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RESUMO 
 
 

ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DE CÉLULAS DENDRÍTICAS 

PULSADAS COM ANTÍGENOS DE Pythium insidiosum SOBRE A 

RESPOSTA CELULAR IN VITRO 
 
 

AUTOR: Pauline Christ Ledur 

ORIENTADOR: Janio Morais Santurio 

 
 

A pitiose é uma doença severa causada pelo Oomiceto Pythium insidiosum que acomete 
animais e humanos. Se não diagnosticada e tratada rapidamente, a pitiose pode levar à morte 
do indivíduo acometido. O tratamento da pitiose é difícil, visto que ela não responde bem aos 
fármacos comumente utilizados em doenças fúngicas, devido à ausência de ergosterol na 
membrana de P. insidiosum. Devido a essa dificuldade no tratamento da pitiose com 
fármacos, uma abordagem terapêutica que vem sendo utilizada com sucesso é a imunoterapia. 
A hipótese mais aceita para a eficácia dos imunoterápicos na pitiose, é que eles são capazes 
de favorecer uma mudança na resposta imune no hospedeiro de Th2 para Th1, com produção 
de IFN-γ e IL-2, o que causaria a ativação de mediadores de células mononucleares e 
consequente ativação de linfócitos T e macrófagos que destroem a hifa de P. insidiosum. Uma 
abordagem terapêutica que vem ganhando destaque é o uso de células dendríticas (DCs) como 
adjuvantes, visto que as DCs são capazes de induzir uma forte resposta imune celular. Neste 
cenário, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial aloestimulador e imunomodulador de 
células dendríticas pulsadas com diferentes antígenos de P. insidiosum sobre a resposta de 
células T humanas in vitro. Foram utilizadas DCs diferenciadas a partir de monócitos do 
sangue periférico humano, as quais foram sensibilizadas com o imunoterápico PitiumVac®, β-
glucanas extraídas da parede de P. insidiosum e de zoósporos inativados por calor. Após a 
sensibilização com os antígenos, as DCs pulsadas foram co-cultivadas com linfócitos por 24 
horas e realizou-se a quantificação das citocinas das respostas Th1, Th2 e Th17 a partir dos 
sobrenadantes celulares. Também foi analisada a proliferação dos linfócitos co-cultivados 
com as DCs sensibilizadas com os antígenos de P. insidiosum após 72 horas. Os resultados 
mostraram que DCs pulsadas com os zoósporos inativados por calor, as β-glucanas e o 
imunoterápico PitiumVac® eficientemente induzem a diferenciação das células T em um 
fenótipo Th, por meio da ativação de citocinas específicas da resposta Th1 in vitro. Os 
zoósporos inativados mostraram a maior resposta Th1 entre os grupos testados, com 
significativo aumento na produção das citocinas IL-6 e IFN-γ. Estes resultados sugerem um 
potencial uso de DCs pulsadas com zoósporos de P. insidiosum inativados por calor como 
uma nova estratégia terapêutica no tratamento e aquisição de imunidade contra a pitiose. 

 
 

Palavras-chave: Pitiose. Imunoterapia. Células dendríticas. Pythium insidiosum. β-glucanas. 
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IMMUNOMODULATORY ACTIVITY OF DENDRITIC CELLS 
PULSED WITH DIFFERENT P. insidiosum ANTIGENS ON CELLULAR 

RESPONSE IN VITRO 
 
 

AUTHOR: Pauline Christ Ledur 
ADVISOR: Janio Morais Santurio 

 
 

Pythiosis is a severe disease caused by the Oomycete Pythium insidiosum which can affect 
animals and humans. If not diagnosed and immediately treated, pythiosis can lead the affected 
host to death. Pythiosis treatment is difficult since it does not respond well to drugs 
commonly used in fungal diseases due to the lack of ergosterol in P. insidiosum cell wall. Due 
to this difficulty in pythiosis treatment with drugs, a therapeutic approach that is being 
successfully used is immunotherapy. The most accepted hypothesis to explain 
immunotherapy success is that they can switch host’s immune response from a Th2 to a Th1 
response, with IFN-γ and IL-2 production, which activate mononuclear cells mediators as an 
immune response composed of T lymphocytes and macrophages which destroy P. insidiosum 
hyphae. A therapeutic approach that is gaining importance is the use of dendritic cells (DCs) 
as adjuvant, since DCs are capable of prime a strong cellular response. In this scenario, the 
aim of this study was to evaluate the stimulatory and immunomodulatory effects of DCs 
pulsed with different P. insidiosum antigens in human Th response in vitro. Peripheral blood 
monocytes were differentiated into DCs, which were pulsed with the immunotherapeutic 
PitiumVac®, β-glucans extracted from P. insidiosum cell wall, and Heat-inactivated (HI) 
zoospore. After sensitization, DCs pulsed with the tested antigens were co-cultured with 
lymphocytes for 24 hours and the supernatant was used to quantify the Th1, Th2 and Th17 
cytokines produced. We also analyzed the proliferative rate of lymphocytes cultured with the 
pulsed DCs after 72 hours of incubation. Our results showed that DCs pulsed with P. 
insidiosum HI zoospores, β-glucans and the immunotherapeutic PitiumVac® efficiently 
induced T cell differentiation in a Th1 phenotype by the activation of specific Th1 cytokines 
production in vitro. HI zoospores showed the highest Th1 response among the tested groups, 
with a significant increase in IL-6 and IFN-γ production. These results suggest a potential use 
of DCs pulsed with P. insidiosum heat-inactivated zoospores as a new therapeutic strategy in 
the treatment and acquisition of immunity against pythiosis. 

 
 

Key-words: Pythiosis. Immunotherapy. Dendritic cells. Pythium insidiosum. β-glucans. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

manuscrito. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências encontram-

se no próprio manuscrito e representam a íntegra deste estudo. O item Conclusões, encontrado 

no final desta dissertação, apresenta comentários gerais sobre o manuscrito contido neste 

trabalho.  

As referências referem-se somente às citações que aparecem no item Introdução desta 

dissertação. As referências utilizadas para a composição do manuscrito estão apresentadas ao 

final do próprio manuscrito. 

O manuscrito está estruturado de acordo com as normas da revista científica Vaccine, 

na qual se encontra submetido. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Pythium insidiosum: AGENTE ETIOLÓGICO DA PITIOSE 

 

1.1.1 Histórico e classificação taxonômica 

 

O primeiro relato de Pythium insidiosum parece ser a descrição de um microrganismo 

com características fúngicas isolado de lesões em equinos na Índia, no final do século XIX, 

realizado por cientistas ingleses (SMITH, 1884). Contudo, no início do século XX foram 

realizados os primeiros relatos científicos do microrganismo, nesse momento denominado 

Hyphomycosis destruens, isolado a partir de lesões de equinos na Indonésia (DE HAAN; 

HOOGKAMER, 1901). Todavia, somente em 1974 o microrganismo foi classificado, após a 

observação de produção de zoósporos quando em meio líquido, sendo classificado como um 

Oomiceto da família Pythiaceae, ordem Peronosporales, denominado Pythium insidiosum 

(AUSTWICK; COPLAND, 1974). 

Inicialmente, houve relatos de diferentes espécies de Pythium causando infecções em 

equinos, nesses relatos o microrganismo foi chamado de P. gracile (ICHITANI; AMEMIYA, 

1980) e P. destruens (SHIPTON, 1987). Porém, em 1987, concluiu-se que se tratava do 

mesmo microrganismo ao analisarem isolados de equinos, bovinos, cães e humanos 

provenientes de diferentes locais (DE COCK et al., 1987). Em 1989, com base em provas 

sorológicas, finalmente concluiu-se que essa espécie realmente tratava-se do mesmo 

microrganismo identificado anteriormente (MENDOZA; MARIN, 1989) que foi 

definitivamente denominado de P. insidiosum.  

O agente etiológico da pitiose, P. insidiosum, está classificado no reino Straminipila, 

classe Peronosporomycetes (=Oomycetes), ordem Pythiales e família Pythiaceae. Segundo 

estudos taxonômicos mais detalhados baseados no sequenciamento de RNA ribossomal, os 

oomicetos estão mais proximamente relacionados com as algas marrons e com diatomáceas 

do que com os fungos (ADHIKARI et al., 2013). A família Pythiaceae é composta por um 

grupo de microrganismos aquáticos semelhantes aos fungos, que desenvolvem estruturas 

similares a hifas hialinas e zoósporos biflagelados em ambientes alagados. O gênero Pythium 

compreende 127 espécies, dentre as quais se encontram alguns dos mais destrutivos 

patógenos de plantas (LEVESQUE; DE COCK, 2004), sendo que até pouco tempo atrás, P. 

insidiosum era a única espécie conhecida deste gênero a atingir animais (MENDOZA et al., 
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2003). No entanto, em 2011, um patógeno típico de plantas, P. aphanidermatum, foi isolado 

da perna de um soldado ferido no Iraque (CALVANO et al., 2011). 

