibited different degrees of
sensitivity to statin, ibuprofen and antifungal agents. The
nonantifungal agents showed weak antifungal activity
against P. insidiosum when tested alone. When the
nonantifungal agents were tested in combination with
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antifungal agents, the MIC values were smaller than the
individual MICs. The MICs of ibuprofen alone and in
combination with other drugs ranged from 138 to
1024 mg(l and 2 to 256 mg/l, respectively. Fluvastatin
individual MICs ranged from 32 to =128 mg/l, whereas the
MICs of fluvastatin in all combinations tested ranged from
1 to =64 mg/l. Prior studies have shown that a concentra
tion of 1 mg/l of fluvastatin is clinically relevant (Nash
et al., 2002).

At concentrations between 64 and 128 mg/1, fluvastatin
caused a 100% inhibition of growth (no visible growth) for
Candida albicans, Candida tropicalis and Candida parapsilosis
(Chin et al., 1997). In addition, a separate study found that
fluvastatin demonstrated an MIC above 2 mg/l against
eight isolates of C. albicans when this statin was evaluated
in combination with fluconazole (Nash et al., 2002). These
authors also suggested that the lack of synergism between
fluconazole and fluvastatin was due to the low concentra
tions of fluvastatin used in the study.

The cholesterol-lowering drug fluvastatin has been
reported to exhibit synergistic interactions with azoles
against Candida and filamentous fungi (Chin et al,, 1997).
The mechanism of antifungal activity, however, is not
clear. Combinations of statins and itraconazole were also
tested against Aspergillus species, but the MICs of statins
were extremely high (4-=256mg/l) and exceeded the
plasma concentrations achievable in clinical doses (Qiao
et al., 2007).

Ibuprofen possesses a potent fungicidal activity by
causing membrane lesions and blocking efflux pumps;
however, lower concentrations of ibuprofen are fungistatic
(Pina-Vaz et al., 2005). Several studies examining the
combination of fluconazole and ibuprofen observed a
synergistic effect, primarily in fluconazole-resistant C
albicans strains (Pina-Vaz et al, 2005; Arai et al., 2005);
however, there are not much data on the possible
interactions between fluconazole and nonsteroidal anti
inflammatory drugs (Hynninen et al., 2006).

Terbinafine plus ibuprofen was indifferent for 93.3% of
isolates studied. Cavalheiro et al. (2009b) showed similar
results for metronidazole, rifampicin, ibuprofen, fluvasta
tin and amphotericin B alone or in double association with
terbinafine. Interestingly, Cavalheiro et al. (2009b) found
41.18% and 17.65% synergism for the combinations of
terbinafine and amphotericin B and terbinafine and
ibuprofen, respectively. A previous report of the combina
tion of terbinafine and fluvastatin showed antagonism and
indifference, but not synergism (Cavalheiro et al., 2009b),
which differed from the present study where one isolate
was synergistic and no antagonism was observed.

In another study, Cavalheiro et al. (2009a) found 41.18%
synergism for the combination of terbinafine plus caspo
fungin. In agreement with this finding, the present study
found that the combination of terbinafine and caspofungin
had a synergistic effect in over 45% of the samples. The
different mechanisms of action of echinocandin and
allylamine antifungal agents make them likely candidates
for combination therapy because echinocandins inhibit the
synthesis of 1,3-B-p-glucan and allylamines inhibit the
synthesis of ergosterol by inhibiting squalene-epoxidase
(Ghannoum and Rice, 1999). Although we found that the

combination of terbinafine plus itraconazole exhibited
synergistic effects in 40% of isolates, another study using
the same drugs with a macro technique only observed
synergism in 17% of isolates (Argenta et al., 2008).

In the present work, which describes the first results of
the use of antifungal and nonantifungal agents in triple
combinations against P. insidioswm in vitro and in vivo, the
triple combinations tested displayed a synergistic effect
and indifference against the studied isolates. Statins have
been shown to exert potent antifungal activities against a
wide wvariety of clinically important fungal pathogens
(Nyilasi et al., 2010), and the combination of fluvastatin
with terbinafine, itraconazole or caspofungin resulted in
synergistic effects. The extent of inhibition was higher
when terbinafine, itraconazole and fluvastatin were
applied together. Indeed, the combination of terbinafine,
itraconazole and fluvastatin was synergistic against 20% of
the isolates, which was the second most effective triple
combination.

The C,,,, for fluvastatin after doses of 20-40 mg/day
ranged from 100 to 300 ng/ml in plasma (Nash et al., 2002).
Interestingly, a previous study found that the concentra
tion of other statins needed to inhibit Aspergillus fumigatus
growth was higher than the therapeutic concentration
(58 mg/(l for atorvastatin and 0.4 mg/l for simvastatin)
(Qiao et al., 2007).

