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RESUMO

O Pythium insidiosumé um fungo zoospoérico que

manutengdo nos niveis de 1gG e foram estatisticamente
superiores ao grupo controle, que apresentou declinio nos niveis
de anticorpos. Os resultados demonstraram a capacidade dos

se desenvolve em locais alagadigos e que pode infectar humanos adjuvantes testados em potencializar e prolongar a resposta

e animais, principalmente equinos. A infec¢cdo natural nesta
espécie resulta em pitiose clinica, uma doenga granulomatosa de
dificil tratamento. Uma das opcdes terapéuticas é a imunoterapia
com antigenos obtidos de culturas do agente. Com o objetivo de
avaliar o efeito de adjuvantes na resposta sorolégica a antigenos
do P. insidiosum 24 coelhos divididos em 4 grupos foram
imunizados com antigeno macerado de micélio (AMM) associado
a trés adjuvantes. Grupo I: hidroxido de aluminio; grupo II:
adjuvante de Freund; grupo lll: 6leo mineral e grupo IV: agua
destilada -controle. Os tratamentos foram avaliados a diferentes
intervalos, quanto a capacidade de induzir a producdo de
imunoglobulinas especificas da classe G, através da técnica de
ELISA. Na fase 1, os animais receberam trés doses do imunégeno
(dias zero, 14 e 28) e foram avaliados sorologicamente nos dias
14, 21, 28 e 35. Nessa fase, os adjuvantes oleosos (Gll e IlI)
induziram niveis de anticorpos estatisticamente superiores aos
induzidos nos grupos | e IV. Durante a fase 2 (dias 42 a 120),
cada grupo foi subdividido em dois; sendo um subgrupo mantido
em tratamento (imunizag6es adicionais nos dias 42, 56, 68 e 82) e
0 outro tendo o tratamento interrompido apés®ai8se (dia 28).

Nos subgrupos mantidos em tratamento, os niveis de anticorpos
dos grupos imunizados com adjuvantes foram estatisticamente
superiores aos induzidos no grupo GIV (controle). Nos coelhos
com tratamento interrompido, os grupos |, Il e Il apresentaram

humoral aos antigenos d@. insidiosum O uso de adjuvantes
associado aos atuais imundgenos pode aumentar os indices de
cura em equinos submetidos a imunoterapia, assim como
viabilizar sua utilizagdo como preventivo.

Palavras-chave Pythium insidiosum imunoterapia, adjuvantes,
coelhos, ELISA.

SUMMARY

Pythium insidiosumis a zoosporic fungi living in
flooded areas which can infect humans and animals. Natural
infection in these species results in clinical pythiosis, a
granulomatous disease of difficult treatment. Immunotherapy with
antigens obtained from cultures of the agent is a promising
alternative therapy. In order to evaluate the effect of adjuvants in
the immunologic response B insidiosumantigens, 24 rabbits
were assigned to four groups and immunized with mycelian mass
antigen with each of there adjuvants. Group I: aluminum
hydroxide; group Il: Freund’s adjuvant; group Ill: mineral oil
and group IV: distilled water-control. The effects of the adjavants
were evaluated by measuring the levels of anti-pythium
imunoglobulin G (IgG) produced by the immunized rabbits at
different time-points after immunization, using an ELISA test.
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During phase 1, the animals were immunized three times (days insucesso no tratamento (FOIL, 1996). O tratamento

zero, 14 an'd 28} and serologically tested at days 14, 2.1,'28 and cirGrgico requer a excisdo de toda area afetada,
35. The oil adjuvants (groups Il and Ill) were statistically . . e N
superior to groups | and IV. During phase 2 (from day 42 to 120) POrém isso € dificultado pelas estruturas anatbmicas

each group was subdivided in two, with one subgroup having envolvidas, principalmente nos membros (MILLER,
additional immunizations at days 42, 56, 68 and 82 and the other 1981). A eficiéncia de coelhos como modelo

having the treatment interrupted. = Among the rabbits with oy nerimental para estudo da pitiose foi demonstrado
continued immunizations, groups |, Il and Il (adjuvants) had

