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 A crescente incidência de infecções microbianas associada com o desenvolvimento de resistência 
aos antimicrobianos e insucesso terapêutico incentiva a pesquisa de novas alternativas para a profilaxia e 
tratamento das infecções causadas por microrganismos. Neste contexto, esta tese teve como objetivos 
avaliar as propriedades antimicrobianas do disseleneto de difenila ((PhSe)2), seus análogos estruturais com 
grupos funcionais contendo cloro, fluor e metoxil, bem como a associação de fármacos antifúngicos contra 
espécies patogênicas de fungos e Pythium insidiosum em testes in vitro e in vivo. Adicionalmente, a 
utilização de novos meios de culturas na indução da zoosporogênese e da conservação de P. insidiosum foi 
avaliada. Através de teste de suscetibilidade baseado no protocolo M38-A2 do CLSI, com inóculo formado 
por zoósporos de P. insidiosum, pode-se observar que o (PhSe)2 apresentou atividade fungicida in vitro 
contra P. insidiosum, com concentração fungicida mínima (CFM) variando de 0,5 a 4 μg/mL e sugere-se 
uma atividade fungistática in vivo no tratamento com 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2 na pitiose experimental em 
coelhos. A avaliação laboratorial bioquímica e hematológica deste tratamento experimental não evidenciou 
características de toxicidade na administração oral do (PhSe)2. A avaliação dos testes de suscetibilidade in 
vitro para fungos leveduriformes e filamentosos foi baseada nos protocolos M27-A3 e M38-A2 do CLSI e 
evidenciou que o (PhSe)2 apresentou atividade fungistática e fungicida contra diversas espécies fúngicas, 
incluindo Candida albicans (CFM de 8 a 32 μg/mL), Aspergillus fumigatus (CFM de 16 a >64 μg/mL) e 
Fusarium solani (CFM de 8 a 64 μg/mL). A introdução de grupos funcionais na molécula do (PhSe)2 
produziu uma diminuição ou perda da atividade antifúngica, sendo (PhSe)2 > (p-CH3O-C6H4Se)2 > (m-CF3-
C6H4Se)2 > (p-Cl-C6H4Se)2. O tratamento da pitiose experimental em coelhos foi conduzido também com a 
terapia combinada de antifúngicos. Neste contexto, a associação de fluconazol (100 mg/Kg/dia) + 
fluvastatina (1 mg/Kg/dia) + terbinafina (100 mg/Kg/dia) foi a única terapia, dentre as testadas, que 
resultou na cura clínica de um coelho e uma possível atividade fungistática nos demais animais do grupo. A 
avaliação laboratorial deste tratamento sugere um envolvimento do metabolismo do ferro, em vista de 
diferentes níveis de saturação da transferrina, no desenvolvimento da pitiose. Adicionalmente, a avaliação 
de novos protocolos para a indução da zoosporogênese in vitro evidenciou que a subcultura sequencial de 
P. insidiosum em meios nutricionalmente ricos (ágar chocolate e ágar gema) e pobres (ágar extrato de 
levedura 0,2% e ágar fubá) proporcionou a recuperação e estimulação da produção de zoósporos in vitro, os 
quais são essenciais para a identificação, testes de suscetibilidade e indução da infecção experimental em 
coelhos. A conservação de isolados de P. insidiosum em tubos contendo água e pedaços de grama estéreis 
proporcionam um ambiente favorável para a manutenção da viabilidade desta espécie por longos períodos. 
 
 Palavras-chave: disseleneto de difenila, atividade antifúngica, terapia antifúngica combinada, Pythium 
insidiosum, zoosporogênese.  
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ADVISER: GILSON ZENI 
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The increasing incidence of microbial infections associated with the development of antimicrobial 
resistance and treatment failure encourages the research for new alternatives for prophylaxis and treatment 
of infections caused by microorganisms. In this context, this thesis aimed to evaluate the antimicrobial 
properties of diphenyl diselenide ((PhSe)2), its structural analogues with functional groups containing 
chlorine, fluorine and methoxyl as well as the combination of antifungal drugs against pathogenic fungi and 
Pythium insidiosum in tests in vitro and in vivo. Additionally, the use of new culture media in the induction 
of zoosporogenesis and conservation of P. insidiosum has been assessed.Through the susceptibility tests 
based on the protocol M38-A2 of CLSI, with inoculum consisting of zoospores of P. insidiosum, can be 
observed that (PhSe)2 showed in vitro antifungal activity against P. insidiosum, with the minimum 
fungicidal concentration (MFC) ranging from 0.5 to 4 μg/mL and suggested a fungistatic activity in vivo 
treatment with 10 mg/Kg/day of (PhSe)2 in experimental pythiosis in rabbits. The biochemical and 
hematological laboratory evaluation of this experimental treatment showed no toxic characteristics of oral 
administration of (PhSe)2. The evaluation of in vitro susceptibility testing for yeast and filamentous fungi 
was based on protocols M27-A3 and M38-A2 of CLSI and indicated that (PhSe)2 showed fungistatic and 
fungicidal activity against several fungal species, including Candida albicans (MFC 8 to 32 μg/mL), 
Aspergillus fumigatus (MFC 16 to >64 μg/mL) and Fusarium solani (MFC 8 to 64 μg/mL). The 
introduction of functional groups in the molecule of (PhSe)2 produced a decrease or loss of antifungal 
activity, being (PhSe)2 > (p-CH3O-C6H4Se)2 > (m-CF3-C6H4Se)2 > (p-Cl-C6H4Se)2. Treatment of 
experimental pythiosis in rabbits was also conducted with the combined therapy with antifungal agents. In 
this context, the combination therapy of fluconazole (100 mg/Kg/day) + terbinafin (100 mg/Kg/day) + 
fluvastatin (1 mg/Kg/day) was the only one among the tested, which resulted in clinical cure of one rabbit 
and a possible fungistatic activity in other animals of this group. The laboratory evaluation of this treatment 
suggests the involvement of iron metabolism in view of different levels of transferrin saturation in the 
develop of pythiosis. Additionally, the evaluation of new protocols for the induction of zoosporogenesis in 
vitro showed that the sequential subculture of P. insidiosum in nutritionally rich (chocolate agar and egg 
yolk agar) and poor (0.2% yeast extract agar and cornmeal agar) media provides a recovery and stimulation 
of in vitro production of zoospores, which are essential for identification, susceptibility testing and 
induction of experimental infection in rabbits. The conservation of isolates of P. insidiosum in tubes 
containing sterile water and pieces of grass provide a favorable environment for the viability of this species 
for long periods. 
 
 
Keywords: diphenyl diselenide, antifungal activity, antifungal combination therapy, Pythium insidiosum, 
zoosporogenesis.  
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1. INTRODUÇÃO 

 A descoberta, nos últimos séculos, do papel dos microrganismos como agentes de 

patologias em animais e plantas desencadeou uma progressiva e constante busca por 

compostos de origem natural provenientes de plantas e microrganismos, e da síntese de novas 

estruturas químicas capazes de combater infecções com o mínimo de efeitos tóxicos para o 

hospedeiro. 

 Apesar dos grandes avanços na tecnologia e da compreensão das inter-relações entre 

patógenos e hospedeiros, a descoberta de novos fármacos permanece um processo longo, 

dispendioso, difícil e muitas vezes desorientado, com a procura "cega" das propriedades 

farmacológicas de "novos" compostos químicos, sendo que atualmente os custos da pesquisa 

e desenvolvimento de cada novo fármaco podem ser estimados em aproximadamente 1,8 

bilhão de dólares (Anson et al., 2009; Paul et al., 2010). 

 Os organocompostos de selênio (OS)  são substâncias bem conhecidas desde 1847, 

quando Wöhler e Siemens relataram a primeira síntese do etil-selenol. Desde então, diversas 

possibilidades da utilização destes compostos na química orgânica foram descritos, como 

extensamente abordado por Wirth, 2000. No entanto, a crescente descrição das propriedades 

farmacológicas desta classe de compostos, tais como antioxidantes, inibidores enzimáticos, 

neuroprotetores, agentes anti-tumorais e anti-infecciosos e imunomoduladores (Mugesh et al., 

2001; Nogueira et al., 2004) incentiva a pesquisa de novas propriedades farmacológicas dos 

compostos atualmente utilizados e da síntese orientada de novas estruturas químicas. 

 O disseleneto de difenila é um OS simples que tem sido foco de pesquisas que 

descrevem o potencial farmacológico que este composto apresenta em diversos modelos 

biológicos, como revisado por Rosa et al., 2007b, fazendo com que este composto seja um 

bom candidato em propostas terapêuticas devido às suas atividades antioxidante, 

antinociceptiva, anti-inflamatória, antiúlcera e hepatoprotetora já descritas. 

 A frequência das infecções fúngicas invasivas aumentou significativamente nas 

últimas duas décadas, com excessiva morbidade e mortalidade, estando diretamente 

correlacionada com o crescente aumento de pacientes com fatores de risco para desenvolver 

infecções fúngicas, tais como em transplantes, procedimentos cirúrgicos agressivos, Síndrome 

da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), neoplasias, terapias imunossupressoras e neonatos 

prematuros (Pfaller et al., 2006b).  

 Adicionalmente, a pesquisa de fármacos antifúngicos permanece em atraso quando 

comparado com o desenvolvimento de fármacos antibacterianos, com poucas classes de 
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fármacos antifúngicos disponíveis. Pacientes com infecções fúngicas invasivas requerem um 

tempo de internação prolongado e os custos da terapia antifúngica, dependendo do hospital, 

podem variar de 144 euros/dia, nos casos de candidemias causadas por espécies de Candida 

sensíveis, até 478 euros/dia, nos casos de espécies resistentes (Vandijck et al., 2008). 

 A epidemiologia das infecções fúngicas sofreu alterações notáveis desde a década de 

1980. Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus representavam as 

espécies associadas como agentes de infecções fúngicas na grande maioria dos casos. 

Atualmente, outros fungos, tais como Candida não-albicans, Aspergillus não-fumigatus, 

zigomicetos, Fusarium spp. e agente de feohifomicoses, destacam-se como importantes 

causas de infecções oportunistas emergentes e apresentam taxas de mortalidade preocupantes 

(Idemyor, 2003; Garnica e Nucci, 2009). 

 Embora não classificado como um fungo, os casos de pitiose, causado pelo oomiceto 

Pythium insidiosum, vem chamando a atenção na micologia pelas similaridades fisiológicas e 

morfológicas que esta espécie compartilha com fungos, pela severidade da doença em 

mamíferos (fatal se não tratado) e pelo insucesso terapêutico nos tratamentos com 

antifúngicos.  A maioria dos casos de pitiose foram descritos em equinos e caninos, com 

lesões subcutâneas piogranulomatosas e ulcerativas. Em humanos a doença caracteriza-se por 

ceratite, arterite e infecções disseminadas. Embora a imunoterapia apresente bons resultados 

em casos iniciais da doença, a remoção cirúrgica das lesões associado com terapia antifúngica 

complementar, representa a principal opção nos casos não responsivos ao tratamento 

quimioterápico (Santurio e Ferreiro, 2008). 

 Pythium insidiosum se desenvolve em áreas pantanosas, com ciclo biológico baseado 

na colonização de plantas aquáticas, as quais servem de substrato para o crescimento 

vegetativo miceliano e formação assexuada de zoósporos biflagelados móveis. Os zoósporos 

podem ser obtidas in vitro, utilizando a técnica de zoosporogênese em meio líquido e 

representam passo necessário para a identificação (Bentinck-Smith et al., 1989), testes de 

susceptibilidade in vitro (Pereira et al., 2007; Argenta et al., 2008; Cavalheiro et al., 2009b) e 

reprodução experimental da doença em coelhos (Santurio et al., 2003). No entanto, isolados 

mantidos por longos perídos de tempo sob ciclos de subculturas podem perder a capacidade 

de produzir zoósporos in vitro e/ou a viabilidade de crescimento (Pereira et al., 2008). 

 Diante deste contexto, o presente trabalho avaliou: a) a atividade antifúngica in vitro 

do disseleneto de difenila e análogos estruturais contra fungos reconhecidos como patógenos 

para humanos e animais; b) a atividade in vitro do disseleneto de difenila contra Pythium 

insidiosum e in vivo no tratamento da pitiose experimental em coelhos; c) a associação de 
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fármacos antifúngicos na tratamento da pitiose experimental em coelhos; d) a 

recuperação/estimulação da zoosporogênese in vitro de Pythium insidiosum, assim como sua 

conservação por períodos prolongados. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Disseleneto de difenila e análogos estruturais 

2.1.1. Disseleneto de difenila 

Os avanços na área de síntese e reatividade de organocompostos de selênio (OS), a 

descoberta de que o selênio é um oligoelemento essencial na dieta (Rayman, 2000) e que 

moléculas contendo selênio podem ser melhor nucleófilos (e portanto, antioxidantes) do que 

os antioxidantes clássicos, incentivaram o aumento do interesse na síntese de novos OS 

(Arteel e Sies, 2001). Como resultado, intensos estudos sobre as propriedades biológicas dos 

OS têm sido desenvolvidos, revelando que estas moléculas podem ser utilizadas como 

antioxidantes, inibidores enzimáticos, neuroprotetores, anti-tumorais, anti-infecciosos, 

indutores de citocinas e imunomoduladores (Nogueira et al., 2004; Narajji et al., 2007). 

O disseleneto de difenila (PhSe)2 (Figura 1) é um OS simples, estável e altamente 

lipofílico, amplamente utilizado como intermediário em sínteses orgânicas (Wirth, 2000) que 

reage de forma muito eficaz com hidroperóxidos e peróxidos orgânicos. A reação é 

semelhante àquela catalisada pela enzima glutationa peroxidase (Nogueira et al., 

2004). Extensivos estudos têm sido focados sobre os efeitos toxicológicos e farmacológicos 

do (PhSe)2 em diferentes modelos biológicos, como revisado por Rosa et al., 2007b, fazendo 

com que este composto seja um bom candidato em propostas terapêuticas. Entre as principais 

propriedades farmacológicas, destacam-se as atividades antioxidante, antinociceptiva, anti-

inflamatória, antiúlcera e hepatoprotetora (Tabela 1). 

 

Se

Se

 

Figura 1 - Estrutura química do disseleneto de difenila 

 

Com relação à toxicidade, altas doses de (PhSe)2 têm demonstrado danos ao sistema 

nervoso central de camundongos, causando diminuição da transmissão glutamatérgica, bem 

como toxicidade hepática e renal (Meotti et al., 2003; Prigol et al., 2008), com efeitos mais 
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tóxicos quando administrado por via intraperitoneal do que subcutânea (Meotti et al., 2003). 

Em modelos experimentais de toxicidade geral, a administração via oral por tempo 

prolongado de 0,3 a 30 ppm de (PhSe)2 demonstra baixa toxicidade em coelhos (De Bem et 

al., 2006; De Bem et al., 2007) e a administração aguda de doses supra-farmacológicas (10 a 

100 mg/Kg) mostrou que a dose de (PhSe)2 que causa a mortalidade de 50% de camundongos 

(DL50) está estimada como sendo superior a 312 mg/Kg. Portanto, em doses com conhecidos 

efeitos farmacológicos, o (PhSe)2 não apresenta efeitos tóxicos nos modelos experimentais 

avaliados em animais (Savegnago et al., 2007b). 

