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RESUMO

A pitiose é uma doenca causada pelo oomiceto denominado Pythium insidiosum
e acomete animais domésticos, silvestres e 0 homem.

O tratamento de escolha é o procedimento cirdrgico, porém, dependendo da
localizacdo e extensdo da lesdo, é invidvel e as recidivas séo frequentes. Até o momento
ndo ha protocolos terapéuticos efetivos contra o agente, pois ndo ha farmacos com
eficacia comprovada in vivo.

Em virtude da gravidade e da auséncia de tratamentos especificos, fazem-se
necessarias pesquisas por novos protocolos terapéuticos.

Desta forma, avaliaram-se o efeito do extrato da casca de barbatimdo, &cido
tanico purificado, anfotericina B, DMSO e corticosteroide no tratamento da pitiose
experimental em coelhos.

Foram utilizados um total de 21 coelhos, divididos em 6 diferentes protocolos
terapéuticos e observou-se que ndo houve diferengas entre as formas de tratamento e o
grupo controle.

Questiona-se 0 modelo experimental da pitiose, que € Unico na literatura. Em
condigdes experimentais as lesbes sdo diferentes das naturalmente adquiridas em
cavalos e cdes. Este modelo experimental talvez ndo seja 0 mais apropriado para a

avaliagcdo de novas formas de tratamento.



ABSTRACT

Pythiosis is caused by the oomycete Pythium insidiosum and affects domestic
and wild animals and man.

Treatment of choice for pythiosis is surgery, however, depending on the size and
location of the lesion, it is an unfeasible procedure and relapses are frequently observed.
Until this moment, there are no effective protocols for treatment, since there are no
drugs with proved effectiveness in vivo.

Due to the severity and absence of specific treatment for pythiosis, new
researches are necessary to search new compounds that can be used in therapeutic
protocols.

So, it was evaluated the effect of bark extract of “barbatimao”, purified tannic
acid, amphotericin B, DMSO and corticosteroid in the treatment of experimental
pythiosis in rabbits.

It was evaluated 21 rabbits which were divided into six different therapeutic
protocols and it was not observed differences among them and control group.

It is questioned the experimental model in rabbits, which is unique in literature.
The lesions in this experimental model differ from that of natural condition in horses
and dogs. This actual experimental model perhaps could not be suitable for new

therapeutic protocols evaluation.



1) Introducéo

A pitiose é uma doenca que ocorre principalmente em paises de clima tropical e
subtropical e é causada pelo oomiceto Pythium insidiosum (MENDOZA et al., 1993).
Pertence ao reino Stramenopila, filo Oomycota, classe Oomycetes, ordem
Peronosporales, familia Pythiaceae e género Pythium. Tal género possui mais de 120
espécies distribuidas em todo o mundo, sendo a maioria delas habitantes de solo e
patdgenos de plantas, acarretando grandes perdas econdmicas na agricultura. A Unica
espécie conhecida, até 0 momento, capaz de causar doenca em animais, incluindo o
homem, € o Pythium insidiosum (De COCK et al., 1987). Recentemente foi descrito um
caso de pitiose humana em soldado combatente de guerra no Afeganistdo, causada por
Pythium aphanidermatum, fato este que sinaliza para a importancia dos oomicetos na
etiologia de doengas em animais (CALVANO et al., 2011).

A doenca em geral caracteriza-se pela presenca de lesdes de aspecto
granulomatoso em tecido cutdneo e subcutdneo e pode apresentar rapida evolucdo
(PUPAIBOL et al., 2006). Afeta principalmente as espécies equina, canina e humana,
nessa ordem. Em humanos, a doenca ocorre com maior frequéncia na Tailandia, onde é
endémica principalmente em trabalhadores rurais de plantacdo de arroz, ambiente
propicio ao desenvolvimento do patogeno (TRISCOTT et al., 1993, PUPAIBOL et al.,
2006).

O diagnostico e dificil e normalmente, demorado, o0 que compromete o
prognostico da doenca, pois a histopatologia frequentemente induz a diagnésticos
erroneos, confundindo o patologista e o clinico com as zigomicoses (micoses causadas
por fungos pertencentes ao reino Fungi, filo Zygomycota). J& a cultura requer pessoal
treinado para reconhecer 0 patdgeno em seus aspectos micoldgicos (KAUFFMAN,

1998). Técnicas soroldgicas podem ser utilizadas, como por exemplo, o ELISA



(Enzyme linked immunosorbent assay) e a ID (imunodifusdo), (MENDOZA et al.,
1997). A imunohistoquimica é uma técnica especifica também empregada no
diagndstico e recentemente a biologia molecular vem se constituindo em uma
importante ferramenta para um diagndstico especifico e precoce (GROOTERS & GEE,
2002, BOSCO et al., 2005).

Até 0 momento ndo ha tratamento efetivo para a pitiose. A intervencdo cirurgica
é o procedimento de elei¢do, com retirada de margem cirdrgica, porém tal procedimento
torna-se inviavel dependendo da regido anatdmica acometida e da extensdo da lesdo. As
recidivas sdo comuns e bons resultados sdo adquiridos apenas em pequenas lesdes
superficiais (MILLER, 1981). Diversos experimentos in vitro com farmacos
antifungicos, antibioticos e compostos fitoterapicos foram realizados objetivando
averiguar sua agdo frente o agente (PEREIRA et al., 2007, ARGENTA et al., 2008,
LORETO et al., 2011, LORETO et al.,, 2012, ZANETTE et al., 2011) no entanto
estudos in vivo sdo escassos (PEREIRA et al., 2007, LORETO et al., 2012).

Pesquisas que visem o descobrimento de novos farmacos com potencial uso
terapéutico sdo extremamente bem-vindas e este tem sido o principal foco dos estudos

com o patégeno nos ultimos anos.

1.1) Filogenia e caracteristicas do agente

Pythium insidiosum pertence ao reino Stramenopila (compreende micro-
organismos ndo fungicos que apresentam caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas
semelhantes aos fungos do reino Fungi), classe Oomycetes, ordem Pythiales, familia
Pythiaceae e género Pythium. Dentre as diversas caracteristicas dos membros desta

classe destacam-se a producdo de zoodsporos biflagelados durante a reprodugédo



assexuada, talo dipldide e parede celular composta de beta glucana, celulose e
hidroxiprolina (ALEXOPOULOQOS et al., 1996).

A distancia taxondmica entre 0os oomicetos e 0s fungos esté retratada ao nivel
celular através de diferencas na composicdo da parede celular e da membrana
plasmatica. A quitina, componente essencial da parede celular flngica, esta geralmente
ausente nos oomicetos, que apresentam como componentes predominantes celulose e
beta-glucana. Ainda, o ergosterol ndo é o principal ester6ide na membrana celular,
como ocorre com os fungos. As espécies de Pythium possuem esterdides auxotréficos,
ou seja, incorporam 0s esterdides do ambiente ao invés de o0s sintetizarem
(GROOTERS, 2003).

A caracterizagdo molecular e analise filogenética de um numero
significativo de isolados de P. insidiosum obtido de diferentes continentes
(Asia, Australia e América) indicaram a existéncia de trés clusters distintos.
Esses estudos foram baseados na anélise de digestdo enzimatica por técnicas de

RFLP (Restriction Fragments Lenght Polymorphism) da regido intergénica

(IGS) e os clusters obtidos sdo representados por trés grupos: | — representados
por isolados provenientes do continente americano, Il — isolados da Asia e
Austrélia e 111 — isolados de humanos da Tailandia e um dos Estados Unidos

(SCHURKO et al., 2003). A separacdo desses isolados de P. insidiosum em
clusters deram indicios de que espécies cripticas deste patégeno podem estar
ocorrendo, a exemplo do que ja foi descrito em patogenos fungicos verdadeiros
importantes, como Histoplasma capsulatum (KASUGA et al., 1999),
Coccidioides immitis (KOUFOPANOU et al., 2001) e recentemente para
Paracoccidioides brasiliensis (MATUTE et al., 2006, TEIXEIRA et al., 2013) e

Sporothrix schenckii (MARIMOM et al., 2007, LOPEZ-ROMERO et al., 2011).