statistically higher IgG levels than GIV. Among rabbits with por MILLER & CAMPBELL (1983)-
interrupted treatment, Gl, Gll and presented stable IgG levels A imunoterapia tem demonstrado ser um

and were statistically superior to the control group, that método viavel para o tratamento dessa enfermidade,

presented decrease in the levels. _Thesg results demonstrated that embora 0s mecanismos imunolégicos envolvidos na
the adjuvants were capable of inducing stronger and longer

imunologic responses (IgG) R insidiosumantigens. Therefore, cura ainda nao ?ejam Co.nhe.Ci.dOS (MENDO&Aal,

the use of adjuvants associated withinsidiosumantigens may 1996). Esse método foi inicialmente proposto por

increase the recovery rates obtained through immunotherapy. MILLER (1981), que desenvolveu um imunobioldgico

Key words: Pythium insidiosum immunotherapy, adjuvants, a paﬂ!r de culturas do agente. FOStenorme,nte’ outros
rabbits. pesquisadores desenvolveram diferentes métodos para

produc¢édo do imunoterdpico, sempre visando a obtencao
~ de antigenos capazes de desencadear uma resposta
INTRODUGAO imunolégica eficiente (MILLER & CAMPBELL,
- . 1982; MENDOZA & ALFARO, 1986; MENDOZAet
_ Anpitiose € uma doenca granulomatosa que ) '19975: MONTEIRO, 1999). Os indices de cura dos
atinge equinos, caninos, bovinos, felinos e humanos imunoterapicos para a pitiose eqiina tém sido

e ocorre em areas tropicais, —subtropicais e variaveis. No Brasil, MONTEIRO (1999) obteve entre
temperadas (MEIRELE®t al, 1993; MENDOZA 50 e 83% de recuperagao clinica.

et al, 1996). A espécie eqliina é a mais atingida, A utiizagio de substancias capazes de

plr[n0|pc?lm]cente has formas 'cultanea e subCLljtanea, potencializar a resposta imunolégica, classicamente
além da forma gastrointestinal (CHAFFI al, definidas como adjuvantes, representa uma importante
1995). Nessa espécie, a doenca caracteriza-se pelaerramenta para melhorar a eficiéncia de imunizag6es

formacdo de granulomas eosinofilicos, com @ com antigenos especificos (KLEIN & HOREJSI,
presenca de massas necroticas chamadkardkers 1997). O potencial dos adjuvantes difere

(MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELESet al, significativamente de acordo com o antigeno utilizado.
1993). No Brasil, a pitiose ja foi descrita em Ejes podem modificar a conformac&o ou alterar a carga
eqinos, bovinos e caninos. A maioria dos casos glétrica da molécula do antigeno, alterando a sua
refere-se a lesdes cutaneas em equinos, sendo que Ofnunogenicidade (VANSELOW, 1987). Com relacéo a
relatos publicados ja somam mais de 90 casos, imunoterapia da pitiose, o uso de adjuvantes associado

distribuidos por varias regides do pais. O Pantanal aop imunoterapico pode aumentar os indices de cura,
brasileiro destaca-se como local de maior ocorréncia assim como viabilizar 0 seu uso como preventivo.

da_l piti_ose equing (LEALEF al, 2001). O agente O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
etiologico — Pythium |n5|dlos_ume um oomiceto de trés adjuvantes associados a antigeno$.do
pertencente ao reino  Stramenopila insidiosum na indu¢do de resposta imunolégica

(ALEXOPOULOSet al, 1996) e caracteriza-se pela  humoral em coelhos. A resposta induzida pelas

auséncia de quitina na parede celular e auséncia deimunizagdes foi avaliada quantitativamente, através

esterdides na membrana plasmatica. Essas da técnica ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a

caracteristicas dificultam a acdo das drogas deteccdo de imunoglobulinas da classe G (IgG). A

antifingicas e representam uma grande dificuldade técnica do ELISA tem sido descrita como um

para o tratamento da pitiose (FOIL, 1996). método eficiente para deteccdo de anticorposkanti
Os resultados obtidos com as drogas insidiosum em equinos e coelhos (MENDOZét

antifingicas no tratamento da pitiose tém sido al., 1997; LEALet al, 2001).

variaveis. As drogas mais utilizadas até o presente

momento foram a anfotericina B, cetoconazol, MATERIAL E METODOS

miconazol, fluconazol e itraconazol, além dos

compostos iodinicos como iodeto de potassio e sédio Antigeno e adjuvantes

(LEAL et al, 2001). A auséncia de ergosterol (alvo O antigeno utilizado para imunizacdo dos

da acdo da maioria dos antifingicos) na membrana coelhos foi preparado a partir de culturas puraB.de

celular doP. insidiosum é a principal causa de insidiosum (DMVP 118/98 — CBS 101555). As
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Resposta sorolégica de coelhos imunizados com antigeiyshdem insidiosum...