 

Tabela 1 - Propriedades farmacológicas do disseleneto de difenila (PhSe)2 

Efeito/propriedade Condições do teste Referências 
Anti-aterogênico Hipercolesterolemia induzida em 

coelhos 
Oxidação in vitro da LDL 
humana 

(De Bem et al., 2008; De Bem et al., 2009) 

Antigenotóxico, 
antimutagênico 

Avaliação in vitro da 
citotoxicidade, genotoxicidade e 
clastogenicidade 

(Rosa et al., 2007a) 

Anti-hiperglicêmico 
 

Diabetes mellitus induzida pela 
aloxana e estreptozotocina em 
ratos 

(Barbosa et al., 2008b) 

Anti-inflamatória, 
antinociceptiva 

Modelos de nocicepção e dor em 
ratos e camundongos 

(Nogueira et al., 2003; Zasso et al., 2005; 
Savegnago et al., 2007b; Savegnago et al., 2007c; 
Savegnago et al., 2008a; Savegnago et al., 2008c) 

Antidepressor Estado depressivo induzido em 
ratos 

(Savegnago et al., 2007a; Savegnago et al., 
2008b; Acker et al., 2009) 

Antioxidante Estresse oxidativo induzido in 
vitro e in vivo em camundongos e 
ratos 

(Posser et al., 2006; Luchese et al., 2007a; 
Luchese et al., 2007b; Puntel et al., 2007; 
Barbosa et al., 2008c; Freitas et al., 2009; Hassan 
et al., 2009; Kade et al., 2009; Luchese et al., 
2009; Prigol et al., 2009c; Stangherlin et al., 
2009) 

Anti-secretor, 
antiúlcera 

Lesões gástricas induzidas por 
etanol e indometacina em ratos 

(Savegnago et al., 2006; Ineu et al., 2008) 

Ansiolítico Camundongos e ratos submetidos 
aos testes de labirinto em cruz 
elevado e transição claro-escuro 

(Ghisleni et al., 2008; Savegnago et al., 2008b) 

Antitumoral Tumor mamário em ratos pela 
administração de N-nitroso-N-
metiluréia 

(Barbosa et al., 2008a) 

Hepatoprotetor   Dano hepático induzido por 2-
nitropropano, tetracloreto de 
carbono, cádmio e paracetamol 
em ratos 

(Borges et al., 2005; Borges et al., 2006; Borges 
et al., 2008; Nogueira et al., 2009; Wilhelm et al., 
2009a) 

Neuroprotetor Danos ou toxicidade induzida 
direta ou indireta no cérebro 

(Ghisleni et al., 2003; Burger et al., 2004; Burger 
et al., 2006; Posser et al., 2008; Prigol et al., 
2008; Brito et al., 2009) 

Proteção toxicidade 
induzida por metais 

Intoxicação por mercúrio e 
cádmio em ratos e camundongos 
 

(Santos et al., 2004; Santos et al., 2005a; Santos 
et al., 2005b; Brandao et al., 2008) 
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Em modelos experimentais com microrganismos, o (PhSe)2 foi capaz de induzir 

mutações de fase de leitura em Salmonella typhimurium e Saccharomyces cerevisiae, 

aumentar o crossing-over e as frequências de conversão gênica em S. cerevisiae (Rosa et al., 

2004). O (PhSe)2 interage não enzimaticamente com o grupo tiol da glutationa (GSH), com a 

consequente depleção de GSH livre in vivo em S. cerevisiae, provavelmente através da 

formação de adutos, reduzindo a defesa celular não enzimática e assim sensibilizando a célula 

aos danos provocados pelas espécies reativas de oxigênio (atividade pró-oxidante) (Rosa et 

al., 2005). 

2.1.2. Análogos estruturais do disseleneto de difenila 

Recentemente, alterações estruturais no anel aromático do (PhSe)2 com a introdução 

de grupos funcionais foram propostas e avaliações farmacológicas e toxicológicas 

desenvolvidas (Figura 2). A dose letal (DL50) para camundongos do p-cloro disseleneto de 

difenila (p-Cl-C6H4Se)2, do m-trifluorometil disseleneto de difenila (m-CF3-C6H4Se)2 e do p-

metoxil disseleneto de difenila (p-CH3O-C6H4Se)2 são superiores a 381 mg/Kg, 278 mg/Kg e 

superiores a 372 mg/Kg, respectivamente (Savegnago et al., 2009). Através de modelos 

experimentais in vitro e in vivo foi constatado que, dependendo da dose e das condições 

testadas, estes (PhSe)2 substituídos inibem as atividades da -ALA-D, catalase e Na+, K+-

ATPase (Bruning et al., 2009; Savegnago et al., 2009) e inibem a captação de serotonina 

(Borges et al., 2009). 

 

Se

Se

R
R

R= 3-CF3; 4-Cl; 4-OCH3
 

Figura 2 - Estrutura química dos análogos estruturais do disseleneto de difenila 

 

Farmacologicamente, em modelos experimentais, demonstram propriedades 

antinociceptivas (Pinto et al., 2008; Jesse et al., 2009), proteção do dano oxidativo cerebral 

induzido pelo nitroprussiato de sódio (Prigol et al., 2009b) e da insuficiência hepática aguda 

induzida por galactosamina e lipopolissacarídeos (Wilhelm et al., 2009b). A escolha pelo 

(PhSe)2 ou um de seus análogos estruturais em propostas terapêuticas parece depender do 

modelo experimental e do efeito desejado. Em modelos de proteção de dano hepático 
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induzido por 2-nitropropano, o (m-CF3-C6H4Se)2 apresenta maior toxicidade e menor efeito 

protetor que o (PhSe)2 (Wilhelm et al., 2009c), enquanto que, em modelos de convulsão o (m-

CF3-C6H4Se)2 prolonga a latência para o início do primeiro episódio convulsivo e reduz o 

número de animais que apresentam convulsões mais eficazmente (Prigol et al., 2009a). 

2.2. Compostos Antifúngicos 

2.2.1. Fármacos antifúngicos 

 Comparado com a grande variedade de fármacos e associações antibacterianas, 

atualmente poucas classes de fármacos antifúngicos estão disponíveis. O desenvolvimento de 

antibacterianos apresenta vantagens sobre os antifúngicos uma vez que existem múltiplos 

sítios de ligação e ação nas bactérias que não estão presentes nas células de mamíferos. Por 

outro lado, os fungos compartilham similaridades com as células de mamíferos, o que 

dificulta a pesquisa de novos fármacos e sítios de ação. Atualmente, os principais alvos dos 

antifúngicos são sobre os esteróis da membrana plasmática, na síntese de ácidos nucléicos e 

sobre os constituintes da parede celular (quitina, β-(1,3)-glucana e manonoproteínas) (Figura 

3) (Gubbins e Anaissie, 2009). 

 

 

  

Figura 3 - Sítios de ação dos antifúngicos (adaptado de Gubbins e Anaissie, 2009). 
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 Os fármacos com ação sobre os esteróis (ergosterol) da membrana plasmática incluem 

os derivados poliênicos (Anfotericina B, Nistatina), azólicos (Fluconazol, Itraconazol, 

Voriconazol) e as alilaminas (Terbinafina). Os antifúngicos poliênicos ligam-se diretamente 

ao ergosterol, formando canais (poros) que aumentam a permeabilidade da membrana, com 

perda de material citoplasmático, o que pode resultar na morte celular (Drew, 2010b) 

enquanto que os derivados azólicos e as alilaminas interferem na síntese do ergosterol através 

da inibição das enzimas C-14-α-demetilase e esqualeno epoxidase, respectivamente, 

bloqueando etapas precursoras da biossíntese do ergosterol (Ryder, 1992; Ashley, 2010). 

 A 5-fluorocitosina (5FC), fármaco com ação na síntese de ácidos nucléicos, é 

transportado para dentro da célula fúngica, onde é convertida à 5-fluorouracil, o qual é um 

antimetabólico que inibe a síntese de DNA (Drew, 2010a).  

 As equinocandinas são lipopeptídeos semi-sintéticos que agem inibindo a síntese da β-

(1,3)-D-glucana, um dos principais componentes da parede celular fúngica. A diminuição da 

produção de β-(1,3)-D-glucana pode levar à perda da integridade celular e lise da célula 

(Johnson e Mohr, 2010). 

2.2.2. Teste de suscetibilidade aos antifúngicos 

 Similar às diferenças observadas no desenvolvimento entre fármacos antibacterianos e 

antifúngicos, o desenvolvimento dos testes de suscetibilidade aos antifúngicos (TSA) está 

distante dos progressos já obtidos com os testes de suscetibilidade aos antibacterianos (ATB) 

disponíveis. Os TSA recentemente foram padronizados pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institutes (CLSI), com o primeiro protocolo aprovado em 1997 para Candida spp e 

Cryptococcus neoformans, enquanto que o protocolo descrito para o TSA de alguns fungos 

filamentosos foi aprovado recentemente, em 2002 (Ernst, 2005).  

 Atualmente, os protocolos aprovados são os testes de disco difusão para leveduras, 

documento M44-A (Sheehan e Clinical and Laboratory Standards Institute., 2004) e os testes 

de macro e microdiluição, documentos M38-A2 para fungos filamentosos (Rex e Clinical and 

Laboratory Standards Institute., 2008a) e para leveduras, documento M27-A3 (Rex e Clinical 

and Laboratory Standards Institute., 2008b). Outros métodos de TSA incluem o E-test® e 

métodos colorimétricos comerciais, sendo que suas eficiências estão baseadas em estudos de 

correlação com os métodos do CLSI (Canton et al., 2009; Negri et al., 2009). 

 A correlação clínica entre os resultados dos TSA e a resposta ao tratamento permanece 

um desafio. Os TSA podem predizer o resultado do tratamento em uma proporção chamada 

"Regra dos 90-60" (Rex e Pfaller, 2002; Pfaller et al., 2006a). De acordo com esta regra, 
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infecções devido a isolados fúngicos sensíveis in vitro respondem em 90% das vezes à 

terapia, enquanto que os resistentes in vitro respondem em 60%. Ou seja, o TSA é apenas um 

dos diversos fatores que podem influenciar no sucesso da terapia (Rex e Pfaller, 2002; 

Alexander e Pfaller, 2006). Além disso, menos de 10 fármacos antifúngicos contra menos de 

10 microrganismos fúngicos apresentam breakpoints interpretativos que caracterizam a 

sensibilidade ou a resistência destes fungos à determinada concentração de antifúngico (Rex e 

Pfaller, 2002; Pfaller et al., 2006a). 

2.2.3. Mecanismo de resistência aos antifúngicos 

 A resistência aos antifúngicos poliênicos, embora incomum, vêm chamando a atenção 

pelo crescente número de relatos de isolados fúngicos exibindo elevada concentração 

inibitória mímina (CIM) frente à anfotericina B (AmB) (Pfaller e Diekema, 2007). Uma vez 

que o mecanismo de ação da AmB está diretamente ligado à interação com o ergosterol 

presente na membrana fúngica, condições que alteram o conteúdo e a composição deste 

esterol estão associados com o desenvolvimento de resistência (Bossche et al., 1994; Graybill, 

1995). Os principais defeitos na biossíntese do ergosterol, analisados em espécies de Candida, 

incluem as mutações nos genes ERG3, ERG5, ERG6, ERG11 e ERG 25, que acarretam na 

diminuição da produção ergosterol e/ou produção de esteróis anormais (Barker e Rogers, 

2006; Vandeputte et al., 2007). A resistência à AmB pode ser obtida in vitro através de ciclos 

de culturas em concentrações crescentes deste fármaco (Barker et al., 2004), estando também 

associada com alterações oxidativas da célula fúngica como resultado de uma diminuição da 

respiração aeróbica (Geraghty e Kavanagh, 2003). 

 A maioria dos estudos sobre a resistência aos antifúngicos azólicos estão baseados na 

interação de C. albicans e fluconazol (Hitchcock, 1993; Maccallum et al., 2010). No entanto, 

crescentes são os relatos da resistência aos antifúngicos azólicos em outras espécies fúngicas 

(Nguyen et al., 1996; Howard et al., 2009). Alterações qualitativas e quantitativas do gene 

ERG11, em Candida, podem alterar a rota de biossíntese do ergosterol, resultando na perda de 

afinidade de enzimas alvo e/ou causar superexpressão do gene, o que resulta em uma 

superprodução das enzimas alvo e necessidade de uma maior concentração intracelular do 

antifúngico para ocorrer a inibição de todas as enzimas alvo (Lupetti et al., 2002; Manastir et 

al., 2009). Outro mecanismo de resistência inclui a presença de proteínas transportadoras 

(bombas de efluxo) codificadas pelos genes MDR ou CDR, que expulsam o fármaco para fora 

da célula (Cannon et al., 2009). A expressão (upregulation) do gene MDR tem efeito sobre a 

resistência ao fluconazol, enquanto que a expressão (upregulation) do gene CDR confere 
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resistência a diversos antifúngicos azólicos (Kontoyiannis e Lewis, 2002; Lupetti et al., 2002; 

Cannon et al., 2009). 

 A flucitosina apresenta um estreito espectro de atividade (principalmente contra 

Candida spp. e Cryptococcus neoformans) e a monoterapia com esta droga geralmente 

conduz à resistência clínica (Cuenca-Estrella et al., 2001; Chandra et al., 2009b). Os 

mecanismos envolvidos na resistência à flucitosina envolvem alterações nas várias etapas 

enzimáticas intracelulares envolvidas no mecanismo de ação, incluindo alterações nas 

enzimas pirofosforilase monofosfato de uridina, citosina permease e citosina desaminase, ou o 

aumento da produção de pirimidinas (Chandra et al., 2009b). 

 A resistência à terbinafina por Candida e dermatófitos permanece de ocorrência rara, 

sendo este fármaco bastante eficaz contra uma ampla variedade de leveduras e fungos 

filamentosos in vitro (Jessup et al., 2000; Darkes et al., 2003). No entanto, outras espécies 

fúngicas destacam-se como resistentes à terbinafina, incluindo A. fumigatus (Leber et al., 

2003; Graminha et al., 2004; Liu et al., 2004). As principais causas de indução da resistência 

estão associadas à superexpressão de proteínas transportadoras (bombas de efluxo), 

principalmente as codificadas pelo gene CDR (Darkes et al., 2003) e mutação no gene ERG1 

(Leber et al., 2003). 

 Devido à recente inclusão das equinocandinas na terapêutica antifúngica, são limitados 

os dados sobre a resistência a esta classe de fármaco.  Os casos de resistência intrínseca, já 

descritos em Cryptococcus spp., Trichosporon spp., Fusarium spp. e zigomicetos estão 

associados com quantidades insuficientes da enzima β-(1,3)-D-glucana sintase ou uma forma 

mutante da enzima que impede a ligação do fármaco (Chandra et al., 2009a). A resistência 

adquirida envolve a mutação do gene FKS1, que codifica uma subunidade da β-(1,3)-D-

glucana sintase (Balashov et al., 2006; Chandra et al., 2009a). 

2.2.4. Associação de compostos antifúngicos 

 O uso da terapia antifúngica combinada tem sido relatada desde o final da década de 

1970 (Codish et al., 1979), com os melhores dados clínicos provenientes dos tratamentos de 

meningite criptocócica com associação de AmB e 5FC, qual demonstrava altas taxas de cura e 

melhora quando comparado à monoterapia com AmB (Bennett et al., 1979; Vanderhorst et 

al., 1997). 

 A interação de dois antimicrobianos em sítios diferentes da célula fúngica pode 

promover associações sinérgicas ou antagônicas (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Interações in vitro e in vivo entre compostos antifúngicos. 

 Associação Microrganismo In vitro In vivo 
AmB + 5FC Candida 

Cryptococcus 
Aspergillus 
Rhizopus 
Absidia 

S, AD, I 
S, I, AN 
S, AD,  I, AN 
S 
AD 

S, AD 
S, I 
S, AD, I 

AmB + Itraconazol Candida 
Aspergillus 
Scedosporium 
Cryptococcus 

AN 
S, AN 
S, AD 
I 

I, AN 
AN 
 
S, I 

AmB + Fluconazol Candida 
Cryptococcus 
Scedosporium 
Aspergillus 

AD, I, AN 
S, I 
S, AD 
I, AN 

I, AN 
I, AN 
 
I 

AmB + Terbinafina Aspergillus 
Rhizopus, Absidia, Candida 

S, AD, I, AN 
S, AD 

I 
 

AmB + Cetoconazol Aspergillus  AN 
AmB + Miconazol Scedosporium S, AD  
AmB + Novos azólicos* Aspergillus 

Fusarium 
Pseudoallescheria, Scedosporium,  
Acremonium 

S, I, AN 
S, I, AN 
AD, I 
AD, I 

AD, I, AN 
 

AmB + equinocandinas Candida 
Aspergillus 
Fusarium 
Scedosporium, Cryptococcus 

S, AD, I 
S, AD, I 
S, AD, I 
S 

I 
S, AD, I 

ABLC + Equinocandinas Aspergillus  I 
ABLC + Itraconazol Aspergillus  I 
LAmB + Novos azólicos* Aspergillus  AN 
LAmB + Equinocandinas Aspergillus  I 
Fluconazol + equinocandina Candida I I 
Fluconazol + 5FC Candida 

Cryptococcus 
S, I, AN 
S, AD, I 

S, AD, I 
S, I 

Itraconazol + terbinafina Aspergillus 
Fusarium 
Scedosporium 

S, AD 
S, I 
S 

 
 

Itraconazol + 5FC Aspergillus AN  
Itraconazol + Equinocandinas Aspergillus 

Fusarium 
S, AD, I 
I 

 

Novos azólicos* + Equinocandinas Aspergillus 
Fusarium 
Rhizopus, Absidia, Cunninghamella 
Rhizomucor, Mucor, Syncephalastrum 
Scedosporium 
Pseudoallescheria 
Acremonium 

S, AD, I 
S, I 
S 
S 
S, AD, I 
AD, I 
AD, I 

S, AD, I 

Novos azólicos* + Terbinafina Aspergillus, Fusarium 
Rhizopus 
Absidia 

S 
S, AD 
AD 

 

Terbinafina + 5FC Aspergillus I, AN  
Equinocandinas + 5FC Aspergillus AN  
AmB, anfotericina B; 5FC, flucitosina; ABLC, complexo lipídico de AmB;  LAmB, AmB lipossomal; S, 
sinergismo; AD, adição; I, indiferente; AN, antagonismo; *Voriconazol, posaconazol ou ravuconazol. 
Compilação de Baddley e Pappas, 2005; 2007; Ostrosky-Zeichner, 2008; Vazquez, 2008. 
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 Os poros formados na membrana pela ação da AmB sobre o ergosterol permite o 

aumento da concentração intracelular de 5FC (Beggs, 1986) ou rifampicina (Beggs et al., 

1976), resultando em interação sinérgica entre as drogas. No entanto, a redução da 

concentração de ergosterol resultante da terapia com antifúgicos azólicos faz com que existam 

menos sítios de ligação ergosterol-AmB, resultando em antagonismo, quando estes dois 

fármacos estiverem associados (Sugar, 1995), situação que nem sempre é observada na 

prática clínica (Tabela 2). 