KAMMARNJESADAKUL et al. 2011 realizaram analises filogenéticas,
baseada nas regides ITS do rDNA (Internal Transcribed Spacer) e da citocromo
oxidase (Cox IlI, DNA mitocondrial), de diferentes isolados de P. insidiosum,
obtidos do ambiente e de pacientes tailandeses, e observaram que em relagdo ao
gene da Cox Il houve agrupamento de trés clusters, A, B e C, sendo 0 mesmo
observado nas andlises do ITS. Entretanto, o gene Cox Il permitiu melhor
distincdo entre os isolados dos clusters B e C quando comparados com a regido
ITS. Os autores concluem que as analises baseadas no gene da Cox Il permitem
melhor separacdo em nivel intraespecifico.

AZEVEDO et al. (2012) realizaram anélises filogenéticas com isolados
de P. insidiosum provenientes do Brasil (regido centro-oeste e sul), bem como
incorporaram sequencias, dessas regides génicas, de isolados dos EUA, Costa

Rica e Tailandia, obtidas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Foi

observado, semelhantemente aos resultados de KAMMARNJESADAKUL et al.
(2011), que a éarvore filogenética obtida pela analise do gene Cox Il permitiu

melhor resolucgdo intraespecifica quando comparada a regiao ITS.

1.2) Epidemiologia

Pythium insidiosum é um agente colonizador de plantas aquéaticas que se
reproduz assexuadamente através da producgéo de esporangios que, maduros, rompem-se
e liberam zoosporos biflagelados no meio aquatico, os quais correspondem a forma
infectante do patdgeno. Estes, livres, movimentam-se até encontrar outra planta ou
animal com tecido injuriado, onde se encistam e emitem tubo germinativo, dando

origem a uma nova hifa, que induz o aparecimento das lesbes (MENDOZA et al.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

1993). E questionavel a possibilidade da penetracio dos zodsporos a partir da pele

integra, sendo atraidos pelo foliculo piloso (SANTURIO et al., 1998).

A pitiose ocorre em regides de clima tropical e subtropical, tendo sido relatada
principalmente nos continentes americano e asidtico (MENDOZA et al., 1993,
TRISCOTT, 1993). N&o héa predisposicdo sexual, racial ou por faixa etéaria. A fonte de
infeccdo sdo os zodsporos presentes no ambiente aquético e ndo ha relatos de

transmisséo direta entre individuos acometidos (MENDOZA et al., 1996).

Esta doenca é também conhecida como hifomicose, granuloma ficomicotico,
“swamp cancer” (nos Estados Unidos) e “ferida da moda” (na regido do pantanal
Matogrossense brasileiro). Tais denominacdes em sua maioria referem-se a pitiose
equina. Pela presenca recorrente em regides com acumulo de gua, 0 equino € a espécie
mais acometida pela doenca no mundo, especificamente na regido do Pantanal

Matogrossense (SANTURIO et al., 2006, GAASTRA et al., 2010).

Nos equinos, as lesdes cutdneas sd&o as mais frequentes, acometendo
principalmente as extremidades distais dos membros e por¢éo ventral da parede toraco-

abdominal (GAASTRA et al., 2010).

Os sinais clinicos caracterizam-se por lesbes ulcerativas granulomatosas,
formando massas com bordas irregulares. Ha presenca de hifas recobertas por células
necroticas, que formam massas branco-amareladas denominadas “kunkers”. Secre¢des
serossanguinolenta, mucossanguinolenta, hemorragica ou mucopurulenta podem fluir
através dos sinus da lesdo. Devido ao intenso prurido, normalmente sdo visiveis sinais
de mutilagdo no local da lesdo e quando se compromete membros, observa-se

claudicacdo. A forma intestinal também pode estar presente e 0s animais acometidos



apresentam episddios de cdlica devido a obstrucdo do limen intestinal (REIS et al.,

2003; SANTURIO & FERREIRO, 2008).

Ainda, outros érgdos e tecidos podem ser acometidos secundariamente, como o
comprometimento de 0ssos adjacentes as lesdes cuténeas cronicas, caracterizadas no
exame radioldgico por exostoses, ostedlises e osteomielite (SANTURIO & FERREIRO,

2008).

REIS et al. (2003) relataram trés casos de pitiose equina com disseminagdo
sistémica a partir de uma lesdo subcutanea. Em geral, nos achados de necropsia, foram
encontradas lesGes granulomatosas multifocais e encapsuladas no figado, pulméo e
baco, com presenca de hifas do patdégeno. Tal disseminacdo pode ser possivel nos casos
crénicos da doenca e foi constatada atraves de analise especifica, incluindo reacdo de

amplificagéo de gene 18S da regido do DNA ribossomal.

Os caes correspondem a segunda espécie animal mais acometida pela pitiose,
podendo ser encontrada na forma cutanea e mais comumente na forma gastrentestinal,
apresentando distdrbios digestivos como anorexia, emese, diarréia, perda de peso. A
palpagdo abdominal, muitas vezes, é possivel constatar a presenca de massas nodulares
(GROOTERS, 2003). Em geral, estes animais sdo oriundos de zonas rurais ou

permaneceram por um periodo de tempo em locais alagados (DYKSTRA et al., 1999).

As lesOes caracterizam-se por formacgdo de grandes massas na parede do trato
gastrintestinal, compostas por inflamagdo granulomatosa e piogranulomatosa com areas
de necrose e intenso infiltrado eosinofilico, além de presenga de hifas (GAASTRA et

al., 2010).

A forma cutanea-subcutdnea também pode ser observada nos cades. Lesdes

cutaneas tém sido relatadas principalmente na regido lombo-sacra, regido esta
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frequentemente lesionada nos cdes que apresentam predisposicdo a DASP (Dermatite
Alérgica a Saliva da Pulga). Dessa forma, ocorrem pequenos traumas no tecido cuténeo,

0s quais servem de porta de entrada para a penetracdo dos zodsporos.

Relatos de pitiose canina gastrentestinal sdo comuns no Brasil, ja para a pitiose
cutanea-subcutanea existem 3 relatos. O primeiro caso foi descrito por LARSON et al.
(1997) em uma cadela proveniente do estado de Sdo Paulo que apresentava lesdo em
membro posterior. O segundo caso foi descrito por TORRES NETO et al. (2010), em
uma fémea, também do estado de S&o Paulo, que apresentava comprometimento em
regido lombo-sacra. O terceiro caso envolvendo leséo cutanea subcutanea foi descrito
no estado do Rio Grande do Sul em uma fémea que apresentou, além da lesdo cutanea
em lateral de térax, o envolvimento do trato gastrentestinal, sendo este o Unico relato
que demonstra o envolvimento concomitante de lesdo cutinea e gastrintestinal em céo

(PEREIRA et al., 2010).

A pitiose em gatos é rara, ocorrendo poucos casos nos Estados Unidos e as
manifestacBes clinicas incluem lesdes retrobulbares e manifestagdes gastrintestinais
(BISSONNETTE et al., 1991, RAKICH et al., 2005). Até 0 momento nenhum caso de

pitiose felina foi relatado no Brasil.

A pitiose em ruminantes ja foi descrita sob a forma de surto tanto em ovinos
quanto bovinos. TABOSA et al. (2004) relataram surtos em dois rebanhos distintos no
estado da Paraiba, um deles envolveu 40 animais, de um total de 120 e no outro houve o
acometimento de seis animais de um total de 80. No geral, observaram-se lesdes
ulceradas nos membros e abdome. Nos achados de necropsia de trés animais foi
constatada metastase pulmonar caracterizada por nodulos multifocais e em um deles, a

lesdo cutanea atingiu o 0sso sesamoide. No exame microscopico foi detectada a



presenca de granulomas multifocais contendo hifas de P. insidiosum. O diagnostico foi

baseado na analise histopatoldgica, imunohistoquimica e cultura do agente etiologico.

SANTURIO et al. (2008) relataram quatro casos de rinite granulomatosa em
ovelhas da raca Santa Inés. Dois animais morreram subitamente ap0s curso de 28 dias
da doenca e os outros dois foram submetidos a eutanasia ap6s 50 dias de evolucao da
doenca devido ao intenso comprometimento respiratério superior. O diagnostico foi
confirmado por biologia molecular e este relato evidencia a importancia de se fazer um
diagndstico correto e precoce, uma vez que 0S ovinos também apresentam rinite
granulomatosa por Conidiobollus lamprauges, um fungo pertencente ao Filo

Zygomycota, ordem Enthomophthorales.