 

1.1.2 Características morfológicas e ciclo biológico 

 

Dentre as principais características diferenciais do gênero Pythium estão: reprodução 

assexuada por meio da produção de zoósporos biflagelados (MENDOZA; VILELA, 2013); 

reprodução sexuada oogâmica; parede celular composta de β (1,3) e β (1,6) glucanas, celulose 

e hidroxipolina; talo diplóide; mitocôndria com crista tubular e características moleculares e 

bioquímicas peculiares, como a rota alternativa para a via de síntese da lisina 

(ALEXOPOULOS et al., 1996; MOORE-LANDECKER, 1996). 

Diferentemente dos fungos, os oomicetos não possuem vias de síntese do ergosterol, 

principal esteroide de membrana dos fungos. Espécies dos gêneros Pythium, Lagenidium e 

Phytophthora incorporam os esteroides do ambiente (HENDRIX, 1964), dada a sua 

importância na produção de estruturas sexuadas, porém esses esteroides não são necessários 

para o crescimento vegetativo das hifas (GROOTERS, 2003). P. insidiosum é bem adaptado à 

temperatura corporal dos seus hospedeiros mamíferos, tendo temperatura ótima de 

crescimento na faixa de 34 – 36 ºC (DE COCK et al., 1987). Para isolamento e cultivo em 

laboratório, P. insidiosum requer poucos nutrientes, sendo capaz de se desenvolver em vários 

meios de cultivo e em uma faixa de temperatura entre 25 e 45 ºC (GAASTRA et al., 2010). 

Em meio Agar Sabouraud, P. insidiosum cresce submerso, em um padrão radial e irregular, 

em colônias esbranquiçadas a hialinas (DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1996; 

MENDOZA et al., 1993).  

Geralmente P. insidiosum se desenvolve em áreas pantanosas e seu ciclo biológico 

baseia-se na colonização de plantas aquáticas que servem de substrato para o 

desenvolvimento e reprodução do organismo, dando origem aos zoosporângios, os quais 

liberam os zoósporos (MENDOZA et al., 1993). Os zoósporos de P. insidiosum são células 

uninucleadas e sem parede celular que se movimentam na água em padrão helicoidal ou 

espiralado interrompido por mudanças de direção devido à presença de dois flagelos. Estas 

células não têm capacidade de se dividir ou multiplicar. Os zoósporos se movimentam na 

água até encontrarem outro organismo, planta ou animal, para então se encistar e emitir o tubo 

germinativo, dando origem a um novo micélio e completando assim o seu ciclo (MENDOZA 

et al., 1993).  
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Os zoósporos são reconhecidos como a forma infectante de P. insidiosum. Eles 

apresentam quimiotaxia por pelos e tecidos vegetais ou de mamíferos que transitam em 

regiões alagadas colonizadas pelo oomiceto, possibilitando a infecção quando em contato com 

tecido lesionado desses animais. Quando encistados, os zoósporos secretam em sua superfície 

uma glicoproteína que confere sua adesão ao tecido lesionado, permitindo a formação do tubo 

germinativo (MENDOZA et al., 1996). Além da infecção através de lesões cutâneas, outros 

autores sugerem a possibilidade de infecção através penetração dos zoósporos nos folículos 

pilosos (SANTURIO et al., 1998). P. insidiosum também já foi isolado em uma larva de 

mosquito Culex quinquefasciatus na Índia (SCHURKO et al., 2003). 

 

1.2 A PITIOSE 

 

1.2.1 Aspectos epidemiológicos 

 

A pitiose tem sido descrita em regiões de clima tropical, subtropical e zonas 

temperadas (MENDOZA et al., 2003), onde a alta temperatura aliada à ambientes alagados 

favorecem o desenvolvimento de Pythium insidiosum, agente causador da doença (DE COCK 

et al., 1987). A pitiose atinge principalmente equinos, mas pode se desenvolver também em 

outros mamíferos, como bovinos, ovelhas, cães, gatos e inclusive em humanos (GAASTRA et 

al., 2010). A pitiose foi primeiramente descrita no final do século XIX, na Índia, onde 

cientistas ingleses observaram lesões aparentemente fúngicas em equinos, podendo ser este o 

primeiro relato de P. insidiosum. Essas lesões eram chamadas de “Bursattee”, termo que 

significa chuva, pois se acreditava que o aparecimento de granulomas estava relacionado com 

a época chuvosa, já que nesses períodos era observada uma maior incidência das lesões 

características dessa infecção (SMITH, 1884).  

Embora a pitiose acometa diferentes espécies de mamíferos, inclusive humanos, não 

há relatos de transmissão direta entre animais ou mesmo entre animais e humanos 

(GAASTRA et al., 2010), sendo que a infecção ocorre por meio de contato com zoósporos 

ambientais, não havendo predisposição por raça, idade ou gênero (MENDOZA et al., 1996). É 

possível observar algumas particularidades na prevalência da pitiose nas diferentes regiões 

onde é relatada. Os casos em humanos ocorrem principalmente no sudeste asiático, em 

especial na Tailândia (KRAJAEJUN et al., 2006; THIANPRASIT et al., 1996). Casos em 

equinos são observados na Oceania (MILLER; CAMPBELL, 1982) e América Central 

(MENDOZA et al., 1996; MENDOZA; ALFARO, 1986). Na América do Norte predominam 
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casos em cães (FISCHER et al., 1994; GROOTERS, 2003) e equinos (MENDOZA; 

NEWTON, 2005; WHITE et al., 2008), enquanto na América do Sul as espécies mais 

comumente infectadas são os bovinos (PEREZ et al., 2005; SANTURIO et al., 1998), ovinos 

(PESSOA et al., 2012; SANTURIO et al., 2008; UBIALI et al., 2013), caninos (NETO et al., 

2010; PEREIRA et al., 2013) e equinos (ÁLVAREZ et al., 2010; MARCOLONGO-

PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2014). 

 As hifas de P. insidiosum não apresentam capacidade de penetrar na pele saudável 

intacta de seus hospedeiros, o que sugere que lesões macro ou microscópicas são necessárias 

para a infecção ocorrer tanto em humanos como em animais (RAVISHANKAR et al., 2001). 

Também foi observada forte quimiotaxia dos zoósporos frente à pelos, ferimentos, soluções 

de continuidade e mucosa intestinal, bem como a adesão de zoósporos às bordas de cortes de 

pele, mas dificilmente à tecido íntegro (GROOTERS, 2003; MENDOZA et al., 1993). Os 

casos de pitiose estão associados ao contato humano ou animal com áreas onde ocorre 

acúmulo de água contendo zoósporos (banhados e lagos), frequentemente em estações 

chuvosas, com a formação de campos alagados e com temperatura ambiental entre 30 e 40ºC, 

que favorece o desenvolvimento de P. insidiosum (LAMOUR; KAMOUN, 2009; MILLER; 

CAMPBELL, 1982; SANTURIO; FERREIRO, 2008). 

 

1.2.2 Aspectos clínicos 

 

Após contato com o hospedeiro, os zoósporos perdem os flagelos e encistam, 

liberando uma substância adesiva a fim de se fixar no tecido. Em seguida, ocorre a formação 

de tubo germinativo que penetra o tecido do hospedeiro dando início à infecção (MENDOZA 

et al., 1993; MENDOZA et al., 2003). Acredita-se que muitos hospedeiros mamíferos sejam 

resistentes à infecção causada por P. insidiosum, e somente alguns desenvolvem a doença que 

varia conforme o hospedeiro. Devido à ocorrência de poucos casos de pitiose em áreas 

endêmicas, é possível que uma resposta imune adequada seja capaz de eliminar o 

microrganismo dos tecidos (MENDOZA; VILELA, 2013). Mendoza e Newton (2005) 

sugerem que indivíduos suscetíveis à infecção por P. insidiosum sejam portadores de defeitos 

genéticos relacionados a receptores-chave da resposta imune. A ocorrência de reinfecção em 

animais tratados com sucesso contra a pitiose após um período livre da doença corrobora com 

essa hipótese (SANTOS et al., 2011). 

 

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

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

mais afetados (POOLE; BRASHIER, 2003). As lesões cutâneas são a principal forma de 

manifestação da doença em equinos, atingindo principalmente as extremidades distais dos 

membros e porção ventral do animal. Isso ocorre devido ao maior contato dessas regiões com 

água contaminada com zoósporos (CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996). Uma das principais 

características da pitiose cutânea em equinos é a presença de massas ulcerativas 

granulomatosas, com bordas irregulares e hifas recobertas por células necróticas, os chamados 

“kunkers”, formados através de sucessivas degranulações eosinofílicas sobre as hifas de P. 

insidiosum, aumentando e moldando sua estrutura (MEIRELES et al., 1993; MENDOZA; 

ALFARO, 1986). 

Além das lesões cutâneas, as lesões intestinais são a segunda forma mais frequente da 

infecção em equinos, com presença de massas teciduais que levam a redução e até mesmo 

obstrução do lúmen intestinal (PEREIRA et al., 2013). Outros tecidos também podem ser 

afetados secundariamente às lesões cutâneas, incluindo lesões ósseas adjacentes à lesão 

primária (ALFARO; MENDOZA, 1990). Também já foram relatados casos de metástase via 

linfática para os pulmões e linfonodos regionais, que foram encontrados inclusive em coelhos 

infectados experimentalmente (CHAFFIN et al., 1995; JESUS et al., 2015b). 