 Os fármacos que alteram a farmacocinética dos compostos antifúngicos também 

podem gerar associações sinérgicas ou antagônicas. Por exemplo, sinergismo tem sido 

observado entre fluconazol e inibidores de proteases, uma vez que estes diminuem o 

metabolismo hepático do fluconazol, resultando no aumento da concentração plasmática 

(Lewis e Kontoyiannis, 2001). Por outro lado, a associação de fluconazol com fármacos que 

são metabolizadas pelo sistema citocromo P450 resulta em uma associação antagônica pois 

ocorre indução do metabolismo do fluconazol e diminuição da concentração plasmática deste 

azólico (Lewis et al., 1999). 

 Além das interações diretas com a célula fúngica, os compostos antifúngicos 

apresentam propriedades imunomoduladoras, que associadas às necessidades do hospedeiro, 

podem melhorar o prognóstico (Ben-Ami et al., 2008). A antotericina desoxicolato apresenta 

propriedades pró-inflamatórias, com consequente liberação de citocinas de células 

mononucleares e neutrófilos in vitro (Wilson et al., 1991; Cleary et al., 1992) e induz a 

resposta com células Th1 in vivo (Cenci et al., 1997), enquanto que  a anfotericina lipossomal 

produz um padrão mais anti-inflamatório de citocinas, consequente da indução do receptor 

Toll-like (Bellocchio et al., 2005). A inibição de Aspergillus fumigatus é reforçada quando 

macrófagos e monócitos são expostos à equinocandinas (Chiller et al., 2001), enquanto que a 

presença de fluconazol ou voriconazol está associada com uma melhora da fagocitose quando 

associado com terapias que estimulam o sistema imunológico (Vora et al., 1998; Baltch et al., 

2001). 

2.2.5. Compostos orgânicos de selênio com ação antifúngica 

 A descrição das propriedades antimicrobianas dos compostos orgânicos de selênio 

remete à década de 1950 quando os análogos de selênio contendo sulfonamidas foram 

avaliados. Apesar de muitos dos compostos contendo selênio serem mais ativos do que seus 

análogos com sulfonamidas, seu uso no tratamento de infecções não se tornou evidente 
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provavelmente por apresentarem maior toxicidade do que seus equivalentes com enxofre 

(Mugesh et al., 2001). 

 Estudos recentes sobre as propriedades antifúngicas do ebselen (2-fenil-1,2-

benzisoselenazol-3(2H)-one), composto de baixa toxicidade que compartilha propriedades 

farmacológicas com o (PhSe)2 (Nogueira et al., 2004), mostram que este composto e seus 

análogos apresentam uma moderada atividade antifúngica contra espécies de Candida e 

Aspergillus (Bien et al., 1999; Wojtowicz et al., 2004; Billack et al., 2009), Cryptococcus 

(Soteropoulos et al., 2000) e Saccharomyces (Bien et al., 1999; Chan et al., 2007). Os 

mecanismos de ação propostos envolvem a interação do fármaco com grupos sulfidrilas das 

células (Wojtowicz et al., 2004) e a capacidade de inibir a H+-ATPase da membrana 

plasmática fúngica (Billack et al., 2010). 

2.3. Infecções Fúngicas 

2.3.1. Classificação geral dos fungos 

 Fungos são seres eucariotas com características distintas de plantas e animais tais 

como a) célula fúngica protegida por uma parede celular rígida, principalmente composta por 

quitina e glucana; b) heterotróficos, não possuindo clorofila e nutrição baseada na secreção de 

enzimas digestivas para o exterior da célula e posterior absorção de nutrientes liberados no 

meio ambiente; c) ausência de divisão de células para a formação de órgãos ou tecidos, 

apresentando-se morfologicamente como cadeias tubulares de células (hifas) ou células únicas 

independentes (blastoconídios); d) reprodução assexuada e sexuada com formação de 

propágulos fúngicos denominados conídios ou esporos (Brandt e Warnock, 2003).  

 A classificação dos fungos apresenta uma complexa evolução, com diversas propostas 

taxonômicas e chaves de classificação, como revisado por Lacaz et al., 2002. Classicamente,  

o Reino Fungi pode ser dividido em 4 grupos, de acordo com a estrutura e o processo de 

formação dos propágulos reprodutivos: Chytridiomycota (não patogênicos para os humanos), 

Zygomycota (exemplo, fungos patogênicos das Ordens Entomoftorales e Mucorales), 

Ascomycota (exemplo, fungos patogênicos dos gêneros Blastomyces, Histoplasma, 

Aspergillus, Scedosporium, Aspergillus e Candida) e Basidiomycota (exemplo, fungos 

patogênicos dos gêneros Cryptococcus, Malassezia e Trichosporon). 

 Atualmente, objetivando uma melhor compreensão das relações filogenéticas entre 

estes organismos e os mecanismos envolvidos na patogênese das doenças fúngicas, diversas 

reclassificações são propostas através de técnicas de biologia molecular, incluindo estudos 
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comparativos das sequências de ácidos nucléicos entre as espécies (Montes et al., 2003). Estas 

novas abordagens representam importantes avanços na rápida e correta identificação dos 

fungos, que, associadas aos testes clássicos de identificação, possibilitam uma melhor escolha 

do tratamento e melhor prognóstico. 

2.3.2. Epidemiologia das infecções fúngicas 

 Numerosos fatores contribuem para o aumento das infecções fúngicas, especialmente 

os associados com a crescente população de pacientes imunossuprimidos ou 

imunocomprometidos, a maior sobrevida de pacientes com condições clínicas crônicas e as 

novas estratégias terapêuticas, incluindo o uso de antibióticos de amplo espectro, 

quimioterapia citotóxica e transplante de órgãos (Richardson e Lass-Florl, 2008). 

 As taxas de infecções fúngicas nosocomiais diferenciam-se entre hospitais e entre 

regiões devido a fatores locais, perfis e práticas médicas e fatores de riscos subjacentes. Nos 

Estados Unidos, as septicemias causadas por fungos aumentaram 207% entre 1979 e 2002 

(Martin et al., 2003) e representaram a sétima causa mais comum de doença infecciosa 

relacionada com mortalidade entre 1980 e 1997 (Mcneil et al., 2001). Em estudo 

multicêntrico entre 49 instituições de saúde, dos 24.179 relatos de hemoculturas positivas, 

entre 1995 e 2002, as infecções fúngicas representaram 9,5% dos isolados microbianos, com 

Candida spp. representando a quarta posição entre os microrganismos recuperados, superada 

apenas por bactérias dos gêneros Staphylococcus e Enterococcus (Wisplinghoff et al., 2004). 

 No Brasil, as informações sobre as taxas de infecções fúngicas são escassas e dispersas 

(Colombo et al., 1999; Antunes et al., 2004). Recentemente, um pioneiro estudo brasileiro 

incluindo 11 centros médicos relatou a incidência, a distribuição das espécies e a frequência 

de resistência antifúngica para espécies de Candida isoladas de casos de candidemia 

(Colombo et al., 2006). A avaliação dos 712 casos ocorridos entre 2003 e 2004, mostraram 

uma incidência de 2,49 casos por 1.000 admissões, índices de mortalidade de 54%, rara 

resistência ao fluconazol (1%) e com Candida albicans representando a espécie mais 

comumente isolada (40,9%), seguido por Candida tropicalis (20,9%) e Candida parapsilosis 

(20,5%).  

 Os principais patógenos fúngicos associados com infecções nosocomias incluem as 

espécies de Candida, Cryptococcus, Aspergillus e os agentes de zigomicoses. No entanto, um 

significante aumento no número de infecções fúngicas estão relacionados a espécies 

emergentes de leveduras (Malassezia spp., Trichosporon spp., Rhodotorula rubra e 

Saccharomyces cerevisiae), hialo-hifomicoses (Fusarium spp., Acremonium spp., 
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Scedosporium apiospermum e Paecilomyces lilacinus) e feo-hifomicoses (Alternaria spp., 

Scedosporium prolificans e Bipolaris spicifera) (Lockhart et al., 2009). 

2.4. Pitiose 

2.4.1. Epidemiologia 

 Os casos de pitiose humana e animal são causados pelo oomiceto Pythium insidiosum 

e geralmente são provenientes de regiões de clima tropical e subtropical. Apesar de ser mais 

diagnosticado na Austrália, Ásia e América Latina, alguns casos são procedentes de áreas 

temperadas do Japão, Coréia do Sul e Estados Unidos, alguns países europeus, Oceania e 

África (Lamour e Kamoun, 2009; Mendoza e Vilela, 2009). No Brasil, o primeiro relato 

ocorreu no Rio Grande do Sul em 1974 (Santos e Londero, 1974) e casos da doença já foram 

descritos no Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, São Paulo, Pará, Paraíba, Paraná e Rio 

de Janeiro, sendo a região do Pantanal brasileiro considerada como local de maior incidência 

e prevalência de pitiose equina do mundo (Santurio e Ferreiro, 2008). 

 Geralmente P. insidiosum se desenvolve em áreas pantanosas, com ciclo biológico 

baseado na colonização de plantas aquáticas, as quais servem de substrato para o crescimento 

vegetativo miceliano e formação assexuada de zoósporos biflagelados móveis que se 

movimentam pela água, encontram outro hospedeiro, encistam e formam novo micélio, 

iniciando nova colonização (Miller, 1983). As hifas de P. insidiosum não apresentam 

capacidade suficiente para penetrar na pele saudável intacta, o que sugere que lesões macro ou 

microscópicas são necessárias para a infecção ocorrer em homens e animais (Ravishankar et 

al., 2001). 

 Em vista deste ciclo biológico, os casos de pitiose estão associados ao contato humano 

ou animal com áreas onde ocorre acúmulo de água contendo zoósporos (banhados e lagos) e 

com temperatura ambiental entre 30 e 40ºC. A maioria dos relatos de pitiose animal descritos 

são em equinos que habitam áreas pantanosas e, em humanos, uma maior frequência tem sido 

observada em pacientes talassêmicos tailandeses, onde é comum o trabalho em áreas alagadas 

de cultivo do arroz. Não há relatos de transmissão entre animais e entre animais e homens e P. 

insidiosum é a única espécie deste gênero capaz de infectar mamíferos e pássaros (Santurio e 

Ferreiro, 2008; Lamour e Kamoun, 2009).    
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2.4.2. Manifestações clínicas 

 Nos animais a pitiose caracteriza-se pela presença de lesões ulcerativas e 

piogranulomatosas (cutâneas e subcutâneas) ou profundas (viscerais), sendo os equinos mais 

afetados (Poole e Brashier, 2003). Os cães representam a segunda espécie de incidência 

(Dykstra et al., 1999), com alguns casos relatados em bovinos (Santurio et al., 1998; Thomas 

e Lewis, 1998), felinos (Thomas e Lewis, 1998), ovinos (Tabosa et al., 2004) e 

esporadicamente em animais mantidos em cativeiro em zoológicos (Grooters, 2003; Camus et 

al., 2004) e pássaros (Pesavento et al., 2008). 

 Nos equinos, as lesões ulcerativas, granulomatosas e mucossanguinolentas tem 

aparência tumoral e ocorre formação de grandes massas teciduais geralmente nas  

extremidades distais dos membros (Figura 4), porção ventral (abdômen) e face, regiões 

anatômicas de maior contato com águas contaminadas. Nos cães e gatos, o comprometimento 

gastrintestinal é mais comum (devido à ingestão de água com zoósporos) e manifesta-se como 

distúrbios digestivos (vômito, anorexia, diarréia, etc). Nos casos menos frequentes de pitiose, 

em ovinos e bovinos, lesões cutâneas granulomatosas são observadas na extremidades distais 

dos membros (Santurio e Ferreiro, 2008). 

 Em humanos (Figura 4), P. insidiosum pode causar infecções superficiais: ceratite com 

envolvimento da córnea (Virgile et al., 1993; Murdoch e Parr, 1997; Badenoch et al., 2001); 

infecções cutâneas e subcutâneas: pitiose orbital, envolvimento ósseo (Triscott et al., 1993; 

Shenep et al., 1998; Bosco et al., 2005) e infecções sistêmicas: arterite nos membros 

inferiores e/ou disseminação (Thianprasit et al., 1996; Thitithanyanont et al., 1998; Krajaejun 

et al., 2006). Apesar da pitiose acometer indivíduos aparentemente saudáveis (Triscott et al., 

1993; Thianprasit et al., 1996), em pacientes tailandeses a doença tem uma maior frequência 

em indivíduos com talassemia e/ou desordens sanguíneas similares (Sathapatayavongs et al., 

1989; Thitithanyanont et al., 1998; Wanachiwanawin et al., 2004). 

2.4.3. Diagnóstico  

 Embora compartilhe semelhança estrutural com microrganismos fúngicos, P. 

insidiosum apresenta características peculiares em seu ciclo biológico que faz com que a 

maioria dos laboratórios não disponham de estrutura funcional necessária para sua 

identificação. O diagnóstico clássico da pitiose é realizado através dos aspectos clínicos e 

histopatológicos, além das características culturais, morfológicas e reprodutivas in vitro. O 
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diagnóstico diferencial inclui habronemose, neoplasia, tecido de granulação exuberante e 

granulomas fúngicos e bacterianos (Santurio e Ferreiro, 2008). 

 Na avaliação microscópica com emprego de KOH 10% (exame direto), realizada 

geralmente de raspados ou swabs de casos de ceratite, observa-se P. insidiosum 

desenvolvendo hifas hialinas e eventualmente septadas, morfologia que facilmente pode ser 

confundida com a maioria dos fungos filamentosos (Mendoza e Vilela, 2009). A cultura, 

geralmente a partir de biópsias ou kunkers (massas necróticas), pode ser realizada no ágar V8 

ou ágar farinha de milho (CMA) acrescidos de antibióticos. O crescimento de hifas pode ser 

visto entre 12 a 24 horas após a incubação a 37ºC, e estas apresentam-se submersas no meio e 

com coloração branca ou hialina (Grooters et al., 2002). Uma vez que P. insidiosum não 

produz estruturas reprodutivas nos meios tradicionais de cultura, a indução da zoosporogênese 

(formação assexuada de zoósporos) pode ser obtida a partir do cultivo de P. insidiosum em 

folhas de grama estéreis que posteriormente são transferidas para uma solução de sais 

minerais (Mendoza e Prendas, 1988).   

 Desta forma, a indução da zoosporogênese representa uma etapa necessária para a 

identificação (Bentinck-Smith et al., 1989), realização de testes de suscetibilidade in vitro 

(Pereira et al., 2007; Argenta et al., 2008; Cavalheiro et al., 2009a) e para a reprodução 

experimental da doença em coelhos (Mendoza e Prendas, 1988; Chaiprasert et al., 1990; 

Santurio et al., 2003; Pereira et al., 2007). No entanto, a correta identificação desta espécie 

deve ser confirmada com de metodologias moleculares (Grooters e Gee, 2002; Schurko et al., 

2004; Vanittanakom et al., 2004).  

 O diagnóstico precoce da pitiose pode ser feito com métodos imunohistoquímicos 

(Trost et al., 2009) ou através de testes sorológicos para a detecção de anticorpos, tais como 

imunodifusão em gel de ágar (Mendoza et al., 1996), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) (Mendoza et al., 1997; Krajaejun et al., 2002), Western blot (WB), aglutinação em 

látex (Mendoza e Vilela, 2009) e testes imunocromatográficos (Krajaejun et al., 2009). 
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A B 

 
C D 

Figura 4 - A, pitiose cutânea na extremidade distal de equino (Poole e Brashier, 2003); B, 
pitiose cutânea e gastrointestinal em um labrador, com lesão delimitada, ulcerativa e área 
alopécica (Pereira et al., 2010); C, pitiose orbital - cura clínica com enucleação cirúrgica do 
globo ocular (Lamour e Kamoun, 2009); D, pitiose em membro inferior com arterite 
ascendente necrótica em paciente talassêmico, trabalhador em estrebaria; tratamento com 
amputação do membro inferior acima do joelho (Laohapensang et al., 2009). 