Em animais selvagens, a literatura sobre a ocorréncia de P. insidiosum é bem
recente, sendo relatado caso de pitiose abdominal em tigre de bengala (BUERGELT et
al., 2006), lesdes em face e estbmago em dromedario (WELLEHAN et. al, 2004), lesdes
em vulva em camelos (VIDELA et al., 2011) e lesdo subcutanea em ave (PESAVENTO
et al., 2008). As caracteristicas das lesdes assemelham-se as descritas anteriormente e

estes animais habitavam locais que propiciavam o ciclo reprodutivo do patdgeno.

No homem, a doenca é comum no sudeste da Asia, principalmente na Tailandia,
podendo também ser encontrada nas Américas e Oceania, manifestando lesdes cutaneas
e subcutaneas de natureza granulomatosa ou mesmo lesbes oculares, como ceratites e
Ulceras de cornea. Outra manifestacdo clinica da doenca humana é a sistémica ou
vascular, considerada a de maior gravidade por resultar na oclusdo dos vasos e/ou
aneurisma (TRISCOTT et al., 1993, PUPAIBOL et al., 2006). Na Tailandia a pitiose
humana é fortemente associada a talassemia, um tipo de anemia geneticamente

codificada que faz com que os pacientes apresentem niveis séricos de ferro mais
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elevados. A influéncia do ferro na patogénese da pitiose experimental ja foi
demonstrada por ZANETTE et al. (2012) que verificaram haver correlagdo entre o

tamanho das lesdes em coelhos e os altos niveis de ferro.

Apesar de a pitiose ser comum em equinos e cdes no Brasil, a doenga em
humanos foi recentemente relatada, correspondendo ao primeiro e Unico caso até entdo
descrito na literatura. Trata-se de um paciente, proveniente do estado de S&o Paulo, que
desenvolveu lesdo em membro inferior, apos realizar atividade de pesca. O diagndstico
definitivo de pitiose foi concluido somente apds o sequenciamento da regido 1TS-5.8S
do rDNA da cultura obtida a partir dos fragmentos da lesdo (BOSCO et al., 2005,

MARQUES et al., 2006).

1.3) Diagndstico
O diagnostico da pitiose é tradicionalmente baseado na associacdo das
manifestacdes clinicas com exames histopatolégicos e isolamento do agente

(GAASTRA et al., 2010).

Em cortes histologicos, observa-se que P. insidiosum cora-se bem pelas técnicas
de Gomori-Grocott e PAS (Periodic Acid of Schiff), evidenciando hifas largas,
ramificadas e esparsamente septadas, caracteristicas comuns também de fungos
zigomicetos (KAUFFMAN, 1998). Os “kunkers” apresentam-Se COmMoO concre¢oes
eosinofilicas de tamanho variado e forma circular com contornos irregulares, e sdo

vistos apenas nos equinos (KAUFFMAN, 1998).

O isolamento do agente pode ser realizado através da cultura de “kunkers” ou
tecido infectado em Agar Sabouraud. Estes devem ser previamente colocados em

solucdo contendo antibidtico (por exemplo, cloranfenicol na concentragdo de 50
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pg/mL), para minimizar contaminagdo bacteriana. O crescimento tipico é observado
cerca de 24 horas apés o cultivo a 37°C, e a identificacdo de P. insidiosum € feita por
meio de aspecto macroscopico da colbnia, caracteristica das hifas e producdo dos

esporangios e zodsporos em meio adequado (GROOTERS, 2003).

A imunohistoquimica e a sorologia, como ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) e ID (Imunodifusdo), sdo técnicas complementares para
auxiliarem no estabelecimento do diagnoéstico, principalmente quando ndo € possivel a

obtencdo do patdgeno em cultura (MENDOZA et al., 1996).

Técnicas de biologia molecular, como a Nested-PCR empregando-se primers
especificos para deteccdo de P. insidiosum e o sequenciamento génico a partir da
amplificacdo do DNA ribossomal, regido ITS1-5.8S-1TS2, também sdo consideradas
importantes ferramentas para deteccdo e identificacdo de P. insidiosum e vém se

mostrando promissoras para o diagnéstico da pitiose (GROOTERS & GEE, 2002).

1.4) Tratamento
Em geral, a intervencdo cirargica é o procedimento de eleicdo, entretanto, ha

grande possibilidade de recidivas (MILLER, 1981).

A imunoterapia tem sido estudada como tratamento alternativo nos casos de
pitiose. Duas formulagdes de vacinas foram desenvolvidas e comparadas, uma tendo
como antigeno a massa celular e outra um antigeno soltvel concentrado. Ambas
apresentaram cerca de 60% de eficacia em cavalos com lesdes adquiridas em menos de
dois meses (MENDOZA et. al, 1992). Apesar disso, ndo ha conhecimento completo dos
mecanismos envolvidos na infecgdo por P. insidiosum. As explicagfes para a cura

induzida pela imunoterapia sdo apenas propostas baseadas em caracteristicas clinicas.
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Segundo MILLER (1981), as hifas do patégeno ndo sdo completamente reconhecidas
pelo hospedeiro devido a extensa reacdo inflamatoria (MILLER, 1981). Segundo
MENDOZA et al. (1996) a resposta celular parece ser o principal mecanismo envolvido
na cura da doenca. Na patogenia das lesdes da pitiose equina observa-se que existe o
predominio de uma reacao eosinofilica, a qual é originaria da secrecdo de exoantigenos
pela hifa do patégeno no tecido, estimulando a liberacdo de interleucina-4 (IL-4) que
induz a diferenciacdo de linfocitos para o padrdo T helper 2 (Th2). Os antigenos
presentes no imundgeno induzem a mudanca de resposta imunoldgica com predominio
de células mononucleares e perfil Thl, a qual estimula a producdo de interleucina-2 e
interferon-gama, ativando macréfagos e IgG, resultando na ativacdo do sistema

complemento e destruicdo do patogeno (MENDOZA et. al., 1996).

Por diferir estruturalmente dos fungos verdadeiros (ALEXOPOULOS, 1996), o
tratamento com antifungicos convencionais ndo se mostra muito efetivo contra o P.

insidiosum, quando usados isoladamente.

O uso da terbinafina associada a anfotericina B, fluvastatina, rifampicina,
metronizadol e ibuprofeno foi utilizado por CAVALHEIRO et al. (2009a), em pesquisa
in vitro envolvendo a zoosporogénese de P. insidiosum. Os mesmos autores testaram
também seu efeito sinérgico com a caspofungina, miconazol, fluconazol e cetoconazol
(CAVALHEIRO et al., 2009b). Em ambos os experimentos, todos os farmacos foram
também testados individualmente, para efeito comparativo. Individualmente, o0s
farmacos ndo antifingicos apresentaram resultados mais promissores, com uma
concentracdo inibitéria minima (MIC) menor. Foi observado sinergismo no uso
associado da terbinafina a anfotericina B, com uma concentracéo inibitoria em 8mg/L,
guando isolados apresentavam MIC de aproximadamente 32mg/L. Ha também grande

sinergismo entre a terbinafina e fluconazol, com resultados similares a anfotericina B ou
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terbinafina e caspofungina, com valores um pouco superiores. Fora observado efeito
antagdnico quando associada a fluvastatina e rifampicina. As demais associa¢des ndo

demonstraram valores significativos quando comparado ao seu uso individual.

ARGENTA et al. (2012), induziram experimentalmente a pitiose em coelhos e
realizaram pesquisas envolvendo o uso combinado de dois ou trés dentre os seguintes
farmacos: terbinafina, itraconazol, caspofungina e fluvastatina. O intuito era de observar
e correlacionar com os resultados obtidos in vitro em outro experimento. Foram 4
grupos testados: terbinafina e itraconazol; terbinafina, itraconazol e fluvastatina;
terbinafina e caspofungina; controle. O maior efeito sinérgico foi observado na
associacdo das trés medicacOes, porem os resultados indicaram, mais uma vez, in vivo,
apenas efeito fungistatico, sem alteracfes ao exame histopatoldgico, quando comparado
ao grupo controle. Os autores ressaltaram que, a associacao tripla deve ser investigada
quando do seu uso em humanos, uma vez que ndo ha nada descrito sobre efeitos toxicos

quando administradas em conjunto.