Os caninos têm a segunda maior incidência de casos da pitiose (DYKSTRA et al., 

1999), também nas formas cutânea e gastrointestinal. Porém a forma gastrointestinal é mais 

prevalente, com formação de grandes massas nodulares nas paredes do estômago e intestino, 

compostas por inflamação granulomatosa e piogranulomatosa com áreas de necrose, intenso 

infiltrado eosinofílico e presença de hifas, podendo atingir também o trato digestivo superior 

(FISCHER et al., 1994; PEREIRA et al., 2013). Já as lesões cutâneas apresentam-se como 

dermatite piogranulomatosa ulcerativa, contendo áreas de necrose infiltrada por neutrófilos e 

macrófagos e granulomas eosinofílicos (HOWERTH et al., 1989; MARTINS et al., 2012). 

Também são relatados casos da doença em bovinos (SANTURIO et al., 1998; 

THOMAS; LEWIS, 1998), felinos (THOMAS; LEWIS, 1998), ovinos (BERNARDO et al., 

2015; TABOSA et al., 2004) e esporadicamente em animais silvestres mantidos em cativeiro 

em zoológicos (CAMUS et al., 2004; GROOTERS, 2003) e um único relato em uma ave 

(PESAVENTO et al., 2008). 

 

1.2.2.2 Pitiose em humanos 
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A maior incidência de casos de pitiose em humanos é registrada na Tailândia, onde a 

doença é endêmica. As principais formas de manifestação da doença em humanos, em ordem 

decrescente de importância, são a pitiose vascular, ocular, cutânea e subcutânea e sistêmica ou 

disseminada, com invasão dos órgãos internos (KRAJAEJUN et al., 2006). Nos casos de 

pitiose cutânea, vascular e sistêmica, há uma forte associação desta patologia com doenças 

hemolíticas, principalmente a talassemia. Já nos casos de pitiose ocular, não existem relatos 

dessa associação. Em humanos, a pitiose é considerada uma doença grave, que devido ao 

difícil tratamento, leva principalmente à enucleação, amputação dos membros acometidos e 

muitas vezes causa a morte do indivíduo (IMWIDTHAYA, 1994; 1995; KRAJAEJUN et al., 

2006; LAOHAPENSANG et al., 2009).  

O diagnóstico precoce da pitiose humana normalmente é dificultoso devido ao 

desconhecimento da doença pelos profissionais da saúde e pelos padrões clínicos e 

histológicos que confundem o agente com fungos como os zigomicetos (KAUFMAN, 1998; 

MENDOZA et al., 2004). Na Tailândia a pitiose está associada ao trabalho rural em 

plantações alagadiças, ideais para o desenvolvimento de zoósporos (PRASERTWITAYAKIJ 

et al., 2003), uma vez que o agente já foi isolado de amostras ambientais em áreas cultivadas 

(SUPABANDHU et al., 2008). 

Casos esporádicos de pitiose humana já foram relatados em outros países, como 

Estados Unidos (SCHLOEMER et al., 2013; SHENEP et al., 1998), Austrália, Haiti, Malásia, 

Nova Zelândia e Jamaica (GAASTRA et al., 2010; PAN et al., 2014), além de um caso 

relatado no Brasil (BOSCO, 2005). Assim como nos casos relatados na Tailândia, a maioria 

dos casos de pitiose está relacionada à agricultura em regiões alagadas e irrigadas e atividades 

de recreação em água parada. 

    

1.2.3 Diagnóstico  

 

O diagnóstico precoce da pitiose é essencial para o sucesso do tratamento da doença. 

Tradicionalmente, o diagnóstico é feito pelos aspectos clínicos, histopatológicos e pelo 

isolamento e identificação do agente através de suas características morfológicas e 

reprodutivas. 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; VILELA, 2009). O exame 
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histopatológico é auxiliar e necessita de outros indicativos para confirmação. Atualmente 

métodos como imunohistoquímica e técnicas sorológicas auxiliam e suportam um diagnóstico 

precoce e preciso da pitiose (KEERATIJARUT et al., 2013; SANTURIO et al., 2006b). 

O diagnóstico imunológico, pela técnica de ensaio imunoenzimático indireto (ELISA), 

possibilita a detecção de infecções precoces ou ainda subclínicas, além de ser útil no 

monitoramento da resposta à terapia  (KRAJAEJUN et al., 2002; MENDOZA et al., 1997). 

Testes de ELISA para detecção da pitiose em equinos, caninos, felinos, humanos, bovinos e 

ovinos já foram desenvolvidos para diagnóstico precoce (SANTURIO et al., 2006b). Existem 

ainda as técnicas moleculares como importante ferramenta para o diagnóstico e identificação 

de Pythium insidiosum, principalmente através de PCR (Polymerase Chain Reaction) 

(MENDOZA; NEWTON, 2005). 

 

1.2.4 Tratamento farmacológico 

 

Atualmente, o tratamento mais utilizado para a pitiose é a excisão cirúrgica, tanto em 

animais como em humanos (GAASTRA et al., 2010), porém essa forma de tratamento 

apresenta bons resultados apenas em lesões pequenas e superficiais, onde seja possível a 

retirada de toda área afetada, já que a permanência de fragmentos de hifa pode acarretar em 

recidiva da doença (SANTURIO et al., 2006a). 

Já o tratamento da pitiose com o uso de fármacos apresenta resultados contraditórios. 

Os fármacos comumente usados no tratamento da doença até o momento foram a anfotericina 

B, cetoconazol, miconazol, fluconazol e itraconazol, além dos compostos iodínicos como 

iodeto de potássio e sódio (SANTURIO et al., 2006a). Devido à ausência de ergosterol em sua 

membrana, é esperado que P. insidiosum não apresente sensibilidade a agentes antifúngicos 

(MENDOZA; NEWTON, 2005), porém estudos de suscetibilidade in vitro tem demonstrado 

sinergismo entre AmB + terbinabina (CAVALHEIRO et al., 2009b), terbinafina + 

antifúngicos azólicos e terbinafina + caspofungina (CAVALHEIRO et al., 2009a). Estudos 

demonstram que o tratamento com o inibidor da síntese de β-glucana, caspofungina, reduz a 

lesão causada por pitiose em modelo experimental, porém foi observado retorno do 

desenvolvimento da lesão ao final da terapia (PEREIRA et al., 2007).  

Além disso, estudos com antibacterianos que atuam na inibição da síntese protéica, 

como macrolídeos, tetraciclinas e gliciciclina, têm demonstrado sucesso em testes in vitro 

(LORETO et al., 2014a; MAHL et al., 2012). Também foram encontrados resultados 

positivos em associações entre fármacos antifúngicos e antibacterianos e compostos fenólicos 
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timol e carvacrol em testes de suscetibilidade in vitro. Foi observado sinergismo elevado nas 

associações de claritromicina + micafungina (73,33%), minociclina + claritromicina ou 

azitromicina (93,3%), minociclina + tigeciclina (86,67%) e itraconazol + timol ou carvacrol 

(96,6%) (JESUS et al., 2015a; JESUS et al., 2014) e em testes in vivo e em pitiose induzida 

experimentalmente com a associação de minociclina e azitromicina (4/6 animais) e na 

monoterapia com azitromicina (5/6 animais) (JESUS et al., 2015b). A terapia fotodinâmica 

também é uma alternativa a ser estudada, uma vez que demonstrou bons resultados em 

zoósporos de P. insidiosum tratados in vitro (PIRES et al., 2014). 

 

1.2.5 Imunoterapia como terapia curativa na pitiose 

 

A imunoterapia já vem sendo usada há mais de 25 anos para o tratamento da pitiose 

equina (GAASTRA et al., 2010), sendo uma abordagem terapêutica que vem obtendo sucesso 

no tratamento da doença. O primeiro imunoterápico para a pitiose equina foi produzido a 

partir do micélio ultrassonicado de P. insidiosum, tendo sido efetivo em metade dos animais 

tratados (MILLER, 1981). Desde então outras formulações tem sido testadas com certo 

sucesso (MENDOZA; ALFARO, 1986; MENDOZA et al., 2003) inclusive em cães 

(HENSEL et al., 2003; PEREIRA et al., 2013). No Brasil, existe atualmente um 

imunoterápico para pitiose equina testado inicialmente em coelhos com pitiose induzida 

experimentalmente, constituído de micélio inativado, macerado e liofilizado (SANTURIO et 

al., 2003), denominado PitiumVac®, produzido pelo Laboratório de Pesquisas Micológicas 

(LAPEMI/UFSM) em parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(Embrapa-Pantanal). 