2.4.4. Tratamento 

 Considerando que os principais fármacos antifúngicos agem direta ou indiretamente 

sobre o ergosterol e que P. insidiosum não tem ergosterol em sua membrana citoplasmática, é 

compreensível que casos de pitiose não respondam satisfatoriamente ao tratamento com 

antifúngicos. No entanto, resultados contraditórios com o uso de antifúngicos no tratamento 

da pitiose têm sido relatados (Shenep et al., 1998; Mendoza et al., 2004; Krajaejun et al., 

2006). 
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 In vitro, isolados de P. insidiosum apresentam suscetibilidade variável à caspofungina 

(Pereira et al., 2007), voriconazol, itraconazol e terbinafina (Argenta et al., 2008), entre 

outros. Avaliações da associação de fármacos antifúngicos, in vitro, mostram promissores 

resultados, com sinergismo encontrado na associação de AmB + terbinafina (Cavalheiro et 

al., 2009b),  terbinafina + antifúngicos azólicos e terbinafina + caspofungina (Cavalheiro et 

al., 2009a). 

 Casos de sucesso e insucesso terapêutico já foram descritos com terapias combinadas 

de antifúngicos, tais como AmB + 5FC e itraconazol + terbinafina em casos de ceratite 

humana. A remoção cirúrgica da lesão, amputação do membro afetado ou enucleação do olho 

afetado representam o último recurso no tratamento da pitiose em humanos. No entanto taxas 

de recorrência de 40% têm sido observadas, o que ilustra a dificuldade do controle desta 

doença (Mendoza e Vilela, 2009). Em animais, a remoção cirúrgica apresenta bons resultados 

apenas em lesões pequenas e superficiais. Associações do tratamento cirúrgico com 

antifúngicos ou iodeto de potássio são descritas em casos de cura terapêutica. Terapias 

satisfatórias para cães não foram observadas e o tratamento de equinos com antifúngicos 

mostra-se economicamente inviável (Santurio e Ferreiro, 2008). 

 A imunoterapia desenvolvida a partir de extratos protéicos obtidos de culturas de P. 

insidiosum representa uma alternativa não invasiva no tratamento da pitiose em humanos e 

animais. Em humanos foram observadas taxas de cura de até 55%, enquanto que em equinos, 

respostas favoráveis já foram descritas em mais de 70% dos casos, com os melhores 

resultados observados quando a doença  encontra-se nos estágios iniciais (Mendoza e Newton, 

2005; Santurio e Ferreiro, 2008).  

 O mecanismo proposto para o sucesso terapêutico da imunoterapia está baseado na 

mudança da resposta celular. A resposta imunológica observada na pitiose envolve 

inflamação eosinofílica e expressão de linfócitos T auxiliares tipo 2 (Th2), com liberação de 

interleucinas (IL-4 e IL-5), com mobilização de eosinófilos e mastócitos. Os antígenos do 

imunoterápico produzem a expressão de linfócitos T auxiliares tipo 1 (Th1), produção de IL 2 

e interferon-γ, com mobilização de linfócitos T e macrófagos que destroem as células de P. 

insidiosum (Mendoza e Newton, 2005). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

 Avaliar a atividade antimicrobiana do disseleneto de difenila e da terapia antifúngica 

combinada contra fungos patogênicos e Pythium insidiosum. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 - Avaliar a atividade antimicrobiana do disseleneto de difenila in vitro, através de 

testes de suscetibilidade padronizados, contra o oomiceto Pythium insidiosum. 

 - Determinar a eficácia do tratamento com o disseleneto de difenila na pitiose 

experimental em coelhos. 

 - Verificar a atividade antifúngica do disseleneto de difenila in vitro, através de testes 

de suscetibilidade padronizados, contra fungos patogênicos. 

 - Comparar a atividade antifúngica do disseleneto de difenila in vitro com a atividade 

antifúngica de seus análogos estruturais substituídos com grupos funcionais contendo cloro, 

fluor e metóxil contra fungos patogênicos. 

 - Determinar a eficácia do tratamento com a terapia antifúngica combinada na pitiose 

experimental em coelhos. 

 - Comparar a eficácia de diferentes protocolos para a indução in vitro da 

zoosporogênese de P. insidiosum. 

 - Avaliar metodologias de conservação de isolados de P. insidiosum por longos 

períodos de incubação. 
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4. MANUSCRITOS 

 Os resultados que compõem esta tese estão apresentando sob a forma de Manuscritos, 

os quais estão organizados nas seções Resumo, Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão e Referências Bibliográficas. Os manuscritos estão formatados segundo as normas 

exigidas pelas Revistas Científicas aos quais serão (ou foram) submetidos. 
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4.1. Atividade in vitro e in vivo do disseleneto de difenila contra Pythium insidiosum 
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Resumo 

 Infecções causadas pelo oomiceto P. insidiosum ocorrem em animais e humanos, 

caracterizam-se por apresentar altos níveis de morbidade e mortalidade e grande insucesso 

terapêutico com o emprego de antifúngicos. O presente trabalho avaliou a suscetibilidade de 

19 isolados de P. insidiosum frente ao disseleneto de difenila in vitro e correlacionou os 

resultados com a resposta terapêutica in vivo através da indução de pitiose experimental em 

coelhos. O teste de suscetibilidade com o (PhSe)2 demonstrou ação fungicida in vitro, com 

CIM90, CIM100 e CFM ≤ 1 μg/mL para 100%, 84,2%, 68,4% dos isolados de P. insidiosum 

testados, respectivamente. A avaliação do tratamento com disseleneto de difenila sugere uma 

ação fungistática in vivo, com menor progressão das lesões induzidas por P. insidiosum no 

grupo recebendo 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2. Avaliações bioquímicas e hematológicas sugerem 

que o tratamento com 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2 não provoca efeitos colaterais, de acordo com 

os parâmetros avaliados. 

Palavras-chave: disseleneto de difenila, Pythium insidiosum, suscetibilidade, pitiose 

experimental 
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Introdução 

 A descrição das propriedades antimicrobianas dos compostos orgânicos de selênio 

(OS) remete à década de 1950 quando os análogos de selênio contendo sulfonamidas foram 

avaliados. Apesar de muitos dos OS serem mais ativos do que seus análogos com 

sulfonamidas, seu uso no tratamento de infecções não se tornou evidente provavelmente por 

apresentarem maior toxicidade do que seus equivalentes com enxofre (1). 

 O disseleneto de difenila (PhSe)2 é um OS simples, estável e altamente lipofílico, 

amplamente utilizado como intermediário em sínteses orgânicas (2) que reage de forma muito 

eficiente com hidroperóxidos e peróxidos orgânicos. A reação é semelhante à que catalisada 

pela enzima glutationa peroxidase (3). Extensivos estudos têm sido focados sobre os efeitos 

toxicológicos e farmacológicos do (PhSe)2  em diferentes modelos biológicos, como revisado 

por Rosa et al. (4), destacando-se as atividades antioxidante, antinociceptiva, anti-

inflamatória, antiúlcera e hepatoprotetora. No entanto, as propriedades antimicrobianas deste 

composto não foram descritas na literatura. 

 Pythium insidiosum é um oomiceto patogênico que causa uma doença granulomatosa 

no tecido subcutâneo em humanos e animais, principalmente cavalos, cachorros e gatos (5-6). 

As apresentações clínicas da pitiose em humanos incluem as formas cutânea e subcutânea, 

ocular, vascular e formas disseminadas da doença e geralmente não respondem ao tratamento 

convencional com antifúngicos, o que resulta em altas taxas de morbidade e mortalidade (7-

8). Em animais, a remoção cirúrgica apresenta bons resultados apenas em lesões pequenas e 

superficiais. A associação do tratamento cirúrgico com antifúngicos ou iodeto de potássio e a 

imunoterapia são descritas em casos de cura terapêutica (6, 9-10). 

 O presente trabalho teve como objetivos avaliar a suscetibilidade in vitro de P. 

insidiosum frente ao (PhSe)2 e a resposta do tratamento da pitiose experimental em coelhos 

com (PhSe)2. 

  

Materiais e métodos 

 

Microrganismos 

 Dezessete isolados clínicos de P. insidiosum isolados de casos de pitiose em animais 

(16 equinos e 1 ovino) e os isolados ATCC 58.637 e CBS 101.555 foram utilizados. A 

identificação dos isolados foi confirmada pela técnica de PCR de acordo com Grooters e Gee 

(11) pelo Laboratório de Pesquisas Micológicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa 

Maria, RS. 
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Disseleneto de difenila 

 O (PhSe)2 (Figura 1) foi sintetizado de acordo com Paulmier (12). Análises dos 

espectros 1H NMR e 13C NMR demonstraram que o composto apresentava dados analíticos e 

espectroscópicos de acordo com os atribuídos à estrutura do (PhSe)2. A pureza química do 

(PhSe)2 (99,9%) foi determinada por GC/HPLC pelo Laboratório de Síntese, Reatividade, 

Avaliação Toxicológica e Farmacológica de Organocalcogênios da Universidade Federal de 

Santa Maria, RS. 

 

Teste de Suscetibilidade in vitro 

 A avaliação da suscetibilidade foi realizada utilizando-se o método de macrodiluição 

em caldo, de acordo com as normas do protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory 

Standards Institutes (CLSI) (13). O inóculo, diluído em caldo RPMI 1640, pH 7.0, consistia 

de 2 a 3 x 103 zóosporos/mL que foram obtidos de acordo com a técnica de indução de 

zoosporogênese descrita por Santurio et al. (9). A leitura da concentração inibitória mínima 

(CIM) foi realizada após 24 horas de incubação a 37ºC e constituía-se da observação visual da 

presença ou ausência de crescimento miceliano. Os critérios de leitura foram: CIM90 e CIM100 

(inibição de 90% e 100% do crescimento miceliano, respectivamente). A concentração 

fungicida mínima (CFM) foi obtida adicionando-se 5 mL de caldo Sabouraud estéril aos tubos 

onde não houve crescimento e posterior incubação por 96 horas a 37ºC. A média geométrica 

(MG) foi calculada para os valores de CIM e CFM. Os testes foram feitos em duplicatas. 

 

Pitiose experimental e tratamentos com disseleneto de difenila 

 Vinte coelhos da raça Nova Zelândia de 3 meses de idade, incluindo machos e fêmeas, 

foram divididos em 4 grupos de 5 animais. Os coelhos dos grupos 1 e 2 foram inoculados, 

através da via subcutânea, com 20.000 zoósporos/mL de P. insidiosum, de acordo com a 

metodologia proposta por Santurio et al. (9). O tratamento com (PhSe)2, por via oral (sonda 

gástrica), iniciou trinta dias após a inoculação, sendo que os animais do grupo 1 receberam 10 

mg/Kg/dia de (PhSe)2, dissolvido em óleo de canola (1 mL/Kg). Os animais dos grupos 2 e 3 

receberam apenas óleo de canola (1mL/Kg). Os animais do grupo 4 foram tratados com 

10mg/Kg/dia de (PhSe)2, dissolvido em óleo de canola (1mL/Kg). A área nodular (cm2) das 

lesões subcutâneas induzida pela pitiose experimental nos coelhos dos grupos 1 e 2 foram 

determinadas, em intervalos de 4 dias após o início do tratamento com (PhSe)2, utilizando-se 
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um paquímetro e medindo-se o tamanho transversal e longitudinal das lesões. Todos os 

animais foram tratados por 40 dias. 

 

Análises bioquímica e hematológica 

 Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por meio de aprofundamento 

de anestesia utilizando-se tiopental (20 mg/Kg) e amostras de plasma e soro coletadas e 

separadas para a realização de testes bioquímicos e hematológicos. Os parâmetros 

bioquímicos foram avaliados utilizando-se kits comerciais (Labtest®) e analisador de 

eletrólitos (AVL 9140®, Roche). Os parâmetros hematológicos foram determinados por 

automação hematológica (Pentra 60®, Horiba ABX) e confecção de lâminas coradas para a 

observação microscópica das células.  

 

Análise estatística 

 Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de 

Duncan, utilizando-se um nível de significância de 5%. 

 

Resultados 

 

Teste de Suscetibilidade in vitro 

 O teste de suscetibilidade in vitro dos 19 isolados de P. insidiosum frente ao (PhSe)2 

está descrito na Tabela 1. Os resultados indicam que todos isolados apresentaram uma CIM90 

≤ 1 μg/mL, 84,2% dos isolados apresentaram CIM100 ≤ 1 μg/mL e 68,4% dos isolados 

apresentaram uma CFM ≤ 1 μg/mL. A média geométrica (MG) foi de 0,41 μg/mL, 0,86 

μg/mL e 1,15 μg/mL para a CIM90, CIM100 e CFM, respectivamente. 

 

Pitiose experimental e tratamentos com disseleneto de difenila 

 A variação percentual do tamanho das lesões (área nodular) dos coelhos inoculados 

experimentalmente com zoósporos de P. insidiosum (grupos 1 e 2) está descrita na Figura 2. 

A área das lesões subcutâneas do grupo 2 (controle), tratados apenas com óleo de canola 

aumentaram progressivamente, com um aumento percentual de 76,6% das lesões após 40 dias 

de tratamento. A área nodular do grupo 1 ((PhSe)2, 10 mg/mL/Kg) exibiu uma redução em 

sua progressão durante os primeiros 14 dias de tratamento. No entanto, as lesões voltaram a 
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crescer a partir da 3ª semana de tratamento, com um aumento percentual de 36,3% das lesões 

após 40 dias de tratamento.  

 

Análises bioquímica e hematológica 

 Os parâmetros bioquímicos e hematológicos dos coelhos dos grupo 1, 2, 3 e 4 estão 

distribuídos nas Tabelas 2 e 3. Diferenças estatísticas foram observadas nos níveis de 

albumina, creatinina, fosfatase alcalina, proteína C reativa (PCR), proteína total, sódio, 

transaminase glutâmico oxalacética (TGO) e transaminase glutâmico pirúvica (TGP). Os 

níveis de albumina dos grupos 1 e 2 (pitiose) foram estatisticamente menores que os grupos 3 

e 4 (controle). O grupo 1 apresentou valores de albumina estatisticamente superiores ao grupo 

2. Os níveis de proteínas totais foram superiores nos grupos 1 e 2 quando comparados com os 

grupos 3 e 4. Os níveis de creatinina, fosfatase alcalina, PCR, TGO e TGP foram 

estatisticamente iguais entre os grupos 1 e 2 e inferiores aos grupos 3 e 4. Os níveis de sódio 

entre os grupos 1 e 2 foram diferentes entre si e iguais aos grupos 3 e 4.  

 A análise estatística dos parâmetros hematológicos mostrou que os coelhos que 

desenvolveram pitiose (grupo 1 e 2) apresentavam níveis elevados de leucócitos, 

caracterizado por eosinofilia e linfocitopenia quando comparado com os grupos 3 e 4 

(controle). Os animais do grupo 1 apresentaram níveis superiores de plaquetas quando 

comparado com os grupos 2, 3 e 4. Os valores de Hematócrito (Ht) e Hemoglobina (Hb) dos 

grupos 1 e 2 foram iguais entre si e diferentes dos grupos 3 e 4. 

  

Discussão 

 O teste de suscetibilidade de P. insidiosum frente ao (PhSe)2 mostrou que este OS 

apresenta atividade fungicida, in vitro. Avaliações recentes sobre a suscetibilidade de P. 

insidiosum frente aos antifúngicos mostram CIMs de 8 – 64 ug/mL (MG= 36,38 μg/mL) para 

caspofungina (14), 16 - >32 μg/mL para itraconazol e voriconazol, 0,5 – 8 μg/mL (MG= 4 

μg/mL) para terbinafina (15), 4 – 32 μg/mL (MG= 13,6 μg/mL) para miconazol, 16 – 64 

μg/mL (MG= 23,1 μg/mL) para cetoconazol, 32 – 64 ug/mL (MG=59 μg/mL) para fluconazol 

(16) e 8 – 32 μg/mL para anfotericina B (MG=25,06 μg/mL) (17). Comparando-se estes 

resultados com os obtidos neste trabalho, observa-se a necessidade de uma concentração 

menor de (PhSe)2 para inibir o crescimento de P. insidiosum. 

 A observação da progressão da área nodular das lesões dos coelhos com pitiose 

experimental sugere que o tratamento com 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2 apresentou uma atividade 

fungistática, nas condições avaliadas. Pereira et al. (14) observaram que, sob mesmo 
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protocolo de infecção experimental, a caspofungina (1 mg/Kg/dia) apresentou um perfil 

fungistático in vivo, mesmo tendo demonstrado atividade fungicida in vitro. Novos protocolos 

de terapia com (PhSe)2, alterando-se a dose e o tempo de tratamento podem elucidar a 

compreensão da eficácia deste OS no tratamento da pitiose. 