Observou-se crescimento paradoxal do P. insidiosum quando na presenca da
caspofungina isoladamente. Concentracdes inferiores ou iguais a 32 pg/mL foram
responsaveis por inibir o desenvolvimento do patdgeno, porém concentracbes
superiores acabaram favorecendo seu desenvolvimento, quando comparado ao grupo
controle. Estes resultados assemelharam-se aos observados em estudos envolvendo
espécies de Candida e Aspergillus. O motivo pelo qual isso ocorreu ainda ndo foi
totalmente descrito, porém acredita-se que altas concentragdes de caspofungina acabem
por estimular a producdo de quitina nos fungos. J& em P. insidiosum, os pesquisadores
atribuiram tal fato a maior produgdo de celulose. Este efeito ndo é observado

corriqueiramente (ARGENTA et al, 2010). CAVALHEIRO et al. (2009b), em estudo
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com 0 mesmo componente, ndo observaram tal caracteristica mesmo em concentracoes

de 64 pg/mL.

PEREIRA et al. (2007) realizaram ensaios in vitro e in vivo com a caspofungina
e observaram que a caspofungina exerceu efeito fungistatico sobre P. insidiosum. 1sso
ficou bem claro ao se verificar que durante o tratamento as lesdes nos coelhos
experimentalmente infectados diminuiram de tamanho, no entanto cresceram

rapidamente quando a caspofungina ndo foi mais administrada.

Além de medicacbes antifungicas, foram também avaliadas medicacbes
antibacterianas no desenvolvimento in vitro do patégeno. LORETO et al. (2011)
realizaram pesquisas in vitro envolvendo o uso de antibioticos da familia das
tetraciclinas e macrolideos na tentativa de averiguar sua eficacia contra zodsporos de P.
insidiosum, através da técnica de microdiluicdo em caldo. O mecanismo de acdo das
mesmas ainda nao foi totalmente esclarecido, mas atuam inibindo a sintese proteica.
Foram testados antimicrobianos do grupo dos macrolideos (eritromicina, azitromicina,
clarotromicina) e tetraciclinas (minociclina, tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina).
Em todas, foram observadas inibicdo satisfatoria do agente, com destaque para a
minociclina, seguida da doxiciclina, com concentracdes inibitdrias médias de 2 mg/L e
8 mg/L respectivamente. Os autores sdo enfaticos ao indicar que, in vitro, tais resultados
destacaram-se dentre outros farmacos, como os antifungicos convencionais, porem seu

uso in vivo ainda ndo foi averiguado.

Esse mesmo grupo de pesquisadores avaliaram a eficAcia do composto
denominado Diphenyl-diselenide sobre o desenvolvimento in vitro de dezenove
isolados de P. insidiosum. A inibicdo de 100% da transformacdo dos zodsporos em

micélio foi observada na concentracdo de 2 mg/L. Os autores trabalharam também com
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a inducdo experimental da pitiose em coelhos e estabeleceram um protocolo diario
administrando 10 mg/kg do referido composto durante 40 dias em cinco animais. Os
resultados satisfatorios observados in vitro ndo apresentaram repetibilidade nos estudos
in vivo e 0s autores chegaram a conclusdo de que, apesar da auséncia de toxicidade do
Diphenyl-diselenide, o0 mesmo atua de forma fungistatica retardando a evolucdo da

doenca apenas nos primeiros dias de administracdo (LORETO at al, 2012).

Produtos naturais também sdo comumente utilizados em testes para a busca de
novos compostos com potencial uso terapéutico. Recentemente, uma planta medicinal
da familia da Apocynaceae, Alyxia schlechteri, foi utilizada por estudiosos da Tailandia.
Dez componentes presentes nas raizes de tal planta foram isolados e testados
individualmente a fim de observar sua atuacdo frente a micélios de P. insidiosum,
através da técnica de difusdo de disco. Trés destes componentes, denominados 3, 4 e 5
estéres mostraram resultados eficazes, com inibicdo de halo de crescimento médio de 15
mm. Os autores atribuem tal resultado a presenca de ligantes em determinadas cadeias
de carbono que se destacam dentre os dez ésteres e que podem atuar de forma deletéria
sobre as hifas do patdgeno (SRIPHANA et al, 2013a). Ainda, estudo semelhante foi
realizado por um grupo de pesquisadores, com um alcaloide denominado Clauraila E,
obtido de raizes da planta Clausena harmandiana. Tal isolado apresenta nove
compostos, que foram testados individualmente. Observaram-se inibicdo de halo de
crescimento médio de 12 mm, nos compostos 3, 6, 7 e 9. Estudos mais detalhados sobre
tais compostos estdo sendo realizados, para que possam determinar o mecanismo de

acao dos mesmos (SRIPHANA et al, 2013b).

KRAJAEJUM et al. (2012) observaram o efeito de compostos organicos volateis
obtidos pelo Musdocor crispans, um fungo endofitico que ja foi comprovado ter acéo

antimicrobiana contra uma ampla variedade de patdgenos humanos e de plantas,
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incluindo os oomicetos. Como resultado, observou-se que os 30 isolados de P.
insidiosum testados apresentaram inibicdo do crescimento radial das hifas e esta
inibicdo foi mais evidente quando se utilizou volume de 20 pL do composto volatil.

ZANETTE et al. (2011) avaliaram o efeito do extrato de alho (Allium sativum)
contra 17 isolados de P. insidiosum e observaram que todos os isolados foram inibidos
em concentragdes variando de 0,39 a 6,25 mg/mL.

Apesar das crescentes pesquisas em torno deste agente, 0 sucesso observado in
vitro ainda ndo foi satisfatério quando aplicado in vivo. Talvez o modelo experimental
utilizado até o momento (e Unico) seja o grande desafio das pesquisas, uma vez que a
doencga tende a se portar de forma diferente das observadas em animais naturalmente
infectados, pois nos coelhos ha presenca de espessa capsula fibrosa que dificulta a

perfusdo de qualquer composto.

2) Objetivos
Avaliar o efeito do &cido tanico, extrato da casca de barbatimao, anfotericina B,
DMSO e corticosterdide, por diferentes vias de administracdo, no tratamento da pitiose

experimental em coelhos.

3) Material e métodos
3.1) Aquisicdo dos compostos a serem utilizados nos tratamentos

3.1.1) Acido tanico
O é&cido tanico utilizado nos ensaios foi 0 da Sigma-Aldrich (no. Catalogo
16201), veiculado em forma de pd. Para a utilizagdo como tratamento foi diluido em

agua destilada estéril, em concentracdo de 100 mg/mL.
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3.1.2) Anfotericina B
A Anfotericina B foi adquirida comercialmente (ANFORICIN B®, Cristalia,

50mg) e diluida em veiculo préprio em volume de 10 mL.

3.1.3) Acetato de metilprednisolona
O Acetato de metilprednisolona foi adquirido comercialmente (PREDI-

MEDROL®, Unido Quimica, 40mg/mL).

3.1.4) Dimetilsulfoxido (DMSO)
O DMSO foi adquirido comercialmente (DIMESOL®, Marcolab, 100 mL).
Neste experimento, utilizou-se DMSO a 10%. Para isso, 10 mL do produto foram

diluidos em 90 mL de soro fisioldgico, como prescrito pelo fabricante.

3.1.5) Extrato da casca de barbatiméo

As amostras da casca do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) foram
coletadas no periodo da manhd, no distrito de Rubido Jr, proximo ao Campus da
UNESP/Botucatu. A respectiva exsicata, sob nimero 026633 BOTU, permanece no
Herbario do Departamento de Botéanica do Instituto de Biociéncias — IBB, UNESP

Campus de Botucatu.

Para a obtencdo do extrato, as cascas do barbatimédo foram secas em estufa de
circulacdo forcada de ar a temperatura média de 50 °C, realizando-se pesagens diarias

até obtencdo de peso constante. Posteriormente foram trituradas em moedor mecanico.
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Acrescentou-se solucdo de metanol a 70% nas cascas trituradas e a mistura foi
mantida em camara fria, com temperatura média de 4°C, para 0 processo de extrac&o.
Ap06s um periodo de 48 horas realizou-se o primeiro processo de filtragem, em papel de
filtro Whatman. Ao material retido no filtro adicionou-se um litro de metanol 70% e
manteve-se a 4°C por 24h, periodo o qual foi realizado a segunda filtracéo.
Posteriormente, o filtrado foi submetido ao processo de evaporacdo do solvente em
evaporador rotativo, com temperatura do banho de agua ao redor de 45 °C (BETONI et

al., 2006).