1029

amostras foram cultivadas em caldo Sabouraud a Resposta sorolégica

37°C sob agitagédo (150rpm) durante 6 a 7dias. ApGs A resposta soroldgica as imunizagbes foi
esse periodo, o cultivo foi filtrado e a massa micelial avaliada através do ensaio imunoenzimatico em fase
foi ressuspendida em PBS e sonicada até total solida (ELISA) indireto (SANTURICet al, 2001).
rompimento das hifas, seguido de centrifugacdo Placas de 96 cavidades contendpgl@avidade de
(7000rpm / 5min) e coleta do sobrenadante para uso antigenos deP. insidiosum foram incubadas com
como antigeno. Esse antigeno foi denominado de uma diluicdo dos soros (1:2.000) a serem testados.
antigeno macerado de micélio (AMM). O AMM  As placas foram incubadas por 1h & 37°C, seguido
possuia concentragdo de proteinas totais entre 2,5 ede aspira¢éo das amostras. Apos, as placas foram

3mg/nv. Os adjuvantes avaliados foram: hidroxido lavadas com PBS e incubadas com anticorpo anti-
de aluminid, 6leo minerdl e adjuvante de Freuhd IgG de coelho conjugado com peroxidase

Como controle foi utilizada agua destilada estéril. (1:10.000) e novamente incubado por 1h a 37°C. A
seguir, as placas foram novamente lavadas e

Animais e imunizagdes: incubadas com o substrato cromogénico (ortho-

Foram utilizados 24 coelhos saudaveis Phenylene-diamine/OPPpor 15 minutos. A reagéo
com idade de trés a quatro meses, de ambos osfoi bloqueada com (60, 4N. A leitura foi realizada
sexos, das racas Chinchila e Nova Zelandia. Os €M um espectrofotdmetro para microplacas, com
animais foram divididos aleatoriamente em quatro filtro de 490nm.

grupos e a cada grupo foi designado um tratamento: ~ Para a comparag&o dos niveis de anticorpos
grupo I- hidroxido de aluminio; grupo Il- ¢leo  induzidos por cada tratamento, foram avaliadas as

mineral; grupo Ill- Freund; grupo IV- controle. Em  @mostras dos 24 coelhos coletadas dlwgme 0
cada imunizacio, cada coelho recebeu 0 G experimento. Na primeira fase, foram avaliados os

. i dias 14, 21, 28 e 35. Na segunda fase, cada subgrupo
AMM ([1,4mg de proteina) associado a 0;5de foi composto de trés coelhos. A comparacdo dos
adjuvante ou &agua destilada estéril. Para uma

i c U ] i ) coelhos com tratamento prolongado (fase 2) foi nos
perfeita homogeneizagdo da mistura, foi realizada gjag 42, 49, 62, 75, 82, 89 e 120 e a comparacio

daqueles com tratamento interrompido (fase 2)
utilizou os soros coletados nos dias 42, 49, 62, 75 e
82. Uma amostra de soro de coelho ndo imunizado

uma emulséo dos adjuvantes com o AMM. No grupo
Il foi utilizado o adjuvante completo de Freund na
primeira imunizacdo e o adjuvante incompleto de