 O mecanismo de ação in vitro do (PhSe)2, em comparação com o mecanismo de ação 

do ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one), composto de baixa toxicidade que 

compartilha propriedades farmacológicas com o (PhSe)2 (3), pode envolver interações com 

grupos sulfidrilas das células fúngicas (18) e a capacidade de inibir a H+-ATPase da 

membrana plasmática fúngica (19). Adicionalmente, considerando que espécies de Pythium 

não sintetizam esteróis e que podem incorporar esteróis do ambiente, estimulando seu 

crescimento e proteção contra antibióticos (20), a atividade fungistática in vivo do (PhSe)2 

pode envolver também a redução da síntese de colesterol que os compostos de selênio 

promovem (21-22). 

 Uma avaliação geral dos parâmetros bioquímicos mostrou que os coelhos com pitiose 

subcutânea não apresentaram um perfil característico para a doença quando comparados aos 

grupos controles 3 e 4 (controle). A observação dos níveis de TGO, TGP, uréia e creatinina 

permite sugerir que o tratamento com o (PhSe)2 não apresenta efeitos tóxicos hepáticos e 

renais. A hiperproteinemia observada nos coelhos com pitiose provavelmente está associada 

com uma elevação no nível de globulinas resultante da formação de anticorpos em resposta à 

infecção enquanto que a hipoalbuminemia está associado com aumento da mortalidade (23). 

Os níveis de albumina do grupo 1, próximos aos controles (grupos 3 e 4) e diferentes do 

grupo 2 (controle sem tratamento) sugerem um melhor prognóstico na evolução da doença 

dos coelhos com pitiose e tratados com (PhSe)2. 

 A hiperproteinemia também poderia estar associada com um aumento de proteínas da 

fase aguda da inflamação. No entanto, a ausência de alterações nos valores da proteína C 

reativa, geralmente em níveis elevados em processos inflamatórios, não permite caracterizar 

um perfil inflamatório da doença. Em contraste com a hipercalcemia descrita na pitiose canina 

(24), não foram observadas alterações nos níveis de cálcio iônico na pitiose em coelhos, 

quando comparados com os grupos controle.  

 O perfil hematológico, com leucocitose, eosinofilia e linfopenia são marcadores 

clássicos da pitiose e está associado com uma resposta com linfócitos T auxiliares tipo 2 

(Th2). O sucesso dos tratamentos utilizando-se a imunoterapia está associado com uma 

mudança da resposta de Th2 para Th1 (25). Desta forma, propostas de associação da 

imunoterapia com a quimioterapia com antifúngicos ou (PhSe)2 merecem avaliações futuras. 
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 Em conclusão, observou-se que (PhSe)2 inibe o crescimento de P. insidiosum in vitro, 

com atividade fungicida. A terapia proposta in vivo com (PhSe)2 em coelhos com pitiose 

experimental sugere que este composto apresenta uma atividade fungistática, no modelo 

avaliado. Os índices bioquímicos e hematológicos indicam uma ausência de efeitos colaterais 

detectáveis pelos parâmetros comumente utilizados no laboratório clínico. 
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Tabela 1 - Teste de suscetibilidade dos 19 isolados de Pythium insidiosum frente ao 
disseleneto de difenila (PhSe)2 

Critério de leitura 
Número de isolados (%) com a CIM/CFM (μg/mL) indicada CIM 

(μg/mL) 
MG 

(μg/mL) 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 
CIM90 07 (36,8) 10 (52,6) 02 (10,6) 0  0 0,25 - 1,0 0,41 
CIM100 0 07 (36,8) 09 (47,4) 03 ( 15,8) 0 0,5 - 2,0 0,86 
CFM 0 03 (15,8) 10 ( 52,6) 05 ( 26,3) 01 (5,3) 0,5 - 4,0 1,15 
CIM90, inibição de 90% do crescimento; CIM100, inibição de 100% do crescimento; CFM, concentração 
fungicida mínima; MG, média geográfica. 
 
 
 

Tabela 2- Perfil bioquímicos dos coelhos com pitiose experimental e/ou tratados com 
disseleneto de difenila (PhSe)2 e controles 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tratamentos: Grupo 1: Pitiose experimental (Pe) + 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2; Grupo 2: Pe + óleo de canola (1 
mL/Kg); Grupo 3: óleo de canola ( 1mL/Kg); Grupo 4: 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2 

ALT, Alanina aminotransferase; AST, Aspartato aminotransferase; DHL, Desidrogenase lática; GGT, Gama 
glumatil transferase 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
ALT (UI/L) 20.20 ± 6.53a 24.20 ± 11.64a 59.0 ± 31.19b 43.0 ± 10.19ab 
Albumina (g/dL) 4.13 ± 0.51b 3.13 ± 0.40c 4.58 ± 0.17ab 4.82 ± 0.15a 
Amilase (U/L) 126.2 ± 60.13 131.2 ± 21.20 147.0 ± 19.14 98.2 ± 17.36 
AST (UI/L) 20.0 ± 7.58a 19.6 ± 6.54a 43.8 ± 27,16b 34.20 ± 16.70b 
Cálcio iônico (mmol/L) 1.79 ± 0.17 1.70 ± 0.03 1.70 ± 0.11 1.68 ± 0.06 
Creatina quinase (U/L) 1128 ± 362 1117 ± 390 1788 ± 422 1389 ± 823 
Creatinina (mg/dL) 0.72 ± 0.10b 0.79 ± 0.09b 0.95 ± 0.12a 0.93 ± 0.08a 
DHL (UI/L) 331.0 ± 56.62 304.4 ± 96.23 397.0 ± 138.97 426.0 ± 200.15 
Ferro (ug/dL) 185 ± 91 228 ± 75 173 ± 48 190 ± 34 
Fosfatase alcalina (U/L) 71.4 ± 39.80b 47.80 ± 12.41b 137.6 ± 53.63a 161.2 ± 19.56a 
Fósforo (mg/dL) 5.80 ± 1.07 5.47 ± 0.42 5.34 ± 0.71 5.47 ± 0.67 
GGT (UI/L) 11.7 ± 3.97 10.8 ± 4.36 7.02 ± 1.47 10.26 ± 4.74 
Potássio (mmol/L) 4.28 ± 0.88  4.82 ± 1.28 4.42 ± 0.59 4.50 ± 0.96 
Proteína C Reativa (mg/L) 10.64 ± 0.53ab 9.50 ± 2.50a 11.32 ± 0.77ab 12.12 ± 0.88b 
Proteína total (g/dL) 7.39 ± 0.58b 6.21 ± 0.64b 5.13 ± 0.24a 5.58 ± 0.38a 
Sódio (mmol/L) 144.2 ± 2.77a 140.6 ± 2.30b 142.2 ± 0.83ab 141.6 ± 2.30ab 
Uréia (mg/dL) 33.6 ± 5.45 31.8 ± 4.65 33.6 ± 6.30 29.8 ± 2.86 
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Tabela 3 - Perfil hematológico dos coelhos com pitiose experimental e/ou tratados com 
disseleneto de difenila (PhSe)2 e controles 

 

Tratamentos: Grupo 1: Pitiose experimental (Pe) + 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2; Grupo 2: Pe + óleo de canola (1 
mL/Kg); Grupo 3: óleo de canola ( 1mL/Kg); Grupo 4: 10 mg/Kg/dia de (PhSe)2 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Leucócitos (x109/L) 30,16 ± 6,52a 26,48 ± 7,19a 6,04 ± 1,96b 8,56 ± 2,52b 
Contagem diferencial de leucócitos (x109/L)     
   Neutrófilos  0,33 ± 0,17a  0,29 ± 0,15a 0,55 ± 0,68a 1,82 ± 1,56b 
   Eosinófilos  18,77 ± 7,08a 16,76 ± 6,66a 0,99 ± 0,84b 1,75 ± 2,02b 
   Basófilos  0,62 ± 0,39a 0,68 ± 0,30a 0,88 ± 0,04b 0,09 ± 0,03b 
   Linfócitos  6,95 ± 0,67 a 7,26 ± 2,35 a 4,04 ± 1,51 b 4,44 ± 1,69 b 
   Monócitos  1,36 ± 0,60a 1,47 ± 0,71a 0,36 ± 0,18b 0,44 ± 0,20b 
     
Plaquetas (x109/L) 784 ± 122a 461 ± 231 b 355 ± 34 b 522 ± 132 b 
     
Eritrócitos  (x106/mm3) 5,17 ± 0,62  5,52 ± 1,35 6,37 ± 0,77   5,72 ± 0,60  
Hematócrito (%) 33 ± 1,96 a 32 ± 5,81a 40 ± 3,69 b 38 ± 1,96 b 
Hemoglobina  (g/dL) 10,02 ± 0,73 a 10,28 ± 1,80 a 12,60 ± 1,03 b 11,98 ± 0,58 b 
Volume corpuscular médio (fl) 64 ± 7,40 60 ± 5,44 62 ± 2,40 68 ± 4,63 
Hemoglobina corpuscula média (HCM) (pg) 19 ± 2,78 18 ± 1,64 19 ± 1,00 21 ± 1,37 
Concentração da HCM (g/dl) 30 ± 1,43a 31 ± 0,77ab 31± 0,49b 31 ± 0,29ab 
Distribuição do tamanho dos eritrócitos (%) 14 ± 1,03 a 13 ± 1,43 ab 12 ± 0,90 b 13 ± 0,37 ab 
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Figura 1 - Estrutura do disseleneto de difenila 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Variação percentual do tamanho das lesões (área nodular) dos coelhos inoculados 
experimentalmente com zoósporos de Pythium insidiosum e tratados com disseleneto de 
difenila (10 mg/Kg/dia (grupo 1) e com óleo de canola (grupo 2, controle). 
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4.2. Avaliação in vitro da atividade antifúngica e relação estrutura-atividade do 

disseleneto de difenila e sintéticos análogos 
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Summary 

We report on in vitro antifungal activity and the structure-activity relationship of diphenyl 

diselenide ((PhSe)2) and its synthetic analogs, (p-Cl-C6H4Se)2, (m-CF3-C6H4Se)2 and (p-

CH3O-C6H4Se)2, against 116 strains of pathogenic fungi. (PhSe)2 showed the most inhibitory 

activity against Candida albicans (MIC of 4-32 g/mL), C. dubliniensis (2-8 g/mL), 

Aspergillus spp. (0.5-64 g/mL) and Fusarium spp. (2-16 g/mL). Its minimum fungicidal 

concentration (MFC) varied among Candida albicans (8-32 g/mL), C. dubliniensis (2-32 

g/mL), Aspergillus spp. (16->64 g/mL) and Fusarium spp. (4-64 g/mL). Antifungal 

activity was decreased by the introduction of functional groups to the (PhSe)2 molecule: 

(PhSe)2 > (p-CH3O-C6H4Se)2 > (m-CF3-C6H4Se)2 > (p-Cl-C6H4Se)2. 
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 Introduction 

Fungi can be pathogenic microorganisms for plants, animals and humans and may 

show acquired drug resistance during treatment. The past two decades have seen an increase 

in the incidence of life-threatening fungal infections, largely due to extensive use of broad-

spectrum antibacterial treatment and increasing numbers of patients with immunosuppression 

from Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) or treatment regimes. A growing 

number of patients are under immunosuppressive therapy for major organ transplantation or 

antineoplastic therapy for cancer, both of which cause breaks in skin and mucosal tissue [1].   

Compared to the repertoire of antibiotics used to manage bacterial diseases, far fewer 

drugs are currently available to treat fungal infections. The most widely used antifungal drugs 

(e.g., amphotericin B) are quite toxic and have serious side effects [1,2]. Although newer 

antifungal agents are less toxic, the cost of treatment limits their use. 

 We attempted to assess the antifungal properties of diphenyl diselenide (PhSe)2, an 

organoselenium (OS) compound with pharmacological and toxicological effects reported in 

vitro and in animal models [3,4]. The antifungal activity and structure-activity relationships of 

the synthetic analogs p-chloro-diphenyl diselenide, m-trifluoromethyl-diphenyl diselenide and 

p-methoxyl-diphenyl diselenide were also determined. 

 

 Materials and methods 

 Chemicals 

 Diphenyl diselenide [(PhSe)2] and its disubstituted diaryl diselenides, p-chloro-

diphenyl diselenide (1a), m-trifluoromethyl-diphenyl diselenide (1b) and p-methoxyl-

diphenyl diselenide (1c) (Fig. 1) were synthesized according to published methods [5]. 

Analysis of the 1H NMR and 13C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in 

full agreement with their assigned structures. Proton nuclear magnetic resonance spectra (1H 
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NMR) were obtained at 200 MHz on a Bruker DPX-200 NMR spectrometer or at 400 MHz 

on a Bruker DPX-400 NMR spectrometer. Carbon-13 nuclear magnetic resonance spectra 

(13C NMR) were obtained either at 50 MHz on a Bruker DPX-200 NMR spectrometer or at 

100 MHz on a Bruker DPX-400 NMR spectrometer. Spectra were recorded in CDCl3 

solutions. All other chemicals were of analytical grade and obtained from standard 

commercial suppliers. 

 Fungal species 

 The activity of (PhSe)2 and its analogs 1a, 1b and 1c was tested against 116 fungal 

strains. Twelve strains were the standard microorganisms Candida albicans ATCC 44773, C. 

dubliniensis CBS 7987, C. glabrata ATCC 10231, C. glabrata ATCC 2001, C. lusitaniae 

ATCC 66035, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 90018, Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 28952, Aspergillus fumigatus ATCC 16916, Fusarium solani ATCC 36031, 

F. sporotrichioides CBS 412.86 and A. parasiticus NRRL 2999. 

Molecular analysis was performed to confirm the identity of the 28 Fusarium species 

used. A DNA fragment covering an internal transcribed spacer (ITS) was amplified with 

primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) and ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). The amplified fragments were analyzed on a 0.8% 

agarose gel [6], sequenced, and compared to DNA sequences of Fusarium from GenBank 

accession nos. GQ149770, GQ149773, GQ149771, GQ149772, GQ149774 and GQ149775. 

Identification of 24 C. dubliniensis strains was previously confirmed by randomly amplified 

polymorphic DNA (RAPD) using primers CDU (5’-GCGATCCCCA-3’) [7] and B-14 (5’-

GATCAAGTCC-3’) [8]. The other fungal isolates were obtained from collections of the 

Laboratório de Pesquisas Micológicas, Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do 

Sul, Brazil (Tables 1 and 2). 

 Diaryl diselenide stock solutions 
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Stock solutions were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO). Serial twofold 

intermediate dilutions were prepared as outlined in the Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) protocols M27-A3 and M38A2 [9, 10]. Final dilutions were made in RPMI 

1640 medium (Sigma) buffered to pH 7.0 with 0.165 M morpholinepropanesulfonic acid 

(MOPS) buffer (Sigma). The final concentration of solvent did not exceed 1% in any wells. 

Aliquots (100 L) of each diaryl diselenide at a twofold final concentration were dispensed 

into the wells of plastic microdilution trays. The final concentrations of each diaryl diselenide 

were 0.125 to 64 g/mL. 

 Assay for antifungal activity 

In vitro antifungal susceptibilities of pathogenic yeasts and molds were determined in 

a broth microtiter assay according to CLSI protocols M27-A3 and M38-A2, respectively, in 

RPMI 1640 medium buffered with MOPS. The inoculum was prepared to a final 

concentration of 5.0 x 102 to 2.5 x 103 cells per mL for yeasts and 0.4 x 104 to 5 x 104 

CFU/mL for filamentous fungi. The suspensions were adjusted by a spectrophotometer (λ = 

530 nm) according to CLSI protocols for each species. Aliquots of 100 L were dispensed 

into the wells of microdilution plates containing the drug and incubated at 35°C; drug-free 

and yeast or mold-free controls were included. Plates containing Rhizopus spp. were 

examined after 24 hours (h). Yeasts and most opportunistic filamentous fungi including 

Fusarium spp., Aspergillus spp. and Sporothrix spp. were examined after 48h, and 

Scedosporium spp. was examined after 72h. Following incubation, the minimum inhibitory 

concentration (MIC) was defined as the lowest test concentration without detectable growth. 

Minimum fungicidal concentrations (MFCs) were determined from a subculture of 10 L 

from each well without visual detectable growth into 1 mL of sterile Sabouraud broth and 

incubated at 37°C for 7 days. The MFC was defined as the lowest test concentration without 

growth of the organism. 
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 Results 

 In vitro activity of (PhSe)2 was assessed against 44 strains of yeast and 7 strains of 

mold (Table 1). C. albicans growth was inhibited by (PhSe)2, with MICs of 4-32 g/mL, 

fungicidal action (MFCs) of 4-64 g/mL, and a geometric mean (GM) MIC and MFC of 8.35 

and 11.81 g/mL, respectively. The MIC and MFC of (PhSe)2 for C. dubliniensis isolates 

were similarly low, at 2-16 g/mL and 2-32 g/mL, respectively, with a GM-MIC of 5.18 

g/mL and a GM-MFC of 10.37 g/mL. 