Para a determinacdo do peso seco de cada extrato foi utilizado 5 repeticdes,
dispondo de aliquotas de 1 mL em cubetas de aluminio. Estas aliquotas permaneceram
em manta de aquecimento para evaporagdo do extrato, sendo 0s seus respectivos pesos
acompanhados até pesagem constante, segundo metodologia adaptada de BETONI et al.

(2006).

3.2) Ensaios realizados

3.2.1) Producéo dos zodsporos de Pythium insidiosum e inoculacéo em coelhos
Para a producdo de zodsporos empregou-se o isolado Eg-16, que na época do
inicio dos experimentos era o isolado mais recente de P. insidiosum. Este isolado foi

utilizado em todos os testes de inoculagdo experimental.

Para tanto, seguiu-se o protocolo descrito por MENDOZA & PRENDAS (1988),
com algumas modificaces: o patdgeno foi inicialmente cultivado em agar Sabouraud
(SAB) 4% por 24 h a 37°C, apds cultivado em SAB 2% por 24 h a 37°C e depois desse
periodo foram cortados blocos de Agar com crescimento do patdégeno, os quais foram

transferidos para placas contendo agar dgua 2% e sobre os blocos foram adicionadas

19



folhas de gramineas, previamente higienizadas e autoclavadas. As placas foram
incubadas por 24 h a 37°C a fim de se obter o parasitismo das gramineas e passado esse
tempo as folhas parasitadas foram colocadas em meio liquido de indugdo* e mantidas a

37°C por um periodo de 7 h para a producéo de zoGsporos.

*  Solugio A: Ko:HPO, (1,0 M), KH,PO4 (1,0 M), (NH4),HPO, (3,66 M),

Solugdo B: MgClI,6H,0 (0,5 M), CaCl,2H,0 (0,5 M).

O Meio de Inducéo foi obtido pela mistura de 0,5mL da solugcéo A e 0,1mL da

solucdo B em 1000mL de agua destilada estéril.

Na Figura la podem ser observados os fragmentos de gramineas depositados

sobre os blocos de agar SAB 2% contendo P. insidiosum.

Figura 1: Placa de Petri com agar-agua 2% contendo
blocos de Agar Sabouraud a 2% com crescimento do
patdgeno e gramineas para serem parasitadas (a). Meio
liquido de inducdo para a producdo dos zodsporos (b).
Apo6s 24h em estufa, estas gramineas, entdo parasitadas,
foram submersas em placas contendo meio liquido de
induc&o.

A producdo de zoosporos foi avaliada em estereomicroscopio (Stereo
Discovery.VV20 - Zeiss) visando observar a presenca de esporangios € 0s zoGsporos em
seu interior. Na Figura 2 podem ser observadas laminas preparadas com lactofenol azul

algoddo de gramineas parasitadas, evidenciando esporangios repletos de zoGsporos.

Figura 2: Graminea com hifas de P.
insidiosum, em meio de indugdo, em
aumento de 20X (a esquerda) e 40X.
A seta mostra esporangio de P.
insidiosum e a seta tracejada (em
destaque), esporangio sendo
rompido e liberando zobsporos.
Coloragdo lactofenol azul-algodéo.
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A inoculacdo foi feita uma Unica vez, por via subcutdnea em regido dorsal,

(préximo a nuca), em volume de 2,0 mL de meio liquido de inducdo contendo os

zoosporos (Figura 3).

Figura 3: Inoculagdo subcutdnea de meio de
inducdo contendo zodsporos na regido cervical,
proxima a nuca, em coelho da raga Botucatu.

3.2.2) Manutencdo e eutanasia dos coelhos

Foram utilizados 21 coelhos da raca Botucatu com idade entre trés a quatro
meses, de ambos 0s sexos, obtidos junto ao Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP. Foram mantidos individualmente no
Biotério dos Departamentos de Microbiologia-Imunologia e Parasitologia, do Instituto
de Biociéncias da UNESP/Botucatu, em gaiolas com agua e alimentacdo ad libitum e
limpeza 3 vezes por semana, respeitando-se os periodos de claro/escuro (12h/12h,

respectivamente).

Ap6s o periodo determinado para avaliacdo dos diversos tratamentos, foram
submetidos ao procedimento de eutanasia a partir da administracdo de Zoletil® (Virbac,
0,2 mL/Kg) e apds observacdo de plano anestésico, aplicacdo de cloreto de potassio por

via intravenosa.

No Anexo 1 pode ser observado a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA-IBB) para a realizacdo dos ensaios com coelhos.
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3.2.3) Tratamentos
Os animais foram divididos em grupo controle e em diversos grupos de
tratamentos, contendo cada grupo 3 animais. Os estudos foram iniciados quando as

lesGes atingiram cerca de 5 cm de didmetro e duraram 60 dias.

Os estudos foram divididos em blocos e realizados em periodos distintos:

Bloco 1

G1: Administragdo de agua destilada estéril, por via intralesional, a cada 48h (grupo

controle).

T1: Administracdo de &cido tanico via intralesional na concentracdo de 15 mg/mL, a

cada 48 horas.

T2: Administracdo de &cido tanico via intralesional na concentracdo de 30 mg/mL, a

cada 48 horas.

Bloco 2:

T3: Administracdo de Anfotericina B (0,8 mL), por via intravenosa, contendo 4 mg da

droga.

Bloco 3:

T4: Administracdo de 1,5 mL (60 mg) de acido tanico por via oral, diariamente.

T5: Administracdo de 1,5mL (195 mg) de extrato da casca de barbatiméo por via oral,

diariamente.
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Bloco 4

T6: Administracdo de acetato de metilprednisolona, por via intramuscular,

semanalmente e acido tanico purificado com DMSO, por via intralesional, a cada 48h.

Para o grupo controle dos blocos 2, 3 e 4 foram utilizados os resultados das
medidas dos diametros da lesdo dos animais pertencentes ao G1, com 0 intuito de

utilizar o menor numero de animais possiveis no estudo.

3.2.4) Avaliagéo da toxicidade dos compostos

Foram realizados testes de toxicidade para o acido tanico e o extrato da casca de
barbatiméo, quando empregados por via oral. Estes estudos foram realizados adotando-
se protocolo de avaliagdo de toxicidade descrito por LOOMIS (1996). Segundo
LOOMIS (1996), um composto é considerado extremamente toxico quando em
concentracdo de 5g/kg, em dose Unica, é capaz de causar letalidade em 50% da
populacdo. Ainda segundo o autor, tal metodologia substitui a metodologia classica para
testes de toxicidades, a qual envolve um grande numero de individuos (LOOMIS et. al,

1996).

Para a realizacdo deste estudo, 15 ratos da raca Wistar, de ambos 0s sexos, com
aproximadamente 2 meses de idade, foram divididos em 3 grupos e receberam em dose

unica, por gavagem, 0s seguintes compostos:
Controle (n=5): 1mL de &gua destilada estéril
Acido Tanico (n=5): 5g/kg do tanino

Extrato de barbatiméo (n=5): 5g/kg do extrato
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Todos os animais foram observados por um periodo de 5 dias, para averiguar a

toxicidade aguda. Na Figura 4 pode ser observado como foi feita a administragéo do

extrato da casca do barbatimao por gavagem em rato.

Figura 4: Ratos utilizados no teste
de  toxicidade  (A)  animais
armazenados em caixa, contendo
maravalha e disponibilidade de
alimento e agua ad libidum (B)
detalhe da administracdo do extrato
da casca de barbatimdo, por meio de
gavagem, em um dos ratos.

No Anexo 2 pode ser observado a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA-IBB) para a realizagéo dos ensaios com ratos.

Para os coelhos tratados, foram realizados exames clinicos e laboratoriais

(hemograma completo e dosagem de glicemia além de bioquimico sérico de ALT, AST,

glutamato desidrogenase, GGT, uréia, creatinina e albumina) no inicio e ao fim de cada

tratamento a fim de averiguar possiveis alteracdes funcionais em decorréncia da doenca

e efeito toxico, provenientes da administracdo dos tratamentos.

3.2.5) Analise macroscopica e histopatoldgica das lesdes

Durante todo o periodo de tratamento, foram realizadas anélises macroscopicas

das lesGes, por meio de inspecdo visual, palpacdo e mensuragdo do didmetro com

paquimetro (Figura 5), a fim de se comparar a variacdo no diametro das lesdes com 0s

diferentes tratamentos.
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Figura 5: Avaliacdo da medida da lesdo com auxilio do
paquimetro.