Em humanos a imunoterapia foi usada com sucesso pela primeira vez em um menino 

tailandês com pitiose vascular que não respondeu à cirurgia e terapia com drogas antifúngicas 

(THITITHANYANONT et al., 1998) e vem sendo usada como último recurso em casos onde 

não há resposta aos tratamentos tradicionais (SUDJARITRUK; SIRISANTHANA, 2011; 

WANACHIWANAWIN et al., 2004).  

A hipótese que melhor explica o sucesso dos imunoterápicos no tratamento da pitiose 

baseia-se em dados de humanos e equinos. Uma vez que os zoósporos de P. insidiosum 

entram em contato com o hospedeiro, estes se estabelecem e formam hifas, as quais liberam 

exoantígenos denominados de antígenos de apresentação celular (AAC). Os AAC liberam 

interleucina 4 (IL-4), que estimulam a diferenciação dos linfócitos T auxiliar (Th0) em 

linfócitos Th2, que por sua vez induzem a produção de mais IL-4 e IL-5. A IL-4 regula a 
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expressão de Th1 e estimulando, por sua vez, células B para produção de IgE, IgM e IgG que 

podem ser detectadas por testes de diagnóstico. A IL-5 e IgE desencadeiam a mobilização de 

eosinófilos e mastócitos para o local da lesão. Estas células vão degranular sobre as hifas de 

P. insidiosum, o que mais tarde irá desenvolver os “kunkers” na pitiose equina. As hifas de P. 

insidiosum multiplicam-se no interior dos “kunkers” onde produzem exoantígenos em grande 

quantidade, o que bloqueia a resposta imune devido à indução de Th2. Quando os 

imunógenos do imunoterápico são injetados no hospedeiro com pitiose, os antígenos nele 

presentes são distintos daqueles da infecção natural. Estes liberam interferon γ (INF-γ) que 

ativam a diferenciação de Th0 para Th1. O Th1 ativado produz mais IFN-γ e também IL-2. 

Por sua vez, IL-2 e INF-γ irão ativar mediadores de células mononucleares como resposta 

imune composta por linfócitos T e macrófagos que destroem a hifa de P. insidiosum. A 

produção de IFN-γ, no local da infecção irá resultar em uma menor formação de Th2. 

Portanto, a ativação de Th1 e o bloqueio de Th2 poderiam explicar porque organismos com 

pitiose são curados após administração de imunoterápicos (LORETO et al., 2014b; 

MENDOZA et al., 2003; MENDOZA; NEWTON, 2005; SANTURIO et al., 2006a). 

 

1.3 CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

1.3.1 Formação e diferenciação das células dendríticas 

 

As células dendríticas (DCs) foram descritas inicialmente por Steinman & Cohn 

(1973) e pelos mesmos autores cuidadosamente caracterizadas (STEINMAN et al., 1975; 

STEINMAN; COHN, 1974; STEINMAN et al., 1979; STEINMAN et al., 1974), representam 

um grupo heterogêneo de células encontradas em todos os órgãos linfóides, bem como 

próximas de tecidos não-linfóides e órgãos, particularmente em sítios próximos ao meio 

ambiente extracorpóreo, compreendendo 1 a 2% das células totais (BANCHEREAU et al., 

2000). 

As DCs apresentam três estágios de diferenciação: precursoras, imaturas e maduras. 

As DCs precursoras e imaturas originam-se continuamente de células progenitoras na medula 

óssea e são liberadas para os tecidos por meio do sangue. Dependendo da origem de seu 

desenvolvimento, das citocinas ativadoras, dos antígenos de superfície e da capacidade 

funcional, as DCs podem ser subdivididas em duas populações distintas: convencionais 

(cDCs) e plasmocitóides (pDCs) (SHORTMAN; NAIK, 2007).  
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As cDCs compreendem as células de Langerhans encontradas no epitélio estratificado 

da pele e DCs intersticiais, encontradas em todos os outros tecidos (CAUX et al., 2000). As 

pDCs são geradas em linha com a via linfoide. Estas células são fortes indutoras da imunidade 

citotóxica e secretam grande quantidade de interferons do tipo 1 (IFN-α e IFN-β) 

(MCKENNA et al., 2005). Um terceiro tipo de DC foi descrito em 2006, com perfil de 

expressão molecular duplo de células natural killers (NK) e DCs, as quais foram designadas 

de DCs killers produtoras de INF devido a sua habilidade de produzir grande quantidade de 

interferon do tipo 1 e matar as células alvo (via apoptose) através do fator de necrose tumoral 

(TNF)  (CHAN et al., 2006; TAIEB et al., 2006).  

 

1.3.2. Papel das células dendríticas na imunidade celular inata e adquirida 

 

Na ausência de resposta inflamatória as DCs constantemente monitoram os tecidos 

linfáticos e periféricos e os órgãos linfóides secundários, buscando invasores (patógenos), que 

quando encontrados são internalizados por endocitose, macropinocitose ou fagocitose 

(SABATTE et al., 2007). A grande competência na captura de antígenos pelas DCs imaturas 

está relacionada não só à sua alta capacidade endocítica, mas também ao fato de que estão 

estrategicamente localizadas em locais anatômicos freqüentemente expostos a antígenos, 

como a pele, mucosas e o baço (GUERMONPREZ et al., 2002).  

A fase inicial de defesa do hospedeiro contra microorganismos invasores depende dos 

mecanismos da imunidade inata, uma forma evolucionária antiga e universal de proteção do 

hospedeiro. A neutralização do patógeno está associada com o reconhecimento de antígenos 

pelo sistema imune inato, que envolve a integração entre células do estroma presentes nos 

tecidos de revestimento do corpo, tais como as células epiteliais, fibroblastos e células 

endoteliais, assim como por células migratórias mais especializadas do sistema imunológico, 

tais como células NK, granulócitos, macrófagos e DCs, resultando em um processo 

inflamatório que destrói o patógeno (GORDON, 2002; IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).  

No entanto, nos animais vertebrados, o patógeno pode encontrar brechas nesta linha 

protetora, tornando-se necessária a formação e ativação de linfócitos T-helper (Th) antígeno-

específico e linfócitos B que reconhecem sítios específicos do microrganismo, eliminando-o e 

formando memória celular protetora às infecções subsequentes (imunidade adaptativa) 

(IWASAKI; MEDZHITOV, 2010). Esta tarefa crítica de ativação dos linfócitos Th é 

realizada pelas DCs, que não só estimulam as células T-naïve com antígenos microbianos 

capturados nos tecidos periféricos ou localmente, mas também orquestram a resposta imune 
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protetora através da expressão de células T co-estimulatórias e moléculas de polarização que 

promovem o desenvolvimento de uma resposta imunológica apropriada e mediada por células 

(ROMANI, 2011). 

As DCs adquirem antígenos nos tecidos periféricos na sua forma imatura. No início da 

infecção, a presença de patógenos, inflamação ou lesão tecidual induz a maturação das DCs. 

À medida que maturam, as DCs migram às áreas dos órgãos linfoides que contém células T, 

onde estes traduzem as informações provenientes dos tecidos em sinais apropriados para a 

resposta imunológica (REIS E SOUSA et al., 1999). Os sinais para a maturação podem ser 

derivados do hospedeiro (CD40, TNF, IL-1, IL-6, IFN-α) ou por estruturas microbianas e 

moléculas liberadas pelos tecidos danificados, o que estimula os receptores Toll-like (TLR) 

localizados nas DCs (CHENG et al., 2003). Este processo de maturação é acompanhado pela 

reorganização do citoesqueleto, redução da atividade fagocítica, aquisição de motilidade 

celular, migração para os tecidos linfoides e consequente ativação de células T (ADAMS et 

al., 2005). 

Desta forma, as DCs apresentam dupla função, de acordo com seu grau de maturação: 

DCs imaturas capturam antígenos enquanto que DCs maduras ativam linfócitos. Assim, as 

DCs são cruciais como moduladores da consequente resposta imune: representam uma 

ligação entre o sistema imune inato e o adaptativo, uma vez que transferem informações 

importantes sobre o patógeno invasor e sobre a resposta imune inata da periferia para as 

células T, resultando em uma resposta imune adequada (PULENDRAN et al., 2001; ROY; 

KLEIN, 2012; STEINMAN, 2012; WALSH; MILLS, 2013). 

 

1.3.3. Receptores das células dendríticas 

 

As DCs expressam membros das duas famílias mais importantes de receptores de 

reconhecimento padrão (PRR): receptores Toll-like (TLR) e receptores lectina do tipo C 

(CLR). Os TLR geralmente reconhecem moléculas microbianas evolucionariamente 

conservadas, tais como lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, de acordo com seus 

constituintes. Todos os ligantes TLR funcionam como adjuvantes imunológicos que levam à 

ativação de DCs e consequente produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-6 e 

TNF-α, as quais contribuem para a indução da resposta imune inata local (GORDON, 2002; 

JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; KAISHO; AKIRA, 2006). Os CLR, em contraste, 

reconhecem vários sacarídeos tais como D-manose, L-fucose e N-acetilglicosamina presentes 
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na superfície do patógeno e sua principal função é internalizar antígenos para o posterior 

processamento e apresentação pelas DCs (MCGREAL et al., 2005).  