 The MICs of (PhSe)2 to Candida haemuloni, C. krusei, C. lusitaniae, C. pelliculosa, C. 

tropicalis, Rhodotorulla spp., Saccharomyces cerevisiae and Trichosporon ovale ranged from 

4-64 g/mL. Fungicidal effects were not observed until the highest tested concentrations (64 

g/mL). Reduced effectiveness of (PhSe)2 against Candida glabrata, C. guilliermondii and C. 

parapsilosis was observed with MIC and MFC values greater than 64 g/mL (Table 1). A 

better understanding of the antifungal activity of (PhSe)2 to these and other yeasts requires 

further studies with more species and more number of isolates strains. 

 Among filamentous fungi, the highest susceptibility was found in Fusarium solani 

ATCC 36031, for which MIC and MFC values were 2 g/mL and 8 g/mL, respectively. The 

MICs and MFCs for Fonsecaea pedrosoi, Mucor indicus, Scedosporium spp. and filamentous 

phase of Sporothrix schenckii were similar, at 32 and 64 g/mL, respectively. Rhizopus spp. 

was not inhibited at 64 g/mL (Table 1). 

 For a better understanding of our initial screening, the antifungal activity of (PhSe)2 

was retested with disubstituted diaryl diselenide compounds 1a, 1b and 1c against a new 

group of 15 C. albicans, 9 C. dubliniensis, 13 Aspergillus and 28 Fusarium strains (Table 2). 

(PhSe)2 was more effective than its analogs 1a, 1b and 1c against C. albicans, with MICs 

ranging from 4-32 g/mL and a GM-MIC of 11.05 g/mL. MFC values of (PhSe)2 were 8-32 

g/mL with a GM-MFC of 16 g/mL. Analogs 1a and 1b were weakly active against C. 
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albicans (MICs > 64 g/mL). The activity of compound 1c was higher than that of 

disubstituted 1a and 1b, with MIC values of 4-32 g/mL (GM-MIC of 13.92 g/mL) and 

MFCs from 8 to > 64 g/mL. 

 Similar to the results for C. albicans, the introduction of functional groups containing 

chlorine (1a) and fluorine (1b) resulted in the loss of antifungal activity against C. 

dubliniensis (MICs higher than 64 g/mL). Compound 1c retained antifungal activity, with an 

MIC of 8 g/mL and MFC values of 16-64 g/mL (GM-MFC of 29.62 g/mL). In 

comparison, (PhSe)2 MICs were 2-8 g/mL (GM-MIC of 4.32 g/mL) and MFC values were 

2-32 g/mL (GM-MFC of 8.64 g/mL). 

 As observed for Candida, the introduction of Cl (1a) in the (PhSe)2 molecule resulted 

in loss of inhibitory activity to Fusarium and Aspergillus. Compound 1b had poorer inhibitory 

activity than the (PhSe)2 and compounds 1c, inhibiting the growth of only some species of 

Fusarium. In general, (PhSe)2 was the most active compound against Fusarium spp., with a 

GM-MIC of 5.25 g/mL and a GM-MFC of 14.13 g/mL. In view of the excellent activity of 

(PhSe)2 against Fusarium, and due to varying susceptibility among Fusarium spp., a 

molecular analysis was performed to confirm the identity of Fusarium species. 

 (PhSe)2 was the most effective compound against Aspergillus, with MIC values of 0.5-

64 g/mL (GM-MIC of 15.16 g/mL) and MFC values of 16 to > 64 g/mL. Compounds 1a, 

1b and 1c showed weak activity. Aspergillus species were not inhibited at concentrations < 64 

g/mL by compounds 1a, 1b and 1c, except for A. clavatus (MIC of 32 g/mL to compound 

1c) and  A. carbonarius (MICs of 0.5 g/mL to compound 1c. 

  

 Discussion     

 Diphenyl diselenide is a simple, stable and highly lipophilic OS widely used as an 

intermediate in organic synthesis [11] that reacts very efficiently with hydroperoxides and 
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organic peroxides. The reaction is similar to that catalyzed by glutathione peroxidase [3]. 

Extensive studies have focused on toxicological and pharmacological effects of (PhSe)2 in 

different biological models, as reviewed by Nogueira et al. [3] and Rosa et al. [4], making this 

compound a good Candidate for therapeutic use. Of particular importance, antioxidant, 

antinociceptive, anti-inflammatory, anti-secretory, anti-ulcer and hepatoprotective properties 

have been attributed to (PhSe)2 [4].  

 Since many current antifungal drugs have undesirable side effects and are ineffective 

against a great number of fungi, there is an urgent need for the next generation of antifungal 

agents. In contrast to the glutathione peroxidase-like activity of (PhSe)2, related diaryl 

diselenides and analogs, little attention has been given to their activity and structure-activity 

relationships against pathogenic viruses, bacteria and fungi [12].  

 In general, (PhSe)2 showed the best antifungal activity among the four compounds 

tested. The anti-Fusarium activity is important because fusariosis is an opportunistic fungal 

disease with high mortality rates, due to the primary resistance of some Fusarium isolates to 

current antifungals. In vivo studies of (PhSe)2 activity against Fusarium are currently 

underway. The antifungal activity of (PhSe)2 against Candida spp. and Aspergillus spp. were 

important too; the activity of (PhSe)2 against Candida fluconazole-resistant strains deserves 

more in vitro and in vivo characterization studies.  

This is the first report of in vitro antifungal activity of (PhSe)2 and its synthetic analogs 

against agents of human mycoses. The significance of the discovery of these compounds as 

antifungal agents lie not only in the identification of an apparently novel antifungal activity of 

this class of OS but also in the potential of (PhSe)2 to play a complementary role in the 

chemotherapy of fungal infections. Since it can reduce the main antioxidant non-enzymatic 

cellular defense of yeast, sensitizing the cell to the damaging effects of reactive oxygen 
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species [13], (PhSe)2 appears to be a good Candidate for synergistic experimental therapeutic 

proposals with classical antifungal agents. 

Another hypothesis for the biological mechanism of (PhSe)2 antifungal activity 

involves its interaction with sulfhydryl groups of biomolecules present in fungal cells, similar 

to the mechanism proposed for benzisoselenazol-3(2H)-ones [14]. The decrease in antifungal 

activity observed with compounds 1a, 1b and 1c may be due to differences in interactions 

with fungal cells caused by the electronic and steric effects of these compounds.   

In conclusion, we demonstrate that (PhSe)2 exhibited growth-inhibitory and fungistatic 

activities against pathogenic yeasts and filamentous fungi. Structural modifications of (PhSe)2 

led to a substantial reduction of antifungal activity. Its analogs may have lower cell toxicity, 

which increases their prospects in other pharmacological tests. Since (PhSe)2 was tested in its 

native form, experimental in vitro and in vivo models for the combined treatment of fungal 

infections with (PhSe)2 and conventional antifungals will lead to a better understanding of its 

pharmacological activity. 
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Table 1. Initial screening of diphenyl diselenide as an antifungal agent in vitro. 

Organism n MIC (g/mL) MFC (g/mL) 
Candida albicans 15 4-32 4-64 
Candida albicans ATCC 44773 - 16 64 
Candida dubliniensis 15 2-16 2-32 
Candida dubliniensis CBS 7987 - 8 32 
Candida glabrata ATCC 10231 -  > 64 > 64 
Candida glabrata ATCC 2001 - > 64 > 64 
Candida guilliermondii  1 > 64 > 64 
Candida haemuloni 1 8 > 64 
Candida krusei ATCC 6258  - 32 > 64 
Candida lusitaniae ATCC 66035 - 4 > 64 
Candida parapsilosis ATCC 90018 - > 64 > 64 
Candida pelliculosa   1 4 > 64 
Candida tropicalis  1 32 > 64 
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 - 32 64 
Fonsecaea pedrosoi 1 32 64 
Fusarium solani ATCC 36031 - 2 8 
Mucor indicus 1 32 64 
Rhizopus spp. 1 > 64 > 64 
Rhodotorula spp. 1 64 > 64 
Saccharomyces cerevisiae ATCC 28952 - 16 > 64 
Scedosporium spp. 1 32 64 
Sporothrix schenckii 1 32 64 
Trichosporon ovoide  1 64 > 64 
n, number of tested strains; MIC, minimum inhibitory concentration; MFC minimum 
fungicidal concentration. 
 
 
 
 

Table 2. In vitro susceptibilities of yeast and filamentous fungi to diphenyl diselenide and its 
synthetic analogs. 

Organism 
 MIC (g/mL)  MFC (g/mL) 
n (PhSe)2 1a 1b 1c  (PhSe)2 1a 1b 1c 

Candida albicans 15 4 - 32 >64 >64 4 – 32  8 – 32 >64 >64 8 - >64 
Candida dubliniensis 9 2 - 8 >64 >64 8  2 – 32 >64 >64 8 
Aspergillus clavatus 1 8 >64 >64 32  32 >64 >64 >64 
Aspergillus carbonarius 1 0.5 >64 >64 0.5  32 >64 >64 >64 
Aspergillus flavus 4 16 - 64 >64 >64 >64  32 - >64 >64 >64 >64 
Aspergillus fumigatus 4 4 - 32 >64 >64 8 - >64  16 - >64 >64 >64 >64 
Aspergillus niger 2 8 - 32 >64 >64 >64  16 - >64 >64 >64 >64 
Aspergillus versicolor 1 16 >64 >64 >64  >64 >64 >64 >64 
Fusarium chlamydosporum 2 2 - 16 >64 16 - 32 2 - 64  32 – 64 >64 >64 64 - >64 
Fusarium decemcellulare 1 4 >64 16 8  16 >64 64 64 
Fusarium equiseti 1 4 >64 64 8  8 >64 >64 64 
Fusarium graminearum 1 2 >64 16 4  8 >64 64 32 
Fusarium moliniforme 2 4 - 8 >64 16 - 64 8  8 – 64 >64 >64 64 - >64 
Fusarium napiforme 1 4 >64 64 8  16 >64 64 64 
Fusarium oxysporum 4 4 - 16 >64 8 - 32 4 - 16  4 – 32 >64 16 - >64 16 - 64 
Fusarium proliferatum 2 1 - 8 >64 4 - 16 4 - 16  4 - 16 >64 4 - 32 4 - 32 
Fusarium scirpi 2 4 - 8 >64 8 - 16 64  32 - 64 >64 >64 64 
Fusarium solani 11 2 - 8 >64 16 - >64 8 - >64  8 - 64 >64 64 - >64 16 - >64 
Fusarium sporotrichioides 1 4 >64 16 8  64 >64 64 64 
MIC, minimum inhibitory concentration; MFC minimum fungicidal concentration; n, number of tested strains 
1a, (p-Cl-C6H4Se)2; 1b, (m-CF3-C6H4Se)2; 1c, (p-CH3O-C6H4Se)2 
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Figure 1. Chemical structures of disubstituted diaryl diselenides. 
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4.3. Terapia antifúngica associada e parâmetros laboratoriais na pitiose 
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Abstract 

The present study evaluated the in vivo efficacy of a combinatorial antifungal therapy on 

experimental pythiosis in rabbits and also determined the biochemical, hematological and 

histopathological parameters of this mycosis. Rabbits inoculated with viable Pythium 

insidiosum zoospores were divided into six groups of five animals each as follows: group I 

(control) did not receive an inoculum or treatment; group II (disease control) did not receive 

treatment; group III was treated with terbinafine + fluconazole + fluvastatin; group IV was 

treated with terbinafine + amphotericin B; group V was treated with terbinafine + 

ketoconazole; and group VI was treated with amphotericin B + rifampicin. Biochemical and 

hematological parameters were determined at the end of the experiments in the automated 

equipment.  Grocott’s stain was performed for a histopathological analysis. The subcutaneous 

lesions in the rabbits increased during treatment in all of the groups. The animals in group III 

were the only ones that showed a decrease in the average size of their lesions. Among the 

biochemical parameters studied, the increased levels of unsaturated iron binding capacity 

(UIBC) were observed in all rabbits with pythiosis. Hematological parameters showed 

leukocytosis and eosinophilia. Histological microscopy suggested fewer hyphae in the rabbits 

of group III. The reduction of leukocytosis and eosinophilia associated with lymphocytosis 

represents a positive prognosis for the therapy.  High levels of UIBC are believed to be a 

marker for pythiosis. The association of terbinafine + fluconazole + fluvastatin demonstrated 

in vivo a promising potential for a combinatory therapy against pythiosis. 

 

Keywords: Pythium insidiosum, experimental, rabbit, treatment 
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Introduction 

Pythiosis is a chronic pyogranulomatous disease caused by the oomycetous Pythium 

insidiosum, a fungus-like aquatic organism that inhabits swampy areas. It is present in the 

form of mycelium or biflagellate zoospores, which are the stage that attach to and penetrate 

the host’s tissue, leading to the pathology. The disease has been reported in tropical and 

subtropical areas and can affect horses, dogs, bovines, felines, ovines and humans (Santurio et 

al., 2008). 

The pythiosis progresses rapidly, and if not treated in the early stages, the infected 

hosts often die within weeks. Although there are some reports of patients who had 

subcutaneous pythiosis and were cured (Triscott et al., 1993; Shenep et al., 1998), the 

antifungal chemotherapy has been not effective (Santurio et al., 2008). 

Recently, evaluation of monotherapy in experimental pythiosis with caspofungin 

(CPF) showed limited fungistatic activity (Pereira et al., 2007). However, the in vitro activity 

of combined antifungal agents as terbinafine (TER) + azoles antifungals, amphotericin B 

(AMB) or CPF showed synergistic interactions ranging from 11.8 to 41.2% of the tested 

strains (Argenta et al., 2008; Cavalheiro et al., 2009a; Cavalheiro et al., 2009b). Nevertheless, 

an in vivo experimental treatment using these combinations of antifungal agents has not taken 

place.   

In the present study, rabbits were experimentally infected with P. insidiosum 

zoospores in order to evaluate the effectiveness of a combinatory treatment for pythiosis with 

(1) TER + fluconazole (FLZ) + fluvastatin (FLUV), (2) TER + AMB, (3) TER + 

ketoconazole (KTZ) and (4) AMB + rifampicin (RIF). Biochemical, hematological and 

histopathological parameters were also evaluated. 
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Material and Methods 

Chemicals 

Terbinafine (Medley®), amphotericin B (Bristol Myers Squibb®), fluconazole 

(Hipolabor®), ketoconazole (Janssen®), rifampicin (Aventis®) and fluvastatin (Novartis®) 

were obtained commercially. All other chemicals were of analytical grade and obtained from 

standard commercial suppliers. 

 

Organism, zoosporogenesis and inoculum 

A P. insidiosum strain (Pi-210) that was recently isolated from a case of equine 

pythiosis in Brazil was employed. The identification of the strain was confirmed by a PCR 

based assay according to Grooters and Gee (2002). The inoculum consisted of Pi-210 

zoospores obtained according to a previously described zoosporogenesis technique (Santurio 

et al., 2003).   

 

Rabbits and treatments   

Three-month-old New Zealand rabbits, including males and females, received 1 mL of 

induction medium containing approximately 20,000 viable Pi-210 zoospores applied 

subcutaneously in the right costal region as described by Santurio et al. (2003). They were 

divided into groups of five animals as follows: group I (control) did not receive an inoculum 

or treatment; group II (disease control) did not receive treatment; group III was treated with 

TER + FLZ + FLUV; group IV was treated with TER + AMB; group V was treated with TER 

+ KTZ; and group VI was treated with AMB + RIF. 

The treatments began 30 days after zoospore inoculations and lasted for 70 days. 

Inoculated rabbits were checked every seven days by measuring the subcutaneous nodular 

area (cm2) using a sliding caliper. TER, FLZ and KTZ were dissolved in polyethylene glycol 
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300 (PEG300) and administrated orally (100 mg/Kg/day). RIF and FLUV were dissolved in 

PEG300 and administrated orally at 20 and 1 mg/Kg/day. AMB was dissolved in sterile 

distilled water and injected intraperitoneally (1 mg/Kg/day). The animals were treated 

according to the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal 

Resources, Universidade Federal de Santa Maria, Brazil. 

 

Biochemical and hematological analysis   

The biochemical profile was determined in the end of the experiment using the 

automated analyzer LabMax 240® (Labtest Diagnostica S.A.) with commercial kits. 

Hematological data was obtained using the automated differential ABX Pentra 60C analyzer® 

(Horiba ABX).   

 

Histopathology 

The rabbits that were subjected to the antifungal treatment were necropsied at the end 

of the treatment. Representative fragments of the subcutaneous lesions were fixed in 10% 

buffered formalin, routinely processed for histopathologic evaluation and stained with 

Grocott’s stain.  To estimate the difference in the amount of hyphae in the lesions, a count of 

hyphae in the Grocott silver stain evaluating up to 5 microscopic fields chosen at random was 

performed. 