The in vivo experiments were developed based on the
best results of previous in vitro studies that assessed
various treatment combinations. Drug combinations that
included ibuprofen were not used in rabbits because of the
severe gastritis that is caused by repeated doses of this
drug (Hynninen et al., 2006).

Although the morphometric analysis demonstrated
that the lesions in the rabbits of the control group had a
greater number of hyphae compared with the lesions in the
rabbits of the treated groups, only one rabbit in the group
treated with terbinafine, itraconazole and fluvastatin was
cured (i.e., complete disappearance of the lesion at
necropsy). In part, this result can be explained by the
plasma levels of terbinafine and itraconazole (Hurtado
et al, 2009), which were far below the desired levels.
Additionally, one study demonstrated that treatment with
acombination of terbinafine and itraconazole cured a child
with ophthalmic pythiosis(Shenep et al., 1998; Sudjaritruk
and Sirisanthana, 2011). Serum levels of itraconazole
following treatment with terbinafine and itraconazole
ranged from 1.0 pg/ml to 2.1 pg/ml after an oral dose of
8mg/kg/day (Shenep et al., 1998). Another study found
that oral administration of terbinafine, a saturated solution
of potassium iodide and amphotericin B successfully
treated the cutaneous form of pythiosis (Lachapensang
et al., 2009).

Although one study showed that caspofungin elicited
fungistatic activity in rabbits with experimental pythiosis
(Pereira et al., 2007), the combination of terbinafine and
caspofungin in vivo had not been previously described. The
in vitro results of the present study prompted us to
investigate the combination of terbinafine and caspofun
gin in rabbits.

In conclusion, based on the in vitro and in vivo data
reported here, the present study demonstrated a weak
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correlation between in vitro findings and the responses
generated by the rabbits; however, the triple combinations
of drugs deserve attention and provide as a new
chemotherapy therapeutic alternative for pythiosis.
Furthermore, other studies using these and other drugs
against diverse P. insidiosum strains will be needed for a
better understanding of this species’ susceptibility.
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FIGURA SUPLEMENTAR DO ARTIGO 2 (NAO INCLUIDA PARA P UBLICACAO)
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Figure 1. Percent variation of subcutaneous lesioned areas in rabbits
experimentally inoculated with Pythium insidiosum and treated with a combination
of terbinafine and itraconazole (group 1); terbinafine, itraconazole and fluvastatin
(group 2); terbinafine and caspofungin (group 3), or control (group 4).
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4. DISCUSSAO

A falta de uma terapia adequada para pitiose tem incentivado a busca de
novas propostas. Baseados em estudos in vitro focando diferentes antimicéticos
ou agentes antifingicos combinados a nao-antifiUngicos, nds investigamos a
eficacia de varias combinacdes de farmacos contra P. insidiosum.

Isolados de P. insidiosum apresentaram diferentes graus de sensibilidade
ao ibuprofeno, a estatina e aos agentes antifiingicos. Os agentes ndo-antifingicos
mostraram fraca atividade antifungica contra P. insidiosum quando testados
sozinhos. Quando os agentes nao-antifingicos foram testados em combinacéo
com antifingicos, a CIM foi menor do que as CIMs individuais. As CIMs de
ibuprofeno isoladamente e em combinacdo com outros farmacos variaram de 128
a 1024 mg/l e 2 a 256 mg/l, respectivamente. As CIMs individuais da fluvastatina
variaram de 32 a >128 mg/l, enquanto que as CIMs da fluvastatina em todas as
combinacgfes testadas variaram de 1 a >64 mg/l. Estudos anteriores mostraram
gue uma concentracdo de 1 mg/l de fluvastatina é clinicamente relevante (NASH
et al., 2002).

Concentracgoes de fluvastatina entre 64 e 128 mg/l causaram uma inibicdo
do crescimento de 100% (sem crescimento visivel) para Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida parapsilosis (CHIN et al., 1997). Além disso, em
outro estudo a fluvastatina demonstrou uma CIM acima de 2 mg/l contra oito
isolados de C. albicans quando esta estatina foi avaliada em combinagdo com

fluconazol (NASH et al., 2002). Esses autores também sugeriram que a auséncia
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de sinergismo entre fluconazole e fluvastatina foi devido a baixa concentracéo de
fluvastatina utilizada no estudo.

A fluvastatina, farmaco redutor de colesterol, tem sido relatada com
interacdes sinérgicas com azois contra Candida spp. e fungos filamentosos (CHIN
et al.,, 1997). O mecanismo da atividade antifingica, no entanto, ndo é claro.
Combinacdes de estatinas e itraconazol também foram testados contra espécies
de Aspergillus spp., mas as CIMs das estatinas foram extremamente elevadas (4 a
>256 mg/l) e superou as concentracbes plasmaticas encontradas em doses
clinicas (QIAO et al., 2007).