Subconjuntos diferentes de DCs expressam conjuntos distintos de TLR e isto 

representa a base para suas funções específicas na resposta imune inata e ativação de 

subconjuntos distintos de células T. Desta forma, diferentes TLRs induzem a ativação de 

subconjuntos diferentes de DCs a secretarem diferentes citocinas (BOONSTRA et al., 2003). 

No entanto, em alguns casos, o mesmo TLR em cada subconjunto de DCs induz diferentes 

citocinas. Por exemplo, a estimulação de pDCs humanas através do TLR7 induz a secreção de 

IFN-α, enquanto que a mesma estimulação em  cDCs induz a secreção de IL-12 (ITO et al., 

2002). Resultados semelhantes foram observados com a estimulação de TLR9 em 

camundongos (HEMMI et al., 2003). Estas observações sugerem que a interação de um dado 

TLR com estímulos alternativos pode conduzir à indução de respostas diferentes (MOLL, 

2003). 

 

1.3.4. Células dendríticas: indução da resposta Th 

 

As DCs maduras induzem a resposta celular com células T nos órgãos linfoides 

secundários, resultando na expansão clonal e na diferenciação em células Th1, Th2 ou Th17, 

as quais podem ser diferenciadas de acordo com as citocinas produzidas por estas células 

(HARRINGTON et al., 2006). As citocinas produzidas em consequência da estimulação das 

DCs são elementos essenciais na determinação do tipo de resposta Th. As IL-12, IL-18, IL-23 

e IL-27 polarizam as células T para Th1, enquanto que a IL-4 ou a ausência de IL-12 desvia a 

resposta para Th2. IL-1β (Interleucina-1β), juntamente com a IL-6 induz a diferenciação de 

células T produtoras de IL-17 (ROMANI, 2011).  

As citocinas e outros mediadores químicos desempenham um papel importante no 

processo imunológico e podem determinar o tipo de resposta inflamatória gerada relacionada 

com o patógeno. Para limitar as consequências patológicas de um processo inflamatório 

excessivo, o sistema imune dispõe de mecanismos protetores, incluindo a regulação entre a 

resposta Th1 e Th2, que pode ser realizada por citocinas tais como o interferon gama (IFN-γ), 

interleucina (IL) 4 e, também, pela geração de células T regulatórias (Treg) (IWASAKI; 

MEDZHITOV, 2010; ROMANI, 2004; 2011; ROMANI et al., 2006; ROMANI; PUCCETTI, 

2006). 
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As células Th1 produzem altos níveis de IFN-γ e TNF-β, citocinas que são 

fundamentais para a defesa contra patógenos intracelulares. Além disso, elas induzem a 

produção de anticorpos pelas células B do isotipo imunoglobulina (Ig) G2, que são 

responsáveis pela ativação de fagócitos e pela citotoxicidade celular dependente de 

anticorpos. As células Th2 produzem altos níveis de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e induzem a 

produção de anticorpos IgE, que são responsáveis pela imunidade contra infecções por 

helmintos (MURPHY; REINER, 2002; NETEA et al., 2005). As células Th17 produzem IL-

17 e IL-22, e estão relacionadas com a estimulação de células epiteliais na produção proteínas 

antimicrobianas (anti-Candida e anti-Staphylococcus, por exemplo). As células Th17 em 

quantidade excessiva estão associadas com o desenvolvimento e persistência de doenças 

autoimunes (STOCKINGER; VELDHOEN, 2007; VELDHOEN et al., 2006). 

A ativação destas respostas depende do tipo de agente infeccioso (estímulo). No 

entanto, os diferentes patógenos podem induzir o mesmo tipo de resposta imunológica (Th1, 

por exemplo) através de subconjuntos diferentes de DCs e concentrações diferentes de 

interleucinas. Além disso, diferentes formas do mesmo patógeno podem induzir as DCs a 

determinar diferentes respostas com células T. Por exemplo, a forma leveduriforme de 

Candida albicans induz uma resposta protetora Th1 através da estimulação da produção de 

IL-12 pelas DCs, enquanto que a forma de hifas inibe a formação de IL-12 e desencadeia uma 

resposta não-protetora Th2 (D'OSTIANI et al., 2000). Resultados similares são observados 

com conídios e hifas de Aspergillus fumigatus (BOZZA et al., 2002; BOZZA et al., 2003). 

Tomadas em conjunto, todas estas condições sugerem que a capacidade de DCs para 

iniciar uma resposta Th1 efetiva ou uma resposta imune Th2 é o resultado de uma complexa 

rede de interações entre os subgrupos de DCs e da forma de sua maturação, o tipo de sinais 

microbianos, o tipo de sinais inflamatórios e antiinflamatórios e outros fatores ambientais e 

relacionados com o tecido (ADAMS et al., 2005). 

 

1.4 IMUNOMODULADORES 

 

1.4.1 Imunoterápicos 

 

A imunoterapia tem por objetivo estimular o sistema imune do indivíduo, modificando 

a sua resposta. Por isso a imunoterapia vem sendo utilizada como uma ferramenta não 

invasiva para prevenir e tratar diversas doenças, como as doenças auto-imunes, o câncer e 

doenças infecciosas (ANGUILLE et al., 2015; ROY; KLEIN, 2012).  
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No caso da pitiose, a imunoterapia desenvolvida a partir de extratos protéicos obtidos 

de culturas de P. insidiosum representa uma alternativa não invasiva no tratamento da doença 

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; NEWTON, 2005; SANTURIO; 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; NEWTON, 2005). 

 

1.4.2 Vacinas  

 

As primeiras formulações de vacinas focavam na administração de agentes infecciosos 

vivos ou atenuados, capazes de gerar forte imunidade humoral e celular. Nos casos dos 

agentes vivos, problemas na produção ou armazenamento das vacinas poderiam resultar em 

reações adversas, incluindo a retomada da virulência pelo patógeno e desenvolvimento da 

doença, o que acabou por estimular o uso de microrganismos mortos para preparo de vacinas 

e indução de imunidade (GLENNY, 1925; PENNOCK et al., 2016).  

Uma forte imunidade celular é crucialmente necessária para a vacinação terapêutica 

eficaz contra infecções crônicas e contra o câncer (BUDHU et al., 2010). Porém, a maioria 

dos novos adjuvantes de vacinas desenvolvidos até agora, não geram uma imunidade mediada 

por células clinicamente significativa (COFFMAN et al., 2010). Consequentemente tem sido 

observado um retorno para o estudo de agentes infecciosos e as respostas imunes celulares 

instigam (PENNOCK et al., 2016). 

As vacinas anti-infecciosas preferencialmente induzem imunidade baseada na 

produção de anticorpos por meio de adjuvantes, como demonstrado em um recente estudo de 

vacina contra Candida albicans com um antígeno fúngico recombinante (SCHMIDT et al., 

2012). Entretanto, os estudos sobre vacinação antifúngica sugerem a necessidade do 
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desenvolvimento de imunidade celular para o tratamento da maioria das infecções causadas 

por fungos (LIN et al., 2009; WUTHRICH et al., 2011) 

 

1.4.3 β-glucanas 

 

As β-glucanas são polissacarídeos estruturais da parede celular principalmente de 

leveduras e fungos filamentosos, também encontrados em bactérias, algas e oomicetos 

zoospóricos como P. aphanidermatum e P. insidiosum (THOMPSON et al., 2010), que se 

diferenciam pelo tipo de ligação entre as unidades de glicose da cadeia principal e pelas 

ramificações que se conectam a essa cadeia (MCINTOSH et al., 2005). Elas são capazes de 

induzir uma série de efeitos que modulam o sistema imune inato e adaptativo (THOMPSON 

et al., 2010). 

O interesse pelas propriedades biológicas das β-glucanas surgiu após a obtenção do 

zymosan, na década de 1950. O zymosan é um extrato insolúvel de propriedade 

imunoestimulante, derivado da parede celular de S. cerevisiae, rico em proteínas, β-glucana, 

quitina, mananas e lipídeos, sendo a β-glucana o constituinte biologicamente ativo (DI 

CARLO; FIORE, 1958; YANG; MARSHALL, 2009).  

Nos vertebrados, a resposta às β-glucanas inicia após a ingestão ou contato do sistema 

imune com receptores de reconhecimento presentes na superfície celular de DCs, macrófagos, 

monócitos, linfócitos, neutrófilos e células natural killer (NK), além da indução da expressão 

de diversas citocinas. Os receptores para β-glucanas também estão presentes nas células não 

imunes como as endoteliais, fibroblastos e do epitélio alveolar (HUANG et al., 2009; 

MAGNANI; CASTRO-GÓMEZ, 2008).  

Como as β-glucanas não podem penetrar nas células devido ao seu peso molecular, a 

interação com o sistema imunológico ocorre através da ligação com receptores celulares como 

a lactosilceramida, receptores Toll-Like (TLR) e principalmente dectina-1 (BROWN, 2006; 

QI et al., 2011). Após, as vias de sinalização intracelular recebem estímulos e culminam na 

ativação, translocação e ligação de proteínas nucleares imunomoduladoras. O mecanismo de 

ação está relacionado ao peso molecular, tipo de ligações glicosídicas, resíduos presentes, 

solubilidade em água, conformação espacial e grau de polimerização das β-glucanas 

(MAGNANI; CASTRO-GÓMEZ, 2008).  