 

 Statistical analysis 

The results are presented as mean ± S.D. The statistical analysis was performed using 

a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s multiple range test. Values 

of P < 0.05 were considered to be statistically significant. 

 



65 
 

  

Results and discussion 

One month after inoculation, the analysis of the subcutaneous nodular area showed 

that the nodules were firm and well-circumscribed ranging from 3.61 to 31.74 cm2. When the 

disease was not treated (group II) or did not respond to therapy, the lesions increased 

progressively. 

The animals in group III (TER + FLZ + FLUV) showed a smaller amount of hyphae 

per field and mineralization in necrosis areas was also shown. Although it was observed in 

some animals from other treatments, this amendment was not a constant observation. There 

was no difference in the histopathological profile among the different groups. The animals 

treated with the combination TER + FLZ + FLUV (group III) were the only ones that showed 

a decrease in the average size of their lesions. One rabbit showed a gradual regression of the 

lesion after the third week of treatment and complete remission of the lesion after 10 weeks. 

The remaining animals showed lesions whose growth was significantly less than that of the 

control group (Group II) (Figure 1). 

 The rabbits treated with TER + AMB (group IV), TER + KET (group V) and AMB + 

RIF (group VI) showed lesions which increased progressively (Figure 1).   

The addition of FLUV to the TER + FLZ association was used due to the additive and 

synergistic effects demonstrated in the association of ITZ + FLUV and FLZ + FLUV against 

Candida species and Cryptococcus neoformans. Thus, the combination of fluconazole with 

fluvastatin made the fungistatic azole compound fungicidal (Chin et al., 1997). In spite of the 

antagonism observed in vitro between TER and FLUV against P. insidiosum (Cavalheiro et 

al., 2009b), the association of TER + FLZ + FLUV demonstrated in vivo promising potential 

as a combinatory therapy against pythiosis.   

Although the in vitro activity of RIF against some Pythium strains has been reported 

(Cavalheiro et al., 2009b), the combinatory therapy with AMB was not effective. 
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Furthermore, the combination of TER with AMB or KET, which showed synergistic 

interactions in vitro with 41.18% and 29.4% of the studied strains respectively (Cavalheiro 

2009a, 2009b), did not show therapeutic potential in vivo. 

Statistical analysis of biochemical parameters (Table 1) showed a small change in the 

markers of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, urea and creatinine, 

suggesting that the antifungal treatments did not show toxic effects on liver and kidney 

systems under the conditions tested. The increased levels of total protein associated with 

unchanged or reduced albumin levels suggest an increase of globulins and/or protein in the 

acute phase of inflammation.  

Interestingly, a rise in the Unsaturated Iron Binding Capacity (UIBC) was observed in 

all rabbits with pythiosis. The unsaturated transferrin is associated with reduced free iron 

bioavailability, limiting or inhibiting the growth of microorganisms because iron is an 

essential growth factor for many pathogenic fungi. Thus, the increase of UIBC in rabbits with 

pythiosis suggests a protective response by the host against an organism that depends on iron. 

The confirmation of this hypothesis and the possible inclusion of iron chelators in 

combinations with antifungal therapy are areas of study that require future exploration. 

 The obtained hematological parameters confirmed previous findings including 

persistent leukocytosis and eosinophilia (Table 1). The one rabbit that had the clinical cure 

(group III) showed hematological parameters similar to rabbits without pythiosis with a white 

blood cell count of 9.9 x 109/L, neutrophils 1%, lymphocytes 63%, monocyte 6%, eosinophils 

29% and basophils 1%.  

Conclusion 

In conclusion, the reduction of leukocytosis and eosinophilia associated with 

lymphocytosis represents a good prognosis for therapy.  High levels of UIBC suggest the 
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involvement of the iron metabolism. The combinatory therapy with TER + FLZ + FLUV was 

the only treatment that showed a clinical cure in one rabbit. 
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Figure 1 - Percentage variation of lesions size in rabbits inoculated experimentally with 
Pythium insidiosum zoospores and receiving combination antifungal therapy. 
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Table 1 – Serum levels of the biochemical markers and hematological parameters of rabbits with subcutaneous pythiosis. 

 Group I Group II Group III  Group IV  Group V  Group VI   
Biochemical markers            
   Alanine aminotransferase (ALT) (UI/L)  47 ± 9.13 29 ± 6.0 49.2 ± 16.9  45.3 ± 16.2  47.0 ± 14.9  38.6 ± 5.1   
   Albumin  (g/dL)  5.18 ± 0.23a 4.14 ± 0.18b 4.61 ± 0.50ab  4.38 ± 0.98b  4.08 ± 0.43b  3.30 ± 0.37c   
   Amylase  (U/L) 148 ± 19 ab 129 ± 21 a 186 ± 57 ab  203 ± 46 b  164.75 ± 32 ab  178 ± 27 ab   
   Aspartate aminotransferase (AST) (UI/L)  67 ± 23.3ab  45 ± 18.3ab 42.0 ± 17.7a  39.6 ± 18.1ab  26.75 ± 12.6 ab  75.3 ± 62.2b   
   Creatinine  (mg/dL) 1.48 ± 0.15a 1.34 ± 0.16ª 0.80 ± 0.16b  0.79 ± 0.30b  0.74 ± 0.11b  0.54 ± 0.09b   
   Iron (ug/dL) 291 ± 30a 230 ± 29ab 279 ± 34ab  207 ± 52b  245 ± 81ab  220 ± 15ab   
   Unsatured iron binding capacity (UIBC) (ug/dL) 145 ± 21a 375 ± 179b 281 ± 75ab  278 ± 115ab  360 ± 151b  179 ± 81ab   
   Proteins (g/dL) 5.84 ± 0.90a 7.58 ± 0.79b 6.43 ± 1.30ab  7.87 ± 0.80b  6.74 ± 0.62ab  6.85 ± 1.28ab   
   Urea (mg/dL) 31.8 ± 3.3a 38.2 ± 2.1a 60.5 ± 14.0b  68.6 ± 18.7b  58.7 ± 17.5b  57.6 ± 7.09b   
Hematological parameter            
   White blood cells  (WBC) count ( x109/L) 7.65 ± 1.44a 20.59 ± 4.50b 27.5 ± 17.53b  26.76 ± 4.23b  23.8 ± 5.37b  34.76 ± 19.9b   
   WBC differential count (x109/L)            
     Neutrophils  0.30 ± 0.17 0.36 ± 0.10 0.52 ± 0.38  0.34 ± 0.10  0.30 ± 0.10  0.54 ± 0.53   
     Eosinophils  1.60 ± 0.44a 12.04 ± 2.92b 17.81 ±17.01b  17.41 ± 3.84b  12.34 ± 0.22b  27.26 ± 17.38b   
     Basophils 0.07 ± 0.14a 0.26 ± 0.10ab 0.48 ± 0.42ab  0.45 ± 0.20ab  0.30 ± 0.10ab  0.81 ± 0.80b   
     Lymphocytes 5.58 ± 1.44 6.78 ± 1.40 7.19 ± 1.32  5.19 ± 1.78  6.74 ± 3.14  4.67 ± 0.44   
     Monocyte 0.39 ± 0.08a 1.13 ± 0.40ab 1.12 ± 0.63ab  1.28 ± 0.52b  1.16 ± 0.31ab  1.47 ± 0.74b   
   Platelet count ( x109/L) 122 ± 64a 418 ±154b 291 ± 88ab  418 ± 253b  313 ± 228ab  390 ± 163b   
   Red blood cells  count ( x106/mm3) 6.39 ± 0.57ab 6.46 ± 0.30ab 5.33 ± 0.76a  6.59 ± 0.67b  6.07 ± 0.86ab  6.08 ± 1.02ab   
     Hematocrit (Ht) 39.2 ± 3.21 39.26 ± 1.85 34.1 ± 4.97  38.9 ± 1.43  36.37 ± 3.13  34.6 ± 3.59   
     Hemoglobin concentration (Hb) (g/dL) 13.12 ± 1.20a 12.82 ± 0.58ab 11.05 ± 1.55b  12.30 ± 0.20abc  11.52 ± 0.74abc  10.83 ± 0.90c   
     Mean corpuscular volume (MVC) 61 ± 0.89ab 60 ± 1.94ab 64.0 ± 2.82a  59.3 ± 3.78ab  60.25 ± 4.57a  57.3 ± 3.78b   
     Mean corpuscular hemoglobin (MCH) 20.56 ± 0.28b 19.90 ± 0.71bc 20.7 ± 0.98b  18.8 ± 1.47ac  19.17 ± 1.54bc  18.0 ± 1.56a   
     MCH concentration (MCHC) 33.4 ± 0.38a 33.0 ± 0.29ab 32.3 ± 0.40bc  31.6 ± 0.64c  31.8 ± 0.77c  31.3 ± 1.0c   
     Red cell distribution width (RDW) 12.7 ± 1.67 14.1 ± 1.07 11.7 ± 0.50  14.2 ± 3.4  13.52 ± 1.76  14.7 ± 1.77   
Note: All values are expressed as mean ± SD. Different superscripted letters appear when there is a statistical difference for one-way analysis of variance (ANOVA), followed 
by Duncan’s multiple range test (P < 0.05). Group I, control without disease; group II, disease control; group III, terbinafine + fluconazole + fluvastatin; group IV, terbinafine 
+ amphotericin; group V, terbinafine + ketoconazole; group VI, amphotericin + rifampicin. 
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4.4. Zoosporogênese e conservação de Pythium insidiosum 
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Summary 

Pythium insidiosum is an oomycete that causes severe ulcerative and granulomatous lesions in 

mammals, including humans. The production of mobile zoospores by this species is 

associated with disease transmission. The production of zoospores in vitro is necessary for the 

identification of this species, experimental reproduction of disease in rabbits and to perform 

susceptibility tests. This study aimed to evaluate the production of zoospores in vitro by 

subculture of P. insidiosum in different nutritionally rich culture media (chocolate agar (CHO) 

or egg yolk agar (EYA)) and poor (corn meal agar (CMA) and yeast extract agar (YEA)). 

Additionally, the conservation of this oomycete for long periods was evaluated. The 

zoosporogenesis protocol that provided the highest score of zoospores / mL was obtained by 

initial incubation of P. insidiosum on CHO, followed by two subcultures of 24 hours in YEA 

before adding the pieces of grass in the medium. The conservation of the isolates of P. 

insidiosum in hemolysis tubes containing water and pieces of grass provided the recovery of 

all samples kept for 7 months at 25ºC. 
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Introduction 

 Pythiosis is a life-threatening subcutaneous ulcerative, proliferative and 

pyogranulomatous disease caused by the oomycetous Pythium insidiosum, a fungus-like 

aquatic organism [1]. Naturally, P. insidiosum inhabits swampy areas where it is present in 

the form of mycelium or biflagellate zoospores. The zoospore is an infective stage that swims, 

attaches to and penetrates host tissue, possibly leading to pathology [1-2]. The disease has 

been reported from tropical, subtropical, and temperate areas of the world [3-5]. 

In animals, the infection develops with superficial (cutaneous/subcutaneous) or deep 

(visceral) chronic lesions, being horses the most affected animal, dogs are the second [6], with 

few cases reported in bovines [7], felines [8], ovines [9], and sporadically in captive zoo 

animals [10-11] and birds [12]. In humans, three clinical forms have been observed: 

cutaneous or subcutaneous, ophthalmic and systemic pythiosis [13], with very high levels of 

morbidity and mortality [4]. 

 Zoospores can be obtained in vitro using the technique of zoosporogenesis in a liquid 

medium by transferring pieces of plants infected by P. insidiosum to an induction medium 

containing salts [14-15]. Since P. insidiosum grows only as mycelium on traditional culture 

media (such as Sabouraud and Corn Meal agar), the induction of zoosporogenesis represents a 

necessary step towards the identification [16], in vitro susceptibility tests [17-19] and 

experimental reproduction of the disease in rabbits [14-15, 17, 20].  

 Although isolates of P. insidiosum recently recovered from pythiosis cases can 

produce zoospores in vitro more efficiently, stock collection isolates submitted to subsequent 

cycles of subculturing over long periods can be attenuated or lost the ability to produce 

zoospores and even the growth viability. The objectives of the present study were to evaluate 

the influence of different media on zoosporogenesis and growth of P. insidiosum isolates and 

it storage viability for long periods of time. 
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Material and Methods 

 Culture media 

 Blood Agar (BLA) and Chocolate Agar (CHO) plates (MBIOLOG Diagnósticos), 

Corn Meal Agar (CMA) (Himedia), Cysteine Lactose Electrolyte Deficient Agar (CLED) 

(Himedia), Yeast Extract (Himedia) and Agar powder (Himedia) were purchased 

commercially. Freshly tomato and beetroot juice and yolk egg were used. All other chemicals 

were of analytical grade and obtained from standard commercial suppliers. Commercially 

culture media were prepared in accordance with manufacture instructions. Other media and 

broth were prepared with the following composition per liter: a) V8 agar (V8A): 15g agar, 2g 

CaCO3, 200mL tomato juice; b) beetroot agar (BJA): 15g agar, 2g CaCO3, 200mL beetroot 

juice; c) egg yolk agar (EYA): 15g agar, 2g CaCO3, 100 mL yolk egg; d) yeast extract agar 

(YEA): 15g agar, 2g yeast extract; e) corn meal agar yeast extract (CMAYE): commercial 

CMA + 2g yeast extract; f) minimal medium yeast extract broth (MMYE): 1.8g glucose, 0.4g 

NH4NO3, 0.12g MgSO4.7H2O, 1.42g Na2HPO4.2H2O, 0.27g KH2PO4, 2g yeast extract; g) 

induction medium (IM): solution 1: 174.18g K2HPO4, 136.10g KH2PO4, 132.08g 

(NH4)2HPO4; solution 2: 101.68g MgCl2. 6H2O, 73.52g CaCl2. 2H2O. IM final composition 

was 0.5 ml of solution 1 plus 0.1 ml of solution 2 in 1000 ml of sterile distilled water. In the 

V8A, BJA, EYA, YEA and CMAYE preparation, the water was replaced with 50 mM 

phosphate buffer, pH 7.0, to stabilize the pH of the media. All media were sterilized at 121°C 

for 15 min. For agar media, Petri´s dishes were filled with 25 ml of the medium. Egg yolk and 

IM salts were added to sterilized and cooled at 40ºC base medium.  

 

Pythium insidiosum isolates 

 P. insidiosum  ATCC 58.637 and other sixteen clinical isolates of P. insidiosum were 

used in experiments. All isolates were recovered from cases of equine pythiosis. The 
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identification of the strains was previously confirmed by a PCR assay according to Grooters 

and Gee [21].  

 

Radial growth 

 After 48h of incubation at 37 °C on CMA, a piece of agar containing 1 cm2 of 

mycelium growth of the isolate Py 210 (from recently equine pythiosis case) was transferred 

for BJA, BLA, CHO, CLED, CMA, EYA and V8A. The radial mycelial growth was 

measured after 48h of incubation at 37 °C. The test was performed in triplicate. 

 

Zoosporogenesis 

Zoospores in vitro were obtained during incubation of infected grass (Paspallum 

notatum) with P. insidiosum in IM. Initially, to assess the influence of culture media used in 

the growth of P. insidiosum before and during the addition of grass on the culture medium the 

strain Py 210 was cultured on a chocolate agar plate at 37ºC for 72h. After this initial growth, 

pieces of 1 cm2 of the agar layer on the plate covered with P. insidiosum mycelia were 

transferred to 5 different cycles of subcultures (protocols) on different agars before adding 

pieces of grass and transfer the grasses parasitized by IM, as described in Table 1.  

The pieces of grass with approximately 0.5 cm long were previously autoclaved for 40 

min and distributed around 2 cm2 of P.insidiosum cultures. The induction medium containing 

pieces of grass infected by P. insidiosum was incubated at 37ºC for 24 when the pieces of 

grass were observed by microscopy and zoospores were counted using a Neubauer chamber. 

 

Preservation methods 

 Hemolysis tubes covered with cotton (7.0 cm x 1.0 cm) containing 10 to 20 pieces of 

grass with 0.5 to 1 cm2 were filled with 4 mL of distilled water or MMYE and autoclaved for 
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40 min/121ºC. Pieces of 0.5 cm2 of YEA containing mycelium growth of P. insidiosum  

ATCC 58.637 and sixteen clinical of P. insidiosum isolates previously incubated at 37°C for 

48 hours were added into the tubes. Sterile mineral oil in sufficient volume to cover the 

surface of water or MMYE was added to each tube, which were then sealed with Parafilm® 

and incubated at 25 °C. 