Freund nas demais aplicacdes. Durante o periodo (sabidamente negativo) e uma de soro hiperimune
experimental (120 dias), os coelhos mantidos em foram usadas, respectivamente como controle
tratamento receberam 7 doses de imundégeno com negativo e controle positivo do teste. Para analise
intervalos de 14 dias e foram submetidos a coletas dos resultados foram utilizados os valores de
de sangue semanais. O soro obtido nessas coletas foidensidade 6ptica (DO) resultante do teste ELISA. Os
utilizado para deteccdo de anticorpos (IgG) anti- resultados (DO) foram submetidos a andlise de
pythium. As imunizacdes foram realizadas pela via variancia, aplicando-se o teste Tukey (P<0,05) pelo
subcutanea na regido costal. O dia da primeira programa estatistico GraphPad In§¢3994).
imunizacéo foi estabelecido como dia zero e o soro

resultante da coleta inicial foi considerado soro pré- RESULTADOS

imune.
A resposta humoral (IgG) anti-pythium nos

Delineamento experimental diferentes grupos foi quantificada através da leitura
O experimento foi dividido em duas fases. de densidades 6ticas resultantes do ELISA, realizado
Na primeira fase, todos os coelhos receberam trés COM as amostras de soro obtidas nas diferentes datas.
doses de imunégeno (dias 0, 14 e 28). A partir do Os resultados foram comparados entre si, em cada
42° dia, iniciou-se a segunda fase, quando cada data indicada, e submetidos a analise de variancia,
grupo foi subdividido em dois: destes, trés coelhos Utilizando o teste Tukey (p<0,05). Na tabela 1, séo
foram mantidos em tratamento (imunizagbes apresentados os resultados da comparagdo entre
adicionais nos dias 42, 56, 68 e 82), e os outros trés tratamentos durante a fase 1 (dias 14, 21, 28 e 35).
tiveram o tratamento interrompido. Os subgrupos Todos os coelhos foram negativos no dia zero,
com tratamento prolongado receberam sete doses docomprovando a especificidade da reacdo sorolégica
imundgeno no total, enquanto 0s subgrupos com dos animais imunizados. No dia 14, o grupo Il (6leo
tratamento interrompido receberam apenas as trés mineral) apresentou o maior nivel de IgG, sendo
doses da fase 1. estatisticamente superior aos demais grupos. O
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Tabela 1 - Resposta sorolégica (IgG) de coelhos imunizados com superior aos grupos | e lll. Nos grupos | e I, nao
Antigeno Macerado de Micélio (AMM) associado a foram observadas diferencas estatisticas nos coelhos
diferentes adjuvantes, durante a fase 1, avaliada id d f 2
através de ELISA*. mantidos em tratam§nto urante a fase 2. .

A comparacéo entre 0s animais que tiveram

o tratamento interrompido utilizou amostras de soro

coletadas nos dias 42, 49, 62, 75 e 82 (fase 2). O

Densidade (média)**

Adjuvante (grupo) Dia14 Dia2l Dia28 Dia35 resumo das avaliagdes sorolégicas desses animais
Hidréxido de Al (G ) 0,113 0,374 0352 0,445 sdo apresentados na tabela 3. Como no subgrupo
Adj. de Freund (G Il) 0,285 0,50g 0529 0,594 anterior, os coelhos dos grupos I, Il e 1l
Oleo mineral (G IIl) 0,424 0466 0455 0,500 apresentaram niveis de anticorpos estatisticamente

Controle (GIV) 0,068 0,19f 0,167 0,225 prese P

superiores ao observado no grupo controle. O
Med's final gi2§52 2&?2 l%gﬁ 1%3‘;311 adjuvante de Freund foi estatisticamente superior ao
p< 001 005 0.05 0.05 hidréxido de aluminio em todas as datas (fase 2).

- : - : N&o foram observadas diferencas significativas entre
hid Ii??assldde??eereo:tzz ggo%,e?;(:iilir?: ?g;r]ésentam diferencas 0s ad'juventeg O!GQSOS (e ”!)'. O 6leo mmere.‘l foi
estatisticamente significativas (P<0,05). superior ao hidréxido de aluminio apenas no dia 75.
Os resultados do subgrupo com tratamento
) _ o interrompido evidenciaram uma redugdo nos niveis
grupo Il (adjuvante de Freund) foi estatisticamente g anticorpos do grupo controle no decorrer da fase
superior ao grupo | (hidréxido de aluminio) e ao 2, enquanto os tratados com adjuvantes
grupo IV (controle), enquanto esses Ultimos nédo apresentaram manutencéo dos niveis.
apresentaram diferenca entre si. Nos dias 21, 28 e 35