Vários estudos têm demonstrado o potencial das β-glucanas como adjuvantes na 

indução uma potente resposta imune celular e adaptativa (LI et al., 2010). Essa ativação da 

resposta imune está relacionada com a interação com diferentes receptores celulares, podendo 
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variar de acordo com o receptor celular ativado (HUANG et al., 2009). A via da dectina-1 é 

essencial para a ativação de DCs por β-glucana particulada, fagocitose em macrófagos, 

diferenciação da resposta Th1 e de CLT (linfócitos T citotóxicos), e resposta imune 

antitumoral in vivo por β-glucana particulada (QI et al., 2011). Contudo, diferentes tipos de β-

glucanas e proteínas isoladas de diferentes microrganismos demonstraram atuar de diferentes 

formas na diferenciação de células T (DILLON et al., 2006; HUANG et al., 2009; 

LEIBUNDGUT-LANDMANN et al., 2008). 

 

1.4.5. Imunoterapia com células dendríticas 

 

As DCs são muitas vezes referidas como "adjuvantes naturais", pois têm a capacidade 

única de estimular células T naïve CD4+ e CD8+. Desta forma, esta atividade especializada na 

ativação das células Th (T helper) e T killers (Tk) durante o início da resposta imune as torna 

as mais potentes células apresentadoras de antígeno (APC) do sistema imune. As DCs não 

apenas iniciam o sistema imune, mas também controlam e regulam o tipo de resposta, o que 

as tornam candidatas para novas estratégias imunoterápicas (FAJARDO-MOSER et al., 2008; 

STEINMAN, 2012; STEINMAN; HEMMI, 2006). 

 

1.4.5.1. Imunoterapia contra o câncer 

 

Desde que Inaba et al. (1990) demonstraram que a injeção de DCs pulsadas com 

antígenos ex vivo são capazes de sensibilizar camundongos com antígenos protéicos, diversos 

estudos demonstraram que as DCs induzem uma potente resposta antitumoral antígeno-

específica e que podem proteger camundongos contra doses letais de células tumorais (LI et 

al., 2007; MAYORDOMO et al., 1995; TAKEDA et al., 2003). Em alguns casos a vacinação 

com DCs pulsadas com peptídeos foi suficiente para a cura de animais com tumores já 

instalados (CELLUZZI; FALO, 1998; FIGDOR et al., 2004). Baseado nestas pesquisas 

experimentais, testes clínicos usando imunoterapia com CDs demonstram grandes avanços no 

tratamento de tumores (BURGDORF et al., 2008; CONSTANTINO et al., 2016; JIN et al., 

2009; KUWABARA et al., 2007; LESTERHUIS et al., 2004; MINARIK et al., 2010; 

MURTHY et al., 2009; TOH et al., 2009). 

 

1.4.5.2. Imunoterapia anti-infecciosa 
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Mbow et al. (1997) e Flohe et al. (1998) apresentaram as primeiras pesquisas 

mostrando o potencial da imunoterapia com DCs em modelos experimentais de infecções por 

Borrelia burgdorferi e Leishmania major. Desde então as DCs vem sendo investigadas como 

adjuvantes na imunoterapia em diversas infecções causadas por vírus, bactérias, fungos e 

parasitas (MOLL, 2004). De forma notável, apesar da grande heterogeneidade dentre os 

patógenos testados, as DCs pulsadas com antígenos microbianos são muito eficientes na 

indução de ambas as respostas, humoral e mediada por células T (FAJARDO-MOSER et al., 

2008). 

A imunoterapia com DCs demonstra avanços promissores na terapia anti-infecciosa, o 

que é observado em diversos estudos que comprovam o desenvolvimento de imunidade 

protetora contra infecções bacterianas (DEMANGEL et al., 1999; LU et al., 2010; LU; 

ZHONG, 1999; MBOW et al., 1997; PELUSO et al., 2010), virais (HENRIQUES et al., 2013; 

LOPEZ et al., 2000; SCHON et al., 2001; YU et al., 2007), fúngicas (BOZZA et al., 2004; 

BOZZA et al., 2003; CLAUDIA et al., 2002; D'OSTIANI et al., 2000; MAGALHAES et al., 

2012; UENO et al., 2015) e parasitárias (AGALLOU et al., 2011; FALCON et al., 2011; 

FLOHE et al., 1998). 

As análises dos parâmetros imunológicos das terapias anti-infecciosas demonstraram 

que a proteção está relacionada com a indução de um perfil Th eficiente no combate à 

infecção, o que está correlacionado com as DCs pulsadas com os antígenos microbianos, com 

o subconjunto de DCs e com a via de administração da imunoterapia (BACCI et al., 2002; 

FAJARDO-MOSER et al., 2008; FLOHE et al., 1998; REMER et al., 2007). 

 

 

  



27 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial aloestimulador e imunomodulador de células dendríticas pulsadas 

com diferentes antígenos de Pythium insidiosum sobre linfócitos humanos in vitro.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar a ativação de células dendríticas pulsadas com β-glucana, PitiumVac® e 

zoósporos inativados; 

 

- Avaliar a indução de proliferação de linfócitos co-cultivados com células dendríticas 

pulsadas com β-glucana, PitiumVac® e zoósporos inativados; 

 

- Quantificar a produção de citocinas inflamatórias das respostas Th1, Th2 e Th17 em 

linfócitos estimulados com células dendríticas pulsadas com β-glucana, PitiumVac® e 

zoósporos inativados;  
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Abstract 

Pythiosis is a life-threatening disease caused by the fungus-like microorganism Pythium 

insidiosum that can lead to death if not treated. Since P. insidiosum has particular cell wall 

characteristics, pythiosis is difficult to treat, as it does not respond well to traditional 

antifungal drugs. In our study, we investigated a new immunotherapeutic approach with 

potential use in treatment and in the acquisition of immunity against pythiosis. Dendritic cells 

pulsed with P. insidiosum heat-inactivated zoospore, β-glucans and the immunotherapeutic 

PitiumVac® efficiently induced naïve T cell differentiation in a Th1 phenotype by the 

activation of specific Th1 cytokine production in vitro. Heat-inactivated zoospores showed 

the greatest Th1 response among the tested groups, with a significant increase in IL-6 

(approximately 50x when compared to the control group) and IFN-γ production 

(approximately 120x when compared to the control group). These results suggest a potential 

use of DCs pulsed with P. insidiosum heat-inactivated zoospores as a new therapeutic strategy 

in the treatment and acquisition of immunity against pythiosis. 

 

Keywords: Pythiosis; Dendritic cells; β-glucan; Immunotherapy; Vaccine; Immune response. 



31 
 

Introduction  

Pythiosis is a severe disease, which can lead to death if not treated, caused by Pythium 

insidiosum, a zoosporic fungus-like microorganism belonging to the kingdom Straminipila, 

phylum Oomycota [1]. This infectious disease affects mainly mammals, and it is mostly 

recorded in horses and humans. Pythiosis can occur in different forms, the most common are 

cutaneous and subcutaneous, vascular, ocular, gastrointestinal and a systemic form, which is 

rarely seen [2-5]. Since pythiosis treatment with antifungal drugs is difficult due to the cell 

wall characteristics of P. insidiosum, the most effective treatment strategy is surgical removal 

and immunotherapy, together or independently [2, 6]. Immunotherapeutic approach has an 

efficacy of approximately 80% in equine pythiosis [7] and only 50% in human cases [4]; 

therefore, it is important to investigate a vaccine that provides a better rate of cure together 

with immunity against pythiosis, because immunotherapy successfully treats the disease but 

does not provide immunity to new infections [8].  

Dendritic cells (DCs) are the most effective antigen-presenting cells (APC) and play a 

key role in the regulation of innate and adaptive immunity [9], which is crucial for antifungal 

defense. DCs are capable of taking up and processing antigens for presentation by major 

histocompatibility complex (MHC) to naïve T cells, driving naïve CD4+ T cell differentiation 

into a T helper (Th) phenotype [10, 11]. Cytokines and other mediators play an essential role 

in this process and may determine the type of effector response that is generated by the 

pathogen [12, 13]. IFN-γ potently induces Th1 differentiation, and IL-4 is important for the 

induction of Th2 differentiation. Differentiation into Th17 cells requires the presence of IL-6, 

whereas the presence of IL-10 indicates Treg response with a suppressor function [14]. The 

Th subtypes that correlate best with protection against fungi are Th1 and Th17 [13]. 