Apo6s a realizacdo da necropsia, fragmentos das lesdes foram coletados e
armazenados em formaldeido 10%, para andlises histopatoldgicas. Nos cortes
histoldgicos, foram empregadas as coloracfes de hematoxilina-eosina (HE) a fim de se
observar a resposta inflamatoria, assim como danos causados ao tecido e a coloragdo de
Periodic acid-Schiff (PAS) para melhor observacdo das hifas do patdgeno, quando

necessario.

Quando os animais foram submetidos ao tratamento oral com extrato de
barbatimdo e tanino, fragmentos de tecido gastrico e hepatico foram coletados, para

averiguar lesdes em decorréncia da administragcdo destes compostos.

4) Resultados e discussdo

Todos os protocolos terapéuticos foram iniciados transcorridos vinte dias da
indugdo. A evolucdo da doenga, nos coelhos, se desenvolveu de forma nodular, com
camada espessa de tecido fribroso, uma caracteristica que é diferente dos demais
animais que adquirem a doenga naturalmente, onde h& presenca de lesdes ulceradas e

exsudativas.

25



Todos os animais estudados aparentaram diminuigdo no escore corporal e por
volta dos quarenta dias, j& apresentavam hiporexia, sinal clinico padrdo presente em
quase todas as doencas que acometem o0s animais. As fezes e urinas se mantiveram
normais durante todo o tratamento. N&o foram observados sinais clinicos compativeis

com dor.

As anélises macroscopicas indicaram presenca de lesdo nodular, com
crescimento progressivo e na maioria das vezes pendulares. Em pele, alguns animais
ndo apresentaram alteragcdes, mantendo sua integridade e em outros fora observada
alopecia e presenca de crostas sobre a lesdo, com regides hiperemicas, mas em nenhum
deles notou-se ulceragé@o ou prurido, rotineiramente presentes em outros animais com a
doencga. Aos cortes das lesdes observou-se padrdo de necrose do tipo caseosa, recoberta
por uma espessa capsula fibrosa. Ndo foram observadas alteracGes nos 6rgdos internos,

mesmo Nnos animais que apresentaram baixa condi¢do no escore corporal.

Os achados histopatoldgicos foram compativeis com as visualizacdes
macroscopicas e ndo diferiram entre todos 0s grupos estudados. Ao microscopio, as
lesGes tinham um centro necrético, com infiltrado predominantemente eosinofilico,
denominado de granuloma composto por eosindéfilos. Circundado esta porcao, grandes
filamentos de colageno e fibrina, compondo uma parede espessa e fibrosa. Ainda, foram
observadas células gigantes, comumente presentes neste tipo de lesdo e pequena
guantidade de hifas do patdgeno, conforme ja descrito por SANTURIO & FERREIRO,

2008.

Detalhes de cada bloco experimental estdo descritos abaixo.
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4.1) Bloco 1
A Tabela 1 mostra os didmetros das lesGes apds duas e oito semanas de

tratamento.

Tabela 1: Tamanho dos didmetros das lesfes, tomados em dois pontos, dos coelhos inoculados com
Pythium insidiosum, no grupo controle e nos dois grupos tratados com o tanino intralesional.

tratamento tamanho da lesdo (mm)
inicio do tratamento fim do tratamento
Tanino 15mg/mL (coelho 1) 20x27 84x91
Tanino 15mg/mL (coelho 2) 29x21 90x92
Tanino 15mg/mL (coelho 3) 17x19 89x91
Tanino 30mg/mL (coelho 1) 34x32 96x92
Tanino 30mg/mL (coelho 2) 19x20 83x89
Tanino 30mg/mL (coelho 3) 22x26 90x91
Controle (coelho 1) 34x24 96x90
Controle (coelho 2) 14x14 89x91
Controle (coelho 3) 14x18 82x86

As lesdes se desenvolveram com o decorrer das semanas e foram observados,
independente do grupo estudado, animais com lesdes nodulares em pele integra e
animais com lesdes nodulares e presenca de discreta alopecia, com formagdes crostosas

e auséncia de ulceragédo (Figura 6).

Figura 6: Lesdes em 2 coelhos do grupo controle. (A) presenca de regido nodular, com rarefagéo pilosa e
areas de alopecia, com discreta presenca de crostas, porem auséncia de ulceracao; (B) presenca de regido
nodular com auséncia total de alteracdo em pele.
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A macroscopia das lesdes indicou ndo haver diferencga entre os grupos avaliados,

nem mesmo entre as concentragdes testadas, como ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Lesdo com 60 dias em um coelho pertencente ao (A) grupo controle e (B) grupo tratado com
tanino em concentracdo de 30 mg/mL. As caracteristicas macroscopicas se assemelham, sendo
observadas lesdes crostosas sem ulceracdo em pele, em ambas animais.

Ao fim dos sessenta dias, os animais foram submetidos a eutanasia, para a coleta
de tecido para andlise histopatoldgica e aos cortes observaram-se areas de necrose

caseosa no interior da leséo, o que ndo diferiu nos trés grupos (Figura 8).

Figura 8: Leséo em um coelho tratado com 30 mg/mL de tanino, no momento da necropsia. (A) nodulo é
firme e com parede espessada, (B) notar a presenca de necrose caseosa (seta) no centro da lesao.
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A Figura 9 ilustra os cortes histolégicos em um animal do grupo controle e de

um coelho submetido ao tratamento com &cido tanico na concentracdo de 30 mg/mL.

Figura 9: Analises histopatoldgicas de um dos coelhos pertencentes ao grupo (A) controle; (B) tratado
com tanino intralesional em concentracdo de 30 mg/mL. (1) visdo geral de ambos os tratamentos, (2)
presenca de hifas e células de defesa, com grande quantidade de neutréfilos e eosindéfilos, (3) intensa
formacdo de tecido fibroso e células gigantes. Notar que ndo houve diferenca entre 0s grupos testados.
(Hematoxilina-Eosina, Al e B1 - 20X, A2, B2, A3 e B3 - 40X)

Foram também separados fragmentos para isolamento do agente a partir das
lesBes. Estes foram lavados em solucéo de cloranfenicol e agua destilada estéril, sendo
posteriormente cortados em pequenos fragmentos e inseridos em placas contendo agar
SAB 4% e mantidos em estufa a 37°C. Apds 24 horas de incubacdo, observou-se
crescimento do patdgeno. A Figura 10 ilustra o crescimento das hifas de P. insidiosum,

isolados dos fragmentos de lesGes oriundas dos coelhos.

Figura 10: Fragmentos de tecido, obtidos através da necropsia
de um dos coelhos, cultivados em Agar Sabouraud 4%. Notar a
presenca das hifas do P. insidiosum, ap6s 24 horas de incubagéo
a37°C.
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Em todos os blocos subsequentes, foram realizadas medicdes quinzenais, coleta
de exames laboratoriais, necropsia e biopsias para analise histopatoldgica e isolamento

do agente.

4.2) Bloco 2
A Anfotericina B € um antibidtico poliénico, com atividade antifungica de
amplo espectro e potencial fungicida, cujo mecanismo de acdo envolve sua ligacdo ao

ergosterol, presente na membrana dos fungos (DeLUCIA et al., 2007).

Seu uso terapéutico limita-se a administracdo intravenosa, uma vez que € pouco
absorvida por via oral. Quando administrada por via oral, 3 g de anfotericina B
produzem concentra¢Bes plasmaticas de 0,5 pg/mL, enquanto a dose intravenosa de 3
mg, concentracdes plasmaticas de 25 pg/mL (DeLUCIA et al., 2007). Uma vez na
circulacdo, liga-se a proteinas e distribui-se amplamente pelo organismo, principalmente
pulmdes, figado e baco. Pode se manter presente por até 15 dias, sendo 40% excretada

via renal, em cerca de 1 semana.

Para sua administracao, deve ser diluida em solucéo glicosada, em concentracao
de 0,1 mg/mL. N&o deve ser adicionada junto a solucdo salina, pois acarreta

precipitacdo do sal (PRADO et al., 2007).