O ibuprofeno possui uma potente atividade fungicida, causando lesbes da
membrana e bloqueio de bombas de efluxo; no entanto, baixas concentracdes de
ibuprofeno séo fungistaticas (PINA-VAZ et al, 2005). Em varios estudos sobre a
combinacdo de fluconazol e ibuprofeno foi observado um efeito sinérgico,
principalmente em isolados de C. albicans resistentes ao fluconazol (PINA-VAZ et
al, 2005; ARAI et al, 2005); entretanto, ndo ha muitos dados sobre as possiveis
interacdes entre fluconazol e anti-inflamatorios ndo-esteroidais (HYNNINEN et al.,
2006).

A associacao terbinafina + ibuprofeno foi indiferente para 93,3% dos
isolados estudados. Cavalheiro et al. (2009b) mostraram resultados similares para
metronidazol, rifampicina, ibuprofeno, fluvastatina e anfotericina B isoladamente
ou em associagao dupla com terbinafina. Curiosamente, Cavalheiro et al. (2009b)
encontraram 41,18% e 17,65% de sinergismo para as combinagdes de terbinafina
e anfotericina B ou ibuprofeno, respectivamente. Ainda neste estudo, a

combinacgédo de terbinafina e fluvastatina mostrou antagonismo e indiferenca, mas
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nao sinergismo (CAVALHEIRO et al., 2009b), o que difere do presente estudo, no
gual um isolado teve resultado sinérgico e nao foi observado antagonismo.

Em outro estudo, Cavalheiro et al. (2009a) encontraram 41,18% de
sinergismo para a combinacédo de terbinafina e caspofungina. De acordo com este
achado, o presente estudo constatou que a combinacdo de terbinafina e
caspofungina teve efeito sinérgico em mais de 45% das amostras. Os diferentes
mecanismos de acdo das equinocandinas e alilaminas tornam estes agentes
antifingicos provaveis candidatos para uso em combinagdes terapéuticas, pois as
equinocandinas inibem a sintese de 1,3-B-D-glucana e as alilaminas, a sintese de
ergosterol, inibindo esqualeno epoxidase (GHANNOUM & RICE, 1999). Embora
ndés tenhamos encontrado efeitos sinérgicos em 40% dos isolados frente a
combinacgdo de terbinafina mais itraconazol, em um outro estudo com a mesma
associagdo utilizando uma técnica de macrodiluicdo foi observado sinergismo
somente em 17% dos isolados (ARGENTA et al., 2008).

Ainda, no presente estudo, foi observado o efeito paradoxal de alguns
isolados de P. Insidiosum frente a caspofungina quando testada isoladamente. No
entanto, Brown et al. (2008) n&o observaram crescimento paradoxal de P.
insidiosum testando caspofungina através de um ensaio de crescimento radial.
Atualmente, o efeito paradoxal tem sido descrito apenas para espécies de
Candida e Aspergillus. O mecanismo que provoca 0 crescimento paradoxal
permanece desconhecido (STEVENS et al., 2005). Alguns autores tem sugerido
regulacdo compensatoria da sintese de componentes da parede celular como um
possivel mecanismo (STEVENS et al., 2004), porque altas concentracbes de

caspofungina parecem estimular a producéo de quitina em fungos.



63

Perlin (2007) observaram um aumento (898%) na concentracao de quitina
na parede celular de uma cepa de C. albicans, que mostrou crescimento
paradoxal. Este aumento parece ser um mecanismo para compensar a reducao de
B-1,3 e B-1,6 glucanas devido a acdo da caspofungina. No entanto, a quitina nédo
esta presente na parede celular de Pythium spp.(ALEXOPQOULOS et al., 1996).
Portanto, provavelmente h& estimulacdo de outro componente celular, como
celulose, que é o componente principal da parede celular deste oomiceto
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

A ocorréncia do crescimento paradoxal em alguns isolados de P. insidiosum
e sua auséncia em outros pode ser explicada pelo efeito isolado-dependente.
Canton et al. (2007) relataram que o crescimento paradoxal de isolados de
Candida spp é mais evidente quando o caldo RPMI 1640 é o meio de cultura.
Além disso, a frequéncia do efeito paradoxal foi dependente da espécie, da
amostra e do meio. Nenhum efeito do tempo de incubacgéo tem sido relatado.