Because DCs provide an interface between innate and adaptive immunity, they can 

serve as a unique vehicle for vaccination [12]. The induction of strong cellular immunity via 
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the appropriate activation of DCs is the first step in the host’s resistance to fungi [13]. In 

animal models, DCs primed with fungi ex vivo promote antifungal immunity in naive mice 

[15-17]. Similarly, DCs transfected with fungal RNA ex vivo express fungal proteins on their 

surface and promote the development of protective T cell responses [15]. The interaction of 

human DCs with P. insidiosum and its consequences in the immune defense against this 

pathogen have not been studied previously. In this study, we investigated the in vitro ability 

of DCs pulsed with three different P. insidiosum antigens in primed lymphocytes response 

through profile analysis of cytokines released after pulsed DCs contact with lymphocytes. 

 

Materials and Methods 

Microorganism and culture conditions  

A Brazilian P. insidiosum equine isolate was used in this study. The clinical strain Pi-

290 was isolated in the Laboratório de Pesquisas Micológicas (LAPEMI) of the Universidade 

Federal de Santa Maria (UFSM) and was previously genotyped and registered with GenBank 

access number KJ176713 [18]. The strain was grown on corn meal agar (CMA, Himedia®) at 

37ºC for 48 h before experiments. Zoosporogenesis was induced as described [19]. Zoospores 

were counted using a Neubauer chamber.  

 

Ethics and sampling 

 The research protocols were approved by the Ethics Committee of 

Universidade Federal de Santa Maria and the participants signed informed consent forms. All 

the blood venous specimens were collected from a healthy voluntary donor using EDTA 

Vacutainer tubes (BD Diagnostics, Plymouth, UK). 

 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolation 



33 
 
PBMCs were isolated from whole peripheral blood by density gradient centrifugation 

using Histopaque-1077 (Sigma–Aldrich, St Louis, USA). Briefly, after centrifugation, the cell 

pellet was washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.4 and resuspended in the 

RPMI 1460 medium (Sigma–Aldrich, St Louis, USA) supplemented with 10% Fetal Bovine 

Serum (Vitrocell, Campinas, Brazil) and 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin 

Complete Growth Medium (CGM). 

 

Generation of human monocyte-derived dendritic cells (DCs) 

DCs were prepared as previously described [20]. Monocytes were isolated by the 

plastic adhesion method, where PBMCs were plated in 24-well culture plates at a cell density 

of 107 cells/mL and incubated for 2 h at 37 ºC in a 5% humidified CO2 atmosphere. After 

monocyte adhesion, cells were washed three times with PBS to avoid lymphocyte 

contamination. DCs were generated by culturing monocytes with CGM supplemented with 50 

ng/mL human recombinant Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF, 

Sigma–Aldrich, St Louis, USA) and 50 ng/mL of human recombinant IL-4 (Sigma–Aldrich, 

St Louis, USA) for 10 days and the medium was refreshed at days 3 and 6. DC generation 

was evaluated by inverted microscopy, and at day 10, the cells presented the typical 

morphology of immature DCs. The survival rate was evaluated by the trypan blue dye 

exclusion method to perform in vitro experiments. 

 

Antigen preparation  

Three different antigens were used in this study to assess DCs’ in vitro potential to 

stimulate lymphocyte proliferation and cytokine production. The immunotherapeutic 

PitiumVac® was produced by Laboratório de Pesquisas Micológicas (LAPEMI) at the 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) and it is composed of inactivated and 
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macerated hyphae [19]. P. insidiosum cell wall β-glucans were extracted as described by 

Tondolo et al. (2016) (submitted manuscript). The heat-inactivated (HI) zoospores consisted 

of P. insidiosum zoospores prepared as described above and inactivated by heating at 120 ºC 

in an autoclave for 5 minutes. All antigens were diluted in CGM. 

 

DC pulsing and lymphocyte co-culture 

Immature DCs were washed with RPMI 1460 medium before being resuspended in 

CGM and plated in 96-well microplates at 106 cells/mL to be primed with the antigen 

solutions. PitiumVac® and the final concentration of β-glucans were both diluted in CGM and 

were adjusted to 100 µg/mL and 400 µg/mL based on previous observations (data not shown). 

The concentration of HI-zoospores was adjusted to 2 × 104 and 5 × 104 in CGM. In addition, a 

control group was primed with 1 µg/mL LPS (Sigma–Aldrich, St Louis, USA), representing a 

positive control. After treatments, DCs were incubated for 2 hours at 37 ºC in a 5% 

humidified CO2 atmosphere to allow antigen internalization by cells [15]. To assess the 

tendency of the antigens to induce a T helper response by lymphocytes, PBMCs prepared as 

above were counted by the trypan blue dye exclusion method and co-cultured at 106 cells/mL 

with different pulsed DCs groups (at 1:1 ratio) for 24 hours. After that, the plates were 

centrifuged at 1500 rpm for 5 min and the supernatant was collected and stored at -80 °C until 

cytokine analysis. 

 

Cytokine detection 

The levels of the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ and IL-17A were 

detected using a Cytometric Bead Array (CBA) human Th1/Th2/Th17 cytokine kit (BD 

Biosciences) according to the manufacturer’s protocol. Samples were analyzed on a flow 

cytometry device BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, USA). 
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Cell proliferation 

The proliferative rate of lymphocytes stimulated with pulsed DCs was measured after 

72 h of incubation at 37 ºC in a 5% humidified CO2 atmosphere using MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay [21]. Briefly, 4 h before the 

end of incubation, 20 µL of MTT (5 mg/mL) was added to each well. The plates were 

centrifuged at 1500 rpm for 5 min at room temperature. The supernatant was carefully 

removed and 200 µL of dimethyl sulfoxide (DMSO) were added into each well. The 

absorbance was measured at 590 nm in a plate reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). 

The cell proliferation observed in each treatment was expressed as the mean of the group 

optical density. 

 

Statistical analysis 

Data are expressed as the mean ± S.D. One-way ANOVA followed by Holm-Sydak 

post-hoc test was performed on SigmaPlot 12.5 to analyze cytokine data. To analyze 

lymphocyte proliferation data, one-way ANOVA was followed by Dunnett’s post-hoc test. 

Significant differences were considered at P < 0.05. All tests were performed in 5 replicates in 

two independent experiments. 

  

Results 

Lymphocyte proliferation induced by DCs primed with β-glucans, PitiumVac® and HI-

zoospores 

The ability of P. insidiosum primed DCs to induce human lymphocyte proliferation 

was observed (Figure 1). The immunotherapeutic PitiumVac® (P) showed a significant 

induction on lymphocyte proliferation in both concentrations of 100 µg/mL (P100) and 400 



36 
 

µg/mL (P400) when compared to the untreated group. On the other hand, β-glucans (G) and 

P. insidiosum HI-zoospore (Z) did not present significant proliferative activity when 

compared to the control group in any concentration (G100/400, Z20000 and Z50000).  

 

P. insidiosum β-glucans primed DCs induced an increase on IL-6 and IFN-γ levels in human 

lymphocytes 

We analyzed the potential of β-glucans extracted from P. insidiosum cell wall to 

activate a human immune response in vitro (Figure 2). The IL-2 level significantly decreased. 

On the other hand, IL-6, IFN-γ and TNF-α levels significantly increased compared with the 

control group. Similarly, the anti-inflammatory cytokine IL-10 showed a significant increase 

in relation to the RPMI control group. No differences were observed between DCs primed 

with G100 and G400. IL-4 and IL-17A did not present a significant difference in any 

treatment. 

 

PitiumVac® primed DCs induced the Th1 cytokine pattern with IL-2, IL-6 and IFN-γ 

production 

Lymphocytes cultured with the immunotherapeutic PitiumVac®-primed DCs showed 

an increase in IL-2 production on P400, while IL-6, IFN-γ and TNF-α levels were increased 

in both concentrations when compared to the control group (Figure 2). We also observed a 

significant difference in the levels of IL-6 production between P100 and P400, with a higher 

response on the major concentration. In the same manner that observed in β-glucans, IL-10 

levels also showed a significant increase. On the other hand, even without a significant 

difference compared to the control group, a significant difference was observed among the 

two concentrations of PitiumVac® on IL-4 level, which was increased at P400 of the 

immunotherapy when compared to P100. 
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HI-zoospores of P. insidiosum induced a strong Th1 cytokine response in human lymphocytes  

Both Z20000- and Z50000-primed DCs induced the most expressive Th1 cytokine 

production by human lymphocytes in this study. The observed levels of the cytokines INF-γ, 

IL-6 and TNF-α in the Z50000 group were higher than those of the RPMI, β-glucans and 

PitiumVac® groups and, in the Z20000 group, the same was observed for INF-γ and IL-6, and 

the TNF-α level was significantly different relative to the RPMI group. An increase in the 

production of IL-10 was also observed, opposing this tendency. No differences were observed 

in the IL-2 level, such as IL-4 and IL-17A levels (Figure 2). 

  

Discussion 

Because lymphocyte proliferation is a direct indicator of cellular immunity, we 

analyzed the role of P. insidiosum antigens on immunological stimulation. Dendritic cells 

pulsed with the immunotherapeutic PitiumVac® induced lymphocyte proliferation in the two 

concentrations tested. Other studies showed that β-glucans are potent immune system 

modulators by increasing lymphocyte proliferation and DC activation, inducing cytokine 

production [22, 23]. Interestingly, the HI-zoospore and β-glucans pulsed DCs did not show a 

significant difference compared to the RPMI control group. We also observed that among the 

antigens tested, PitiumVac® was the only one that induced a significant increase in IL-2 

levels. It is known that this cytokine major function is to induce the proliferation of T 

lymphocytes [24]. 