 

Results 

Radial growth 

 CLED and CMA showed the lowest growth halo in 24 hours, with a colony growth 

diameter of 1.6 and 2.3 cm, respectively. The V8 agar and its analogue replaced with beetroot 

juice showed intermediate growth with diameters of 2.4 and 2.8 cm, respectively. The blood, 

chocolate and egg yolk agar showed the highest radial mycelium growth, with diameters of 

3.2, 3.5 and 3.6 cm, respectively. The radial growth resulted of the average of 3 measurements 

performed under the same growth conditions. 

 

Zoosporogenesis 

 The zoospores count with the induction of zoosporogenesis with CHO, CMA, 

CMAYE and YEA are presented in Figure 1. Using the previously incubation on CHO we 

found that all the protocols used allowed the induction of zoosporogenesis. Protocol 5, which 

was used an initial 24h incubation in YEA and new 24-hour incubation in YEA with pieces of 

grass before moving parasitized grasses to the IM, was the protocol which yielded the highest 

score of zoospores / mL in evaluated conditions (Figure 1).  

 After this initial observation, we evaluated the use of CHO or EYA, as the first 

incubation media (37ºC/72h), followed by protocol 5 of incubation in 8 isolates of 
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P. insidiosum (Table 2). Similarly, all isolates were able to produce zoospores, indicating that 

both rich media can be used in recovery / induction of zoosporogenesis. 

 

Preservation methods 

 The seventeen P. insidiosum maintained in tubes containing distilled water or MMYE 

with pieces of grasses were incubated by seven months at 25ºC. After this period, pieces of 

grass were transferred to YEA and incubated at 37°C up to 96h. Among the samples 

preserved in MMYE, 13 isolates (80%) showed characteristic growth of 

P. insidiosum. Furthermore, all the P. insidiosum isolates maintained in distilled water 

showed growth in YEA when they were incubated at 37 °C.  All strains recovered were able 

to produce zoospores in vitro. 

 

4. Discussion 

A comparison of radial mycelium growth showed that culture media containing animal 

derivative components (BLA, CHO and EYA) provided a greater radial growth of P. 

insidiosum than the culture media containing plant derivatives (CMA, V8A and BJA). The 

lower radial growth in CLED demonstrated the lower ability of P. insidiosum grow on media 

poor in electrolytes and containing lactose and cysteine. 

 Disregarding the complexity of most nutritional media tested and because Pythium 

spp. not contain metabolic pathways for the synthesis of ergosterol and use sterols from the 

environment [22], it is possible that P. insidiosum can more effectively metabolize cholesterol 

from blood and from egg yolk than the phytosterols contained in the culture media enriched 

with plant derivatives, which result in faster growth and induction of reproduction, similar to 

that previously described by Hendrix [23] to other Oomycetes species. The use of commercial 

egg yolk (Oxoid) did not provide a good mycelium growth (data not shown) as seen using a 
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fresh egg yolk, probably by use of preservatives in their composition that can interfere with 

the mycelium growth. 

 Induction of zoosporogenesis is based on the parasitism of plant fragments in a 

nutrient-poor medium, followed by incubation of the plant fragments in an IM containing 

Ca2+, Mg2+ and K+, temperature and pH appropriate [14, 24-25]. In this study, the maximum 

number of zoospores was obtained by preincubation of the isolates on CHO followed by 

subsequent 24h two cycles of subculturing on YEA.  

 The number of produced zoospores, as well as the incubation time is dependent on the 

medium used in the growth of P. insidiosum before the process of induction of 

zoosporogenesis [14, 25]. Shipton [24] describes that the presence of young hyphae is the 

determining factor for the abundant formation of zoospores and that the previous period of 

growth that is considered optimal for the production of zoospores is between 24 and 30 hours 

of incubation. 

 Mendoza & Prendas [14] showed that the maximum number of zoospores was 

obtained after an hour and a half of incubation in the induction medium at 37°C when used 

previous culture with grass pieces on 2% water agar for 24 hours at 37°C. But when the 

culture of grass fragments was carried out on other media such as Sabouraud dextrose agar 

and CMA, the incubation time was four days at 37°C and the period of increased production 

of zoospores in IM occurred after 5 hours and half of incubation at 37°C. However, as noted 

by Pereira et al. [26], P. insidiosum isolates submitted to subsequent cycles of subculturing 

over long periods may lose the ability to grow on 2% water agar and may have reduced 

production of zoospores on the CMA. 

 The addition of yeast extract in the process of induction of zoosporogenesis was 

previously used by Bentinck-Smith et al. [16] to identify the agent pythiosis in two dogs. The 

technique was based on the transfer of blocks of the agar medium with vegetative growth of 
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P. insidiosum to plates with water fortified with yeast extract (1%) and pieces of 

grass. However, the quantification of zoospores produced was not reported. In addition, the 

production of large numbers of zoospores (106 ml-1) by Aphanomyces cochlioides was 

dependent on the concentration of yeast extract added to the CMA [27]. 

 In this context, it is suggested that the zoosporogenesis in vitro can be re-established 

or increased by previous culturing of P. insidiosum on nutrient-rich media that best stimulate 

mycelium growth (represented here by CHO or EYA) followed by subculture on nutrient-

poor media that enable rapid growth and consequent mycelium parasitism of plant sources 

(represented here by YEA). Furthermore, the maximum number of zoospores obtained from 

P. insidiosum isolates recently recovered from pythiosis cases probably require a shorter 

incubation time on a nutrient-rich media and greater number of subcultures on YEA before 

the induction of plant parasitism. 

 In addition to the mycelium growth restriction (low availability of nutrients),  the 

induction of zoosporogenesis also can be affected by a variety of environmental factors 

including temperature (and cold shock), light, aeration, humidity, carbon, nitrogen and ions 

compounds [24-25, 28-30]. Studies of these factors in the induction of zoosporogenesis in P. 

insidiosum deserve attention. 

The storage of fungi for long periods of time may change morphophysiological 

characteristics that alter its vialibidade and sporulation capacity with consequent attenuation 

or loss of virulence [31-33]. The virulence of many fungi is related to changes of cell wall 

components, inability to secrete proteases and express some proteins and temperature 

sensitivity [34]. The viability and virulence can be maintained or restored by experimental 

animal infections [35] and culture conditions [36-37]. While not a true fungus, the 

morphological similarities of P. insidiosum to suggest that similar mechanisms for the 

conservation of fungi can be used in the conservation of this oomycete. 
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In our study, the addition of grass fragments to water or MMYE provides a support for 

the fragile mycelium growth and a favorable environment for parasitism of the grass 

fragments by P. insidiosum and possibly the production of zoospores and renewal of the 

mycelium. In addition, the low cost and excellent recovery of the isolates in distilled water 

with the addition of pieces of grass to show an advantage in comparison with other techniques 

effective, but costly, as the conservation at -70º C and fungal lyophilization [38-39]. 

 In conclusion, we describe that the production of zoospores in vitro by isolates of P. 

insidiosum can be re-established or increased using a sequence of subcultures in chocolate 

agar (or egg yolk agar) and 0.2% yeast extract agar. Currently, we do not know the exact 

mechanism by which this nutritional change in the culture medium stimulates 

zoosporogenesis in P. insidiosum, but it is suggested that the previously culture in a medium 

rich in certain nutrients, allowing the accumulation of nutritional reserves needed for 

reproduction in conditions of nutritional deficiency. 
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Table 1 - Zoosporogenesis protocols 

Initial incubation Protocol Day 1 Day 2 Day 3 Day 4

CHO* 

1  CMA  YEA + grass  IM zc 
2  CMA  CMAYE + grass  IM zc 
3  CMAYE + grass  IM zc  
4  YEA + grass  IM zc  
5  YEA  YEA + grass  IM zc 

, subculture of 1 cm2 of CHO (chocolate agar) containing mycelium growth of P. insidiosum 
, subculture of 1 cm2 of agar from previous day containing mycelium growth of P. insidiosum 
+ grass, addition of pieces of grass around 2 cm2 of the subcultured block agar, before new incubation   
 IM, transfer of the pieces of grass parasited with P. insidiosum for new Petri dish containing 20 mL of IM 
zc, zoospore count in a Neubauer chamber 
*,time and incubation temperature: 37ºC for 72h 
CMA, corn meal agar; CMAYE, corn meal agar yeast extract; YEA, yeast extract agar; IM, induction medium 

 

Table 2. Comparison of zoosporogenesis using CHO or EYA followed the protocol 5 

Pythium 
insidiosum 

Zoospores / mL 
CHO EYA 

ATCC  20.000 10.000 
135  30.000 27.500 
138  45.000 20.000 
178  22.500 27.500 
187  30.000 25.000 
198  45.000 37.500 
205  27.500 25.000 
210  100.000 55.000 
CHO, chocolate agar; EYA, egg yolk agar 

 

 
Figure 1 - Zoospores count in different protocols. Different superscripted letters appear when 
there is a statistical difference for one-way analysis of variance (ANOVA), followed by 
Duncan’s multiple range test (P < 0.05). 
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5. DISCUSSÃO 

 Considerando-se a limitada disponibilidade de fármacos antifúngicos, restritos sítios 

de ação encontrados apenas nas células de fungos e oomicetos, o crescente aumento de 

infecções causadas por fungos emergentes e a resistência intrínseca ou adquirida de diversos 

patógenos aos fármacos disponíveis, fica evidente a necessidade da pesquisa de novas 

alternativas no controle e tratamento das doenças fúngicas e da pitiose. 

 A avaliação da suscetibilidade in vitro do disseleneto de difenila contra P. insidiosum, 

no modelo proposto no manuscrito 1, revelou um importante caráter inibitório do crescimento 

de zoósporos (livres, encistados e formando hifas jovens) desta espécie, considerados os 

propágulos necessários para a transmissão da doença. Desconsiderando as avaliações 

farmacológicas específicas utilizadas para a comparação da eficácia entre fármacos, foi 

possível observar que a concentração de disseleneto de difenila necessária para a inibição do 

crescimento de Pythium insidiosum in vitro foi inferior a todos fármacos antifúngicos testados 

in vitro da literatura. 

 O uso do disseleneto de difenila no tratamento da pitiose experimental em coelhos, na 

dose de 10 mg/Kg/dia não se mostrou eficaz para a cura clínica dos animais (manuscrito 1). 

No entanto, o retardo na progressão das lesões no grupo recebendo disseleneto de difenila 

sugere que este composto tenha uma ação fungistática in vivo, na dosagem utilizada. Além 

disso, pesquisas futuras utilizando concentrações superiores de disseleneto de difenila e 

avaliações da farmacocinética deste OS podem esclarecer o papel protetor deste composto na 

pitiose. A ausência de alterações evidentes nos parâmetros bioquímicos e hematológicos entre 

os grupos com pitiose (tratados ou não com disseleneto de difenila) e os grupos controle sem a 

doença (tratados ou não com disseleneto de difenila) permite sugerir que este composto não 

apresentou toxicidade aos animais no modelo experimental desenvolvido. 

 O teste de suscetibilidade utilizando-se o disseleneto de difenila contra fungos 

potencialmente patogênicos tais como Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. 

(manuscrito 2) demonstra a capacidade fungicida in vitro deste composto para a maioria das 

espécies testadas. A alteração da estrutura química do (PhSe)2 com a introdução de grupos 

funcionais contendo cloro, fluor ou metoxil resultou em diminuição ou perda da atividade 

antifúngica comparado com a molécula de (PhSe)2. Esta redução da toxicidade contra as 

células fúngicas pode sugerir que haja uma reduzida toxicidade para células de animais, o que 

pode estimular a pesquisa de outras propriedades farmacológicas destes compostos, com 

menor toxicidade quando comparado com o (PhSe)2. Além disso, a elucidação do mecanismo 
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de ação destes OS e sua combinação com fármacos antifúngicos em busca de interações 

sinérgicas pode gerar novas formulações farmacêuticas mais eficientes. 

 A proposta do tratamento da pitiose experimental com associação de antifúngicos 

(manuscrito 3) resultou da observação da melhor eficácia in vitro de algumas combinações de 

fármacos quando comparadas com a utilização destes isoladamente. Apesar do mecanismo de 

ação da maioria dos antifúngicos ser a ação sobre o ergosterol, P. insidiosum (que não contém 

ergosterol) tem seu crescimento inibibido in vitro por diversos antifúngicos. Esta contradição 

sugere que o mecanismo de ação destas drogas sobre P. insidiosum seja diferente do 

observado em fungos verdadeiros. 

 A constatação da inibição in vitro de P. insidiosum pelo (PhSe)2 (manuscrito 1) e o 

insucesso terapêutico destes compostos (manuscritos 1 e 3) sugerem que P. insidiosum 

desenvolve mecanismos protetores in vivo que impedem ou dificultam a ação dos fármacos. 

Os dados da literatura suportam que a resposta imunológica "inadequada", com o 

recrutamento de eosinófilos e mastócitos que degranulam sobre as hifas, isolando-as 

(fenômeno de Hoeppli-Splendore), consiste em ação ineficiente ineficiente para a destruição 

das hifas de P. insidiosum. 

 Os melhores resultados descritos neste trabalho in vivo sugere uma ação fungistática 

do (PhSe)2 (manuscrito 1) e uma ação fungistática (e uma cura clínica) com a associação de 

terbinafina + fluconazol + fluvastatina (manuscrito 3). Estes dados incentivam estudos futuros 

buscando-se o sinergismo da combinação de OS com antifúngicos no tratamento de infecções 

fúngicas e da pitiose. A associação da quimioterapia com a imunoterapia representa outra 

abordagem para pesquisas futuras. 

 A observação de que a zoosporogênese in vitro pode ser melhor estimulada com a 

subcultura de P. insidiosum em meios de cultura diferentes (manuscrito 4) representou uma 

ferramenta valiosa para o desenvolvimento desta pesquisa. A necessidade da produção de 

zoósporos para a identificação, realização dos testes de suscetibilidade e para a reprodução 

experimental da pitiose em coelhos está claramente descrita na literatura. No entanto, diversos 

isolados mantidos sob subculturas constantes no laboratório (micoteca) apresentavam uma 

incapacidade de produzir zoósporos pelos métodos tradicionais descritos na literatura. 

 A comunicação informal com outros pesquisadores mostrou que a incapacidade de 

induzir a zoosporogênese de isolados de micoteca é um fator limitante das pesquisas com P. 

insidiosum em outros laboratórios. Em contraste, isolados recentemente recuperados de casos 

de pitiose apresentam uma capacidade de crescimento e produção de zoósporos superiores aos 

isolados de micoteca. Sugere-se que a constante subcultura provoque uma diminuição ou 
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ausência de substâncias de reserva e/ou produção de metabólitos necessários para a produção 

de zoósporos. 
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6. CONCLUSÕES 

 * O disseleneto de difenila apresenta atividade antifúngica (fungicida) in vitro sobre 

Pythium insidiosum. 

 * O tratamento da pitiose experimental em coelhos utilizando-se disseleneto de 

difenila (10 mg/Kg/dia) sugere uma ação fungistática deste composto. A análise de 

parâmetros laboratoriais bioquímicos e hematológicos sugere ausência ou baixa toxicidade do 

disseleneto de difenila quando administrado por via oral. 

 * O disseleneto de difenila apresenta atividade antifúngica (fungicida e fungistática) in 

vitro sobre fungos potencialmente patogênicos para humanos e animais, tais como Candida 

spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. 

 * A adição dos grupos funcionais contendo cloro, fluor e metoxil na molécula de 

disseleneto de difenila resulta na diminuição ou perda da atividade antifúngica in vitro. 

 * O tratamento da pitiose experimental em coelhos com a combinação de antifúngicos 

mostrou que apenas a associação fluconazol (100 mg/Kg/dia) + terbinafina (100 mg/Kg/dia) + 

fluvastatina (1 mg/Kg/dia) apresentou ação fungistática e cura clínica de 1 coelho. A análise 

laboratorial bioquímica e hematológica sugere um envolvimento do metabolismo de ferro no 

curso da doença (diferenças na saturação da transferrina) e que a diminuição da concentração 

de leucócitos totais para níveis normais (controle) representa um bom prognóstico da doença. 

 * O subcultivo sequencial de P. insidiosum em meios de cultura nutricionalmente ricos 

(ágar chocolate, ágar gema) e pobres (ágar extrato de levedura, ágar fubá) estimulam a 

zoosporogênese in vitro. 

 * A conservação de isolados de P. insidiosum em tubos contendo água e fragmentos 

de grama esterilizados proporcionam a viabilidade desta espécie por longos períodos de 

tempo. 
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7. PERSPECTIVAS 

7.1. Indução de pitiose experimental em camundongos com sobrecarga de ferro 

7.1.1. Objetivos 

 Desenvolvimento de metodologia para a indução de pitiose experimental em 

camundongos BALB/c com sobrecarga de ferro ou diabete induzida. 

 Tratamento de camundongos BALB/c com pitiose experimental com antifúngicos, 

disselenetos de difenila, imunoterápico (Pitium-Vac®) e quelantes de ferro. 
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