os trés grupos de adjuvantes apresentaram diferencap|scuyssio
estatistica em relacdo ao grupo controle. Dentre 0s
adjuvantes, os oleosos (Il e Ill) foram superiores ao O desenvolvimento de vacinas contra

grupo | durante toda fase 1. Nos dias 28 e 35, 0s grganismos eucariotas representa um desafio, pois a
grupos Il e Il apresentaram diferencas estatisticas complexidade antigénica desses organismos dificulta
entre si. a selecdo de componentes imunogénicos com
Na fase 2, os animais que permaneceram potencial protetor. Nos (ltimos anos, com o aumento
em tratamento receberam um total de sete doses deda ocorréncia das doencas flingicas associadas a
imundgeno, sendo a ultima dose aplicada no 82° dia. enfermidades imunossupressoras, grandes esforcos
Entre os dias 42 e 120, foram realizadas sete tém sido realizados para o desenvolvimento de
avaliacbes no nivel de anticorpos. Os resultados imundgenos para a prevencido e tratamento dessas
dessa avaliagéo estdo apresentados na tabela 2. Eninfecgbes. Doengas micéticas causadas por fungos
todas as datas avaliadas, os grupos imunizados comcomo Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
adjuvantes apresentaram resultados estatisticamenteCryptococcus neoformans,  Trichophyton sp,
superior ao grupo controle. O grupo Il apresentou as Blastomyces dermatidis, Histoplasma capsulatum,
maiores medias de DO durante a fase 2, porém Paracoccidioides brasiliensie Pythium insidiosum
apenas nos dias 42, 49 e 120 foi estatisticamente estdo sob investigacdo e ja demonstraram o potencial

Tabela 2 - Resposta soroldgica (IgG) de coelhos imunizados com Antigeno Macerado de Micélio (AMM) associado a diferentes, adjuva
durante a fase 2, coelhos mantidos em tratamento, avaliada através de ELISA*

Densidade (média)**

Adjuvante (grupo) Dia 42 Dia 49 Dia 62 Dia 75 Dia 82 Dia 89 Dia 120
Hidroxido Al (G 1) 0,406 0,46F 0,489"° 0,524 0,528"° 0,527° 0,396
Adj. Freund (G 1) 0,602 0,617 0,624 0,628 0,620 0,637 0,607
Oleo mineral (G IlI) 0,472 0,487 0,47% 0,423 0,422 0,450 0,45F
Controle (G IV) 0,23% 0,234 0,25F 0,240 0,204 0,20% 0,126
Média final 0,428 0,448 0,459 0,411 0,443 0,454 0,395
F 127,65 55,86 36,43 14,54 49,55 50,96 153,28
P< 0,01 0,05 0,05 0,01 0,01 0,01 0,01

* Densidade 6tica (DO), medida a 490nm.
** | etras diferentes na mesma coluna representam diferengas estatisticamente significativas (P<0,05).

Ciéncia Rural, v. 32, n. 6, 2002.
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Tabela 3 - Resposta soroldgica (IgG) de coelhos imunizados com Antigeno Macerado de Micélio (AMM) associado a diferemies, adjuva
durante a fase 2, coelhos com tratamento interrompido, avaliada através de ELISA*.

Densidade (média)**

Adjuvante (grupo) Dia 42 Dia 49 Dia 62 Dia 75 Dia 82
Hidroxido de Al (G 1) 0,430 0,419 0,432 0,413 0,423
Adj. Freund (G 1) 0,589 0,596 0,617 0,588 0,626
Oleo mineral (G IlI) 0,51% 0,519° 0,469° 0,527 0,474°
Controle (G IV) 0,249 0,234 0,197 0,189 0,129

Média final 0,446 0,442 0,427 0,428 0,413

F 58,41 50,51 38,88 563,05 23,90

P< 0,01 0,01 0,05 0,01 0,05

* Densidade 6tica (DO), medida a 490nm.
** | etras diferentes na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas (P<0,05).