Among the antigens tested, P. insidiosum HI-zoospores presented the strongest 

induction to the Th1 response, with a great increase in the levels of the cytokines IL-6, IFN-γ 

and TNF-α. These findings suggest a potential use of the HI-zoospore-primed DCs as a 

vaccine against pythiosis, since the postulated mechanism of cure for this disease related to 



38 
 

immunotherapy is based on the switch from a Th2 to a Th1 response. We also observed the 

production of significant levels of IL-10 in the lymphocytes treated with the HI-zoospore-

primed DCs even though this treatment also presented a major induction of Th1 cytokines. 

Similar results were also observed by Bacci et al. (2002) in a study with DCs pulsed with 

Candida albicans yeasts or yeast RNA. They observed that significant levels of IL-10 

coexisted with a protective Th1 response [15]. It is known that in terms of interference with 

the development and activity of the antifungal Th1 response, the effect of IL-10 is dependent 

upon the dose of the cytokine [25]. In the same time that IL-10 can create favorable 

conditions for the persistence of pathogens and chronic infectious diseases, it also attenuates 

exaggerated immune responses that can lead to tissue damage; therefore, it may represent a 

therapeutic objective [14, 26].  

As shown by Bozza et al. (2003), human DCs present plasticity in response to fungus, 

as a different response was found among Aspergillus fumigatus conidia and hyphae-primed 

DCs [27]. Many studies demonstrated that DCs primed with fungal conidia or conidia RNA 

present Th1 reactivity, while DCs primed with fungal hyphae or hyphae RNA present Th2 

reactivity [15, 27, 28]. In our study, we found a strong induction of the Th1 response by P. 

insidiosum zoospores, with high levels of IFN-γ and IL-6 when compared to the other groups 

and the LPS positive control.  

The equine immunotherapeutic product PitiumVac® also induced a Th1 subset of 

cytokines, with an increase of IL-6 and IFN-γ levels. IL-2 production also increased in the 

P400 group. These results could be expected since PitiumVac® efficacy has already been 

demonstrated and is used to treat Brazilian equine pythiosis and a case of pythiosis in a dog 

[19, 29], but there are no reports of the use of this preparation on humans or in a human cell 

model. Similarly, P. insidiosum β-glucans presented an increase in IL-6 and TNF-α levels and 

a small but significant increase in IFN-γ level. In the other hand, in contrast to PitiumVac®, β-
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glucans showed a significant decrease in IL-2 level. These results are similar to those 

described by Martirosyan et al. (2012) who described DC activation with the release of IL-6, 

IL-12 and TNF-α by Brucella β 1,2 cyclic glucan [22]. Another study with macrophages co-

cultured with lymphocytes showed that β-glucans decreased IL-2 level and increased IL-4 and 

IL-10 levels [23].  

It was recently shown that dendritic cell-based immunization had protective effects in 

mice experimental pulmonary infection caused by highly virulent Cryptococcus gattii via the 

activation of IL-12p40 and TNF-α production and via the development of leucocytes and 

macrophages into multinucleated giant cells, that engulfed the fungal cells in the lungs of 

mice immunized with the DC-based vaccine [16, 30]. Other studies showed a positive 

therapeutic response against aspergillosis in a hematopoietic transplantation model in mice 

vaccinated with DCs pulsed with Aspergillus fumigatus conidia [27], immunization against 

Pseudomonas aeruginosa [31], Paracoccidioides brasiliensis [17] and Candida albicans [15, 

28] via the activation of a Th1 subset of cytokines.  

At the present moment, immunotherapy is the most successful method used to treat 

equine pythiosis, and in human infections, it is used as a last resource when patients do not 

respond to any drug therapy, and when surgical removal of the affected area is not effective or 

is not possible [5, 32]. The infection starts when a propagule zoospore of the oomycete comes 

in contact with the host and forms a germ tube that penetrates the host’s damaged tissue. 

Then, the Pythium insidiosum hyphae release exoantigens, which are recognized by the 

antigen-presenting cells (APC), which release IL-4 and drives the Th2 response [33, 34]. The 

proposed mechanism to explain the success of immunotherapy is based on  the switch of the 

Th2 response, characterized by the release of IL-4 and IL-5 and the mobilization of 

eosinophils and mast cells to a mononuclear Th1 response, with the release of IL-2 and INF-γ 

and the mobilization of T lymphocytes and macrophages, which destroy P. insidiosum cells 
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[35]. The data to postulate this hypothesis were obtained from horses and humans. Our 

findings provide important information for the development of new strategies of treatment or 

the acquisition of immunity against pythiosis since there are no available prophylactic 

vaccines for humans and horses nor an efficient treatment approach for human pythiosis.  

In conclusion, our results suggest a potential use of DCs pulsed with the three antigens 

tested, β-glucans, PitiumVac® and HI-zoospore, as a therapeutic vaccine against pythiosis, as 

it promotes the activation of the Th1 subset of cytokines, which are essential for the recovery 

of the disease. HI-zoospores presented the strongest Th1 response when compared to the other 

antigens, particularly with significant induction of IL-6 and IFN-γ. In vivo studies are 

necessary to confirm these results, and the potential use of DCs pulsed with P. insidiosum 

zoospores in the control of pythiosis. 
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Figure 1 

 

 Figure 1: Cell proliferation of naïve T cells co

(G100 or G400 µg/mL), PitiumVac

2 × 104 or Z 5 × 104 cells/mL)

group. Fresh human lymphocytes were cultured with pulsed DCs for 72 h to assess the 

insidiosum tested antigens ability to induce lymphocyte proliferation using the MTT 

colorimetric assay. Data are representative of a single experiment of two independent 

experiments performed in five replicates for each group. 

control group determined by one

mean ± S.D. 

 

proliferation of naïve T cells co-cultured with DCs pulsed with 

(G100 or G400 µg/mL), PitiumVac® (P100 or P400 µg/mL) or heat-inactivated zoospores (Z 

cells/mL) besides a positive LPS (1 µg/mL) and a negative RPMI control 

up. Fresh human lymphocytes were cultured with pulsed DCs for 72 h to assess the 

tested antigens ability to induce lymphocyte proliferation using the MTT 

colorimetric assay. Data are representative of a single experiment of two independent 

periments performed in five replicates for each group. *P < 0.001 

determined by one-way ANOVA followed by Dunnett's test. 

 

45 

cultured with DCs pulsed with β-glucan 

inactivated zoospores (Z 

besides a positive LPS (1 µg/mL) and a negative RPMI control 

up. Fresh human lymphocytes were cultured with pulsed DCs for 72 h to assess the P. 

tested antigens ability to induce lymphocyte proliferation using the MTT 

colorimetric assay. Data are representative of a single experiment of two independent 

 compared with RPMI 

Dunnett's test. Data are shown as 
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Figure 2 
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Figure 2: Determination of the concentrations of representative Th1-, Th2- and Th17-type 

cytokines. Cytokine production by fresh human lymphocyte upon exposure to DC-primed 

with β-glucan (G100 or G400 µg/mL), PitiumVac® (P100 or P400 µg/mL) and heat-

inactivated zoospores (Z 2 × 104 or Z 5 × 104 cells/mL) besides LPS (1 µg/mL) positive 

control and RPMI negative control. DCs were pulsed for 2 h with the antigens tested before 

co-culture with naïve T cells for 24 h. The levels of the cytokines (A) IL-2, (B) IL-4, (C) IL-6, 

(D) IL-10, (E) TNF-α, (F) IFN-γ and (G) IL-17A were detected (pg/mL) in stimulated culture 

supernatants in vitro using a Cytometric Bead Array (CBA) human Th1/Th2/Th17 cytokine 

kit. Data are representative of a single experiment of two independent experiments performed 

in five replicates for each group. Data are expressed as the mean ± S.D. One-way ANOVA 

followed by Holm-Sydak post-hoc test was performed and statistic difference was considered 

at P < 0.05 (different letters represent statistically significant difference). 
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4. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que: 

 

� Os antígenos testados, β-glucanas, PitiumVac® e zoósporos inativados por 

calor, eficientemente ativaram as células dendríticas, modulando a produção de citocinas dos 

linfócitos T humanos; 

 

� As DCs pulsadas com PitiumVac® induzem a proliferação de linfócitos, 

enquanto as β-glucanas e zoósporos inativados não causam indução significativa na atividade 

proliferativa; 

 

� As DCs pulsadas com as β-glucanas, PitiumVac® e zoósporos inativados por 

calor, induzem uma resposta Th1 em linfócitos, com a produção principalmente de IL-6 e 

IFN-γ, sugerindo potencial na imunização e cura da pitiose. Entretanto, mais estudos 

incluindo estudos in vivo devem ser realizados para confirmar estes resultados. 
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