As habilidades de subpopulacfes sobreviver em concentracdes elevadas
do farmaco poderiam ter consequéncias in vivo (STEVENS et al.,, 2004). O
significado in vivo do efeito paradoxal permanece incerto, uma vez que 0s niveis
de droga necesséarios excedem os niveis normais de dosagem (PERLIN, 2007).
Tem sido sugerido que a acao cooperativa de caspofungina e uma segunda droga
pode erradicar o efeito paradoxal (STEVENS et al. 2004, PERLIN, 2007).

No presente trabalho, o qual descreve os primeiros resultados do uso de
antifingicos e ndo-antifingicos em combinacdes triplas contra o P. insidiosum in
vitro e in vivo, as combinacdes triplas testadas exibiram um efeito sinérgico e

indiferenca contra os isolados estudados. As estatinas tem exercido potente



atividade antifingica contra uma grande variedade de patdgenos fungicos
clinicamente importantes (NYILASI et al., 2010), e a combinagéo de fluvastatina
com terbinafina, itraconazol ou caspofungina resultou em efeitos sinérgicos. A
extensdo da inibicdo foi maior quando a terbinafina, itraconazol e fluvastatina
foram aplicados em conjunto. Na verdade, a combinacdo de terbinafina,
itraconazol e fluvastatina foi sinérgica contra 20% dos isolados, sendo a segunda
combinacéo tripla mais eficaz.

A Cmax para a fluvastatina apés doses de 20-40 mg/dia variou entre 100-
300 ng/ml no plasma (NASH et al., 2002). Curiosamente, um estudo anterior
descobriu que a concentracdo de outras estatinas necessarias para inibir o
crescimento de Aspergillus fumigatus foi maior do que a concentracéo terapéutica
(58 mg/l para a atorvastatina e de 0,4 mg/l de sinvastatina) (QIAO et al., 2007).

O experimento in vivo foi desenvolvido com base nos melhores resultados
do estudo prévio in vitro que avaliou varias combinacbes de tratamentos.
Combinacdes de drogas que incluiam o ibuprofeno ndo foram utilizadas nos
coelhos devido a gastrite severa que é causada por doses repetidas dessa droga
(HYNNINEN et al., 2006).

Embora as analises morfométricas demonstraram que as lesbes nos
coelhos do grupo controle apresentou um maior niumero de hifas em comparacéo
com as lesdes nos coelhos dos grupos tratados, apenas um coelho no grupo
tratado com terbinafina, itraconazol e fluvastatina foi curado (ie, desaparecimento
completo da lesdo no momento da necropsia). Em parte, este resultado pode ser
explicado pelos niveis plasmaticos de terbinafina e itraconazol (HURTADO et al.,

2009), que foram muito abaixo dos niveis desejados. Além disso, estudos
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demonstraram que o tratamento com uma combinagao de terbinafina e itraconazol
curou uma crianga com pitiose oftalmica (SHENEP et al, 1998;. SUDJARITRUK &
SIRISANTHANA, 2011). Os niveis séricos de itraconazol apos o tratamento com
terbinafina e itraconazol variou de 1,0 pg/ml a 2,1 ug/ml apés uma dose oral de 8
mg/kg/dia (SHENEP et al., 1998). Outro estudo demonstrou que a administracao
oral de terbinafina, uma solucéo saturada de iodeto de potassio e anfotericina B foi
utilizada com sucesso para tratar a forma cutanea de pitiose (LAOHAPENSANG et
al., 2009).

Embora Pereira et al. (2007) tenham demonstrado a atividade fungistatica
da caspofungina em coelhos com pitiose experimental, a combinacdo de
terbinafina e caspofungina in vivo ndo havia sido investigada anteriormente. Os
resultados deste estudo nos levou a investigar a combinacdo de terbinafina e

caspofungina em coelhos. No entanto os resultados nao foram os esperados.
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5. CONCLUSOES

1. A terbinafina testada individualmente mostrou-se fungicida in vitro, mas os
demais farmacos testados sozinhos ndo evidenciaram atividade fungicida
frente aos isolados de P. insidiosum estudados;

2. A caspofungina demonstrou crescimento paradoxal em alguns isolados de
P. insidiosum em testes de suscetibilidade, ndo apresentando o mesmo
efeito quando este farmaco foi testado em associacbes com outros
farmacos;

3. Nas associacbes duplas in vitro obteve-se a maior eficacia quando se
testou terbinafina+caspofungina e itraconazol+ibuprofeno e nas
combinag®es triplas quando se testou terbinafina, itraconazol e ibuprofeno,
seguida da associacéo de terbinafina, itraconazol e fluvastatina;

4. Houve fraca correlagéo entre os achados in vitro e in vivo, onde apenas um
coelho, tratado com a associacdo terbinafina, itraconazol e fluvastatina,
obteve cura clinica confirmada pelo desaparecimento da lesédo apdés

necropsia.
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