das vacinas (NEWTON & ROSS, 1993; DIX@Nal, para estudos experimentais, ndo sendo permitido seu
1998). Em alguns casos, ja foram identificados uso comercial. O 6leo mineral, estatisticamente
antigenos protetores, como a gp43Rddrasiliensis superior ao hidréxido de aluminio na fase 1, seria o
gue atualmente esta sendo estudada como vacina deprimeiro candidato para avaliagdo em animais com
DNA (PINTO et al, 2000). No caso dB. insidiosum pitiose. De acordo com KLEIN & HOREJSI (1997),

ja  foram identificados  alguns  antigenos entre as principais a¢des dos adjuvantes destacam-
imunodominantes potencialmente protetores, sem no se: 1- formagdo de depdésito; 2- estimulagdo da
entanto, obter-se a comprovacdo dos mecanismos migracdo celular; 3- aumento da dispersao; 4-
imunologicos desencadeados por tais antigenos estimulo na proliferacdo de linfocitos; 5- auxilio a
(MENDOZA et al, 1992b; LEAL, 1999). mensageiros quimicos; 6- podem aumentar a

O presente estudo objetivou avaliar o efeito probabilidade de contato entre células T, B,
imunogénico de antigenos Beinsidiosumassociados macréfagos e antigenos; 7- podem inclinar o balanco
a diferentes adjuvantes, servindo de modelo para entre tolerancia e imunidade em favor do ultimo.

potencial aplicagdo em eqiinos. A comparagdo entre Essa eficiéncia dos adjuvantes em
tratamentos permitiu identificar diferencas potencializar a resposta imunolégica é amplamente
significativas com alto grau de confianga £@,05). conhecida, porém o efeito dessas substancias pode

Entre os grupos avaliados, os adjuvantes oleosos variar de acordo com os antigenos envolvidos. O
(grupos 1l e Ill) induziram resposta sorolégica de presente estudo demonstrou um  aumento
magnitude estatisticamente superior a induzida pelo significativo na intensidade e na duragéo da resposta
hidréxido de aluminio e pelo antigeno sem adjuvante humoral induzida por antigenos & insidiosum
(controle) durante a fase 1. Nos subgrupos mantidos associado aos adjuvantes testados. Esses resultados
em tratamento (fase 2), todos os adjuvantes foram indicam a possibilidade de aumento nos indices de
superiores ao grupo controle. O adjuvante de Freund cura pelo uso do imunoterapico, quando esse é
apresentou as maiores médias, porém, apenas emassociado a adjuvantes. Nesse estudo, avaliou-se
algumas datas, a diferenca foi estatisticamente superior.apenas a resposta humoral representada por IgG.
No inicio do tratamento, o 6leo mineral foi superior ao Embora possa ser considerado um indicador da
hidréxido de aluminio. Essa diferenca, no entanto, foi magnitude da resposta imunoldgica, a quantificagdo
reduzindo-se no decorrer das imunizacdes, com o de IgG sérica ndo pode ser tomada como parametro
hidréxido de aluminio apresentando médias de DO definitivo na avaliagdo da resposta imunolégica ao
superiores entre os dias 62 e 89. No subgrupo com Pythium insidiosum Resposta mediada por células
tratamento interrompido (fase 2), observou-se um (linfécitos CD4+, mastécitos, macrofagos e
declinio progressivo nos niveis de anticorpos do grupo eosinofilos), assim como resposta humoral por IgE
controle, enquanto nos grupos com adjuvantes, os tém demonstrado ser importantes na resposta
niveis mantiveram-se relativamente estaveis. Isso imunolégica aos fungos (KLEIN & HOREJSI, 1997;
também foi observado apés o final das imunizacGes no TIZARD, 1996; DEEPE & BULLOCK, 1990) e
subgrupo mantido em tratamento (dia 120). provavelmente desempenham papel relevante na

Quanto aos adjuvantes testados, o adjuvante cura induzida pela imunoterapia. Por outro lado, a
de Freund apresentou os melhores resultados, manutencéo de niveis detectaveis de 1gG por um
seguido do éleo mineral e do hidroxido de aluminio. periodo prolongado permite projetar a utilizag&o do
Contudo, o adjuvante de Freund é indicado apenas imunoterapico também como preventivo.

Ciéncia Rural, v. 32, n. 6, 2002.
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