E amplamente utilizada no combate de infeccBes micoticas, com tempo de
tratamento variando entre 6 a 10 semanas. Seu principal efeito adverso é a

nefrotoxicidade (PRADO et al., 2007).
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No presente trabalho, todas estas informagdes foram levadas em consideracéo.
Os animais pertencentes a este grupo receberam o tratamento com anfotericina B em

dose segura de 1,0 mg/kg, conforme PRADO et al. (2007).

Os 3 animais foram anestesiados com Zoletil® (Virbac, 0,2 mL/Kg) e, apos
acesso venoso, fora administrada 0,8 mL de Anfotericina B em 40 mL de solugédo
glicosada, num periodo de aproximadamente 1 hora. O protocolo utilizado foi repetido
semanalmente, durante 8 semanas. Optou-se pela administra¢do a cada 7 dias para evitar
0 estresse nos animais, uma vez que para a administracdo do farmaco era necessario a
realizacdo de anestesia. A Figura 11 mostra as etapas para a administracdo da droga em

um coelho previamente anestesiado, enquanto a Figura 12 o momento da necropsia.

Figura 11: Realizacdo de
tricotomia local, com acesso
intravenoso utilizando-se catater
24G e perfusdo da medicacdo em
meio glicosado com equipo
microgotas.

Figura 12: Lesdo em um coelho tratado com administracdo semanal de anfotericina B, no momento da
necropsia. (A) Presenca de nodulo firme, flutuante e auséncia de alteragcGes em pele (B) apos realizar o
corte no nddulo, presenca de foco de necrose caseosa (setas), semelhantes a todos o0s animais tratados
com anfotericina B e também dos do grupo controle.
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A Tabela 2 mostra o resultado da evolugdo da lesdo, quando comparado ao

grupo controle e a Figura 13 refere-se as laminas obtidas junto a histopatologia.

Tabela 2: Tamanho dos didmetros das lesfes, tomados em dois pontos, dos coelhos inoculados com
Pythium insidiosum, no grupo controle e no tratado com anfotericina B.

tratamento tamanho da lesdo (mm)
inicio do tratamento fim do tratamento
Anfotericina B (coelho 1) 19x28 87x97
Anfotericina B (coelho 2) 24x23 89x94
Anfotericina B (coelho 3) 19x22 87x90
Controle (coelho 1) 34x24 96x90
Controle (coelho 2) 14x14 89x91
Controle (coelho 3) 14x18 82x86

Figura 13: Analise histopatoldgica da lesdo de um coelho tratado com Anfotericina B (A1) Coloragdo
HE, (A2) coloracéo de PAS. Notar a presenca de grande quantidade de células de defesa (Al), e hifas do
patdgeno (setas).

Novamente, ndo houve diferencas entre os coelhos tratados e o grupo controle.
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4.3) Bloco 3
As espécies pertencentes ao género Stryphnodendron spp., nativas do cerrado
brasileiro, s&o popularmente utilizadas para combater reacOes inflamatorias, atividade

antibacteriana e antifungica (MAZA et al., 2003, SILVA et al., 2009).

Diversas pesquisas cientificas apontaram o extrato de Stryphnodendron
adstringens (barbatimdo) como um dos principais produtos naturais de efetiva agéo
contra diversos agentes microbianos (MELLO et al., 1996). Autores indicam que o
principal responsével pelo efeito farmacoldgico é o &cido tanico ou tanino, que se
apresenta em maior concentracdo na casca do “barbatimdo” (MELLO et al., 1996;

SANTOS et al., 2002).

O extrato do “barbatimdo” foi testado em isolados de Trichophyton rubrum
(fungo dermatofito causador de dermatofitoses, principalmente em humanos),
mostrando atividade promissora em inibir o crescimento in vitro do mesmo, sendo
superior aos efeitos do itraconazol, droga antifingica comumente utilizada para
tratamento das dermatofitoses (SILVA et al., 2009). Alguns estudos demonstraram
também sua atividade contra protozoarios, dentre eles Herpetomonas samuelpessoai
(HOLETZ et al., 2005), cercarias e miracidios de Schistosoma mansoni (VINAUD et
al., 2005) e também para micro-organismos de interesse odontoldgico (PEREIRA et al.,

2010).

Seu principal composto, tanino, apresenta atividade adstringente, propiciando
impermeabilizagdo nas camadas mais expostas da pele, quando administrado
externamente, e mucosas, quando internamente. Tem solubilidade em agua e peso
molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a habilidade de formar

complexos insollveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaldides (MONTEIRO,
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2005). Tem sido relatado que ele promove a precipitagdo de proteinas e/ou
polissacarideos, formando complexos tanino-proteina e/ou tanino-polissacarideos, o que
justifica sua agdo antimicrobiana (MELO & SANTOS, 2001). Provavelmente estas
ligagBes ocorreriam através de pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos do tanino
e determinados sitios das proteinas, emprestando estabilidade a estas substancias

(MONTEIRO, 2005).

Por conta de tal complexo, podem também apresentar efeitos toxicos. CHUNG e
colaboradores (1998) relataram que nozes contendo cerca de 25% de tanino podem ser
responsaveis pela alta incidéncia de céncer de es6fago em humanos em uma

determinada localidade dos EUA.

P. insidiosum possui em sua parede a hidroxiprolina, uma proteina constituida de
derivados da prolina, bem como B-glucanas e celulose. Acreditamos que a ag&o inicial

do tanino sobre tal patdgeno poderia ter relagdo com esses componentes.

Em um dos coelhos tratados com o extrato do barbatimao por via oral apds vinte
dias de tratamento, observou-se que parte da lesdo se desprendeu do tecido. Tal animal
foi submetido a procedimento de sedagéo, e a por¢do lesionada foi retirada da leséo,

como ilustra a Figura 14.

Figura 14: Coelho em que houve
desprendimento de porcéo da lesdo (A)
presenca de lesdo profunda, com grande
guantidade de pus nas bordas; (B)
fragmento retirado, com presenca de
material caseoso.
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Este animal passou a receber também um tratamento associativo tdpico, com

pomada contendo tanino (10%) e DMSO (1%).

As medicdes dos diametros estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Tamanho dos didmetros das lesdes, tomados em dois pontos, dos coelhos inoculados com
Pythium insidiosum, no grupo controle e nos grupos tratados com o extrato de barbatiméo e 4cido tanico
purificado, administrados por via oral.

tratamento tamanho da lesdo (mm)
inicio do tratamento fim do tratamento
Barbatiméo (coelho 1) 17x18 88x83
Barbatiméo (coelho 2) 14x20 81x90
Barbatiméo (coelho 3) 17x21 86x92
Tanino (coelho 1) 17x20 89x91
Tanino (coelho 2) 15x14 84x87
Tanino (coelho 3) 19x18 88x89
Controle (coelho 1) 34x24 96x90
Controle (coelho 2) 14x14 89x91
Controle (coelho 3) 14x18 82x86

As Figuras 15 e 16 fazem referéncia a0 momento da necropsia e analise
histopatoldgica, respectivamente. Ressaltamos que do animal submetido ao tratamento
topico, fora enviada também fragmentos das bordas da lesdo, para averiguar a presenca

de tecido integro (Figura 17).

Figura 15: Lesdo de um coelho tratado com o tanino por via oral (A) presenca de lesdo crostosa e areas
de rarefacdo pilosa; (B) mesma leséo ap6s limpeza das crostas e inicio de incisdo; (C) grande quantidade
de sangue apos retirada de fragmento para analise histopatoldgica.
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Figura 16: Analise histopatologica de lesdo obtida de um animal tratado com (A) extrato da casca de
barbatimao; (B) &cido tanico. (1) coloracdo de HE, aumento de 10x; (2) coloracdo de PAS, aumento de
40x. Os cortes evidenciam congestdo moderada, areas focais de necrose, tecido fibroso bem colagenizado
e presenca de granulagdo jovem, com infiltrado difuso e presenca de macro6fagos, neutréfilos, eosinofilos
e células gigantes. As setas apontam para a presenca das hifas do patogeno.

Figura 17: Cortes histol6gicos da borda da lesdo do coelho em que fora realizado tratamento tépico. (A1)
coloracdo de HE, aumento de 10x; (A2) coloragdo de PAS, aumento de 40x. Epiderme apresentando
hiperqueratose, congestdo moderada em derme superficial e infiltrado mononuclear. Areas focais de
necrose e hifas (setas) coradas, pela coloragdo de PAS.
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Novamente, todas as avaliacBes, incluindo as obtidas pelo tratamento tdpico,
indicaram que a doenca permanecera estivel, sem sinais de regressdo ou cura nos

grupos tratados.

Visando avaliar a toxicidade da administracdo de tais componentes nos coelhos,
foram enviados fragmentos gastricos e hepaticos e suas andlises indicaram 6rgdos sem

alteracbes compativeis com toxicidade, como mostra a Figura 18.

Figura 18: Histopatologia de fragmentos gastricos e hepaticos de coelho tratado, por via oral, com (A)
extrato da casca de barbatimdo; (B) &cido tanico. (1) tecido gastrico; (2) tecido hepatico. Coloracdo de
HE, em aumento de 20x. Auséncia de alteragGes significativas, de efeito tdxico, para ambos 0s compostos
administrados.

4.4) Bloco 4
A Ultima etapa do trabalho envolveu a associacdo do tanino (na dose de 100
mg/kg) junto ao DMSO (0,5 mL), por via intralesional, a cada 48h, e a administracao

semanal, por via intramuscular, do acetato de metilprednisolona, em dose de 1 mg/kg.
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O DMSO é um composto quimico orgdnico com elevada capacidade
higroscopica, capaz de formar pontes de hidrogénio mais fortes do que o presente em
moléculas de dgua. Uma reacdo exotérmica é observada quando reage com a agua do ar

e dos tecidos (BRAYTON, 1996).

E indicado como analgésico e anti-inflamatério e apresenta propriedades
antibacteriana e antifingica (RAND-LUBY et al., 1996). Como é capaz de transpor a
pele integra, difundindo-se em tecidos e fluidos orgénicos, é frequentemente usado no
tratamento de lesdes localizadas em tecidos densos ou de dificil acesso. Ainda, por
apresentar tal capacidade, € comum seu uso em associacdo com outras substancias,
possibilitando a penetracdo das mesmas em tecidos em que ha dificuldade para a
perfusdo medicamentosa. Dosagens seguras sugerem a diluicdo do DMSO em solucdo

fisioldgica, sendo empregado em concentracdo de 10% (RAND-LUBY et al., 1996).

Em doses anti-inflamatdrias, os corticosterdides podem reduzir o infiltrado
celular e a inflamacéo, contribuindo para o controle dos sintomas. Quando de processo
severos, geralmente necessita-se de doses imunossupressoras para a obtencdo dos
resultados desejados. O acetato de metilprednisolona pode ser administrado por via
subcutanea ou intramuscular e o protocolo terapéutico apresenta variac6es, podendo ser
empregado com intervalos entre 7 a 30 dias. Seu uso é indicado principalmente para
animais estressados e medrosos, pois ndo necessita administragdo diaria, porém

apresenta pouco resultado em inflamagdes graves (ANDRADE, 2008).

A Tabela 4 mostra o tamanho das les6es, medidas com o paquimetro, quando

comparadas ao do grupo controle.
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Tabela 4: Tamanho dos diametros das lesdes, tomados em dois pontos, dos coelhos inoculados com
Pythium insidiosum, no grupo controle e nos grupos tratados com a metilprednisolona (via intramuscular
a cada 7 dias) e DMSO e tanino (via intralesional a cada 48 h).

tratamento tamanho da lesdo (mm)

inicio do tratamento  fim do tratamento

Associacdo medicamentosa (Coelho 1) 15x23 86x90
Associacdo medicamentosa (Coelho 2) 21x22 84x87
Associacdo medicamentosa (Coelho 3) 17x20 85x91
Controle (Coelho 1) 34x24 96x90
Controle (Coelho 2) 14x14 89x91
Controle (Coelho 3) 14x18 82x86

Os aspectos macroscopicos das lesdes neste grupo de tratamento ndo mostraram
diferengas em relagdo ao controle. As analises histopatolégicas também mostram que
ndo ha diferencas no padrdo de resposta inflamatéria, como pode ser observado na

Figura 19.

Figura 19: Histologia de lesdo com tratamento
associativo, em coloracdo de HE, aumento de 20x.
Notar grande quantidade de células inflamatdrias,
padrdo semelhante as laminas anteriores, sem
alterac@es significativas.

Em relacdo as analises de hemograma e perfis bioquimicos séricos dos coelhos
do grupo controle e tratados, ndo foram observadas alteracdes significativas entre os
grupos estudados. No perfil hematoldgico, foram constatadas alteragdes no leucograma,
quando da primeira e da ultima coletada, estando presente, na maioria dos animais,

leucocitose com neutrofilia. Conforme MILLER & CAMPBELL (1983) sdo alteracfes
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presentes em todas as espécies animais e fazem parte das caracteristicas sistémicas da

doenca.

No perfil bioquimo sérico, ndo houve alteracdo entre os valores no primeiro e
ultimo dia de tratamento, sendo 0s mesmos mantidos dentro dos valores de referéncia

para a espécie.

Estudos iniciais em coelhos como modelo experimental da pitiose datam do final
da década de 60 e envolveram a inoculacdo das hifas do patdgeno e esses estudos ndo
resultaram em lesbes nos coelhos, pois essa ndo € a forma infectante do patdgeno
(ALMEMIYA, 1969, 1982). MILLER & CAMPBEL (1983) foram um dos pioneiros
em realizar estudos experimentais bem sucedidos da pitiose em coelhos. Na ocasido,
foram testadas as vias subcutanea, intraperitoneal e intravenosa. Nos animais inoculados
pela via subcutanea observou-se a formacdo de lesdes nodulares, as quais aumentavam
de tamanho conforme o tempo evoluia. A partir do 20° dia de inoculagdo eram
observadas lesbes esféricas e preenchidas por pus de coloracdo amarelo-esverdeada e 0s
abscessos eram encapsulados por tecido conectivo fibroso. As lesdes observadas na
presente pesquisa mostraram comportamento semelhante aos observados por MILLER

& CAMPBEL (1983).

As analises macroscépicas dos coelhos diferem dos equinos e cdes com lesdo
subcutanea por serem observadas presenca de intensa necrose caseosa revestida por uma

espessa capsula, ao inves de comprometimento cutdneo com ulceracdo exsudativa.

Com relagdo aos achados histopatolégicos obtidos nos coelhos, estes foram
semelhantes aos observados por SALLIS et al. (2003) em quatorze cavalos com pitiose
cutanea, provenientes do municipio de Uruguaiana/RS, onde fora possivel detectar areas

irregulares e eosinofilicas de necrose associadas a imagens negativas tubuliformes de

40



hifas do patdgeno, com presenca de infiltrado inflamatdrio constituido por eosinofilos,

neutrofilos, macrofagos e grande quantidade de tecido fibrovascular.

A manifestacdo da doenca nos coelhos, com formagdo de necrose caseosa nas
lesbes e auséncia de ulceracdo, por apresentar uma capsula fibrosa de protecéo,
dificultou a administracdo da droga e perfusdo da mesma sobre o tecido comprometido

e pode ter contribuido de forma a inviabilizar os tratamentos.

Desta forma, os resultados obtidos indicaram que o coelho, apesar de ser o unico
modelo experimental in vivo, ndo mimetiza a doenca na forma como presente nos
demais animais e por isso, ndo ha como afirmar que todos os protocolos terapéuticos
desenvolvidos neste trabalho foram ineficazes, uma vez que é possivel questionar a
difusdo de qualquer medicamento frente a uma capsula fibrosa tdo extensa que atua de

forma a proteger o patogeno.

Logo, antes da busca por novos tratamentos para a pitiose, deve-se descobrir um
modelo experimental cuja evolucdo da doenca seja semelhante a observada em equinos
e demais animais, pois sO assim podera ser garantido resultados, promissores ou
ineficazes, no uso de diferentes protocolos terapéuticos. E ainda, independente do
composto utilizado e da comprovacdo de sua eficicia, talvez sejam necessarios
procedimentos cirdrgicos previos, a fim de se retirar a maior quantidade possivel de

tecido fibroso presente na leséo.
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5) Conclusdo
Diante dos resultados obtidos conclui-se que, no modelo animal utilizado,
nenhum dos protocolos de tratamento resultaram na diminui¢do do tamanho das lesdes

ou na cura das mesmas.
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7) Anexos

ANEXO |
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ANEXO II
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“Avaliacio da toxicidade do extrato da casca de
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ANIMAIS (CEUA), nesta data.
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