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RESUMO

ATIVIDADE ANTI-Pythium insidiosum E TOXICIDADE DE MEFENOXAM E
PYRACLOSTROBIN

AUTORA: Paula Cristina Stibbe
ORIENTADORA: Sonia De Avila Botton

A pitiose é uma infeccdo causada pelo oomiceto Pythium insidiosum. A doenca acomete diferentes
espécies animais e 0s humanos, ocorrendo em varias regides do mundo. Destacam-se o Brasil, com
prevaléncia em animais e a Tailandia, com prevaléncia em humanos. Essa infec¢do geralmente torna-se
fatal, pois ndo existe uma terapia padrdo que seja efetiva nas diferentes espécies afetadas. A busca por
diferentes opcdes de tratamento tem demonstrado a agédo anti-P.insidiosum in vitro de diversas classes
farmacolégicas, principalmente os antimicrobianos. Os resultados invivo, porém, saoconflitantes e cada
espécie responde de forma distinta aos tratamentos. Na busca por novas opgOes terapéuticas, este
trabalho avaliou dois fitoantifingicos através da técnica de microdiluicdo em caldo. Foram testados 18
isolados clinicos e trés cepas padrdo de P. insidiosum (n=21) frente aos compostos mefenoxam e
pyraclostrobin, a fim de verificar o perfil de suscetibilidade e definir a concentracdo inibitéria minima
(CIM) e a concentracdo oomicida minima (COM) de todos os isolados. Além disso, as hifas controle de
P. insidiosum e as hifas expostas a concentracdo subletal do tratamento com mefenoxam e
pyraclostrobin foram avaliadas através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) para verificar
possiveis diferencas estruturais e morfolégicas. Adicionalmente, verificou-se a toxicidade in vitro dos
compostos sobre a linhagem celular BALB/c 3T3e sobre o modelo experimental in vivo, Caenorhabditis
elegans. Os isolados de P. insidiosum apresentaram CIMs na faixa de 0,625 a 10,000 pg/mL para
mefenoxam e 0,019 a 5,000 ug/mL para pyraclostrobin. A COM variou de 1,250 a 20,000 pg/mL para
mefenoxam e 0,039 a 10,000 ug/mL para pyraclostrobin. As imagens obtidas na MEV evidenciaram
diferencas morfologicas entre as hifas controle e as hifas tratadas com os fitoantiflngicos, sugerindo a
ocorréncia de danos estruturais. Os testes de toxicidade in vitro e in vivo ndo demonstraram evidéncias
de efeitos tdxicos nas dosagens avaliadas. Conclui-se que os compostos avaliados neste estudo
demonstram potencial farmacologico de efetividade anti-P.insidiosum, necessitando novas avaliagdes,

em especial de estudos in vivo e dentro de terapias multifarmacolégicas.

Palavras-chave: Pitiose. Suscetibilidade. Oomiceto. Fitoantifungicos.



ABSTRACT

ANTI-Pythium insidiosum ACTIVITY AND TOXICITY OF MEFENOXAM AND
PYRACLOSTROBIN

AUTHOR: Paula Cristina Stibbe
ADVISOR: Sonia De Avila Botton

Pythiosis is an infection caused by the oomycete Pythium insidiosum. The disease affects different
animal and human species, occurring in various regions of the world. Brazil stands out, with prevalence
in animals and Thailand, with prevalence in humans. This infection usually becomes fatal, and does not
exist a standard therapy to treat different species affected. The search for different treatment options has
already demonstrated in vitro anti-P.insidiosum action of several pharmacological classes, especially
antimicrobials. Invivo results, however, are conflicting and eachspecies reacts differently to treatments.
In the search for new therapeutic options, this study evaluated two phytoantifungal agents using the
broth microdilution technique. Eighteen clinical isolates and three standard strains of P. insidiosum
(n=21) were tested against the compounds mefenoxam and pyraclostrobin, in order to verify the
susceptibility and define the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum oomicidal
concentration (MOC) of all isolated. In addition, control hyphae of P. insidiosum and hyphae exposed
to sublethal concentration of treatment with mefenoxam and pyraclostrobin were evaluated by scanning
electron microscopy (SEM) to verify possible structural and morphological differences. Additionally,
in vitro toxicity of the compounds on the BALB/c 3T3 cell line and on in vivo experimental model,
Caenorhabditis elegans, were evaluated. P. insidiosum isolates presented MICs in the range of 0.625 to
10,000 pg/mL for mefenoxam and 0.019 to 5,000 pg/mL for pyraclostrobin. MOC ranged from 1.250
to 20,000 pg/mL for mefenoxam and 0.039 to 10,000 pg/mL for pyraclostrobin. The images obtained
by SEM showed morphological differences between the control hyphae and the hyphae treated with
phytoantifungal agents, suggesting the occurrence of structural damage. Invitro and in vivo toxicity tests
did not show evidence of toxic effects at the evaluated dosages for both compounds. Finally, the
compounds evaluated in this research demonstrate pharmacological potential for effectiveness anti-
P.insidiosum, requiring further evaluations in vivo and within multipharmacological therapies.

Keywords: Pythiosis. Susceptibility. Oomycete. Phytoantifungals.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd composta por um manuscrito a ser submetido em periddico
cientifico, o qual se encontra apresentado na secdo MANUSCRITO. As secdes Materiais e
Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se no préprio manuscrito e representam a integra

deste estudo.

O item REFERENCIAS refere-se as citacdes contidas nas secdes INTRODUCAO e
REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertagao.
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1 INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um oomiceto aquatico, causador da pitiose, uma importante
doenca granulomatosa cronica que pode acometer humanos e animais, podendo ser fatal. Este
microrganismo é prevalente em areas tropicais, subtropicais e temperadas, se desenvolvendo
em regides alagadicas (MENDOZA et al., 1996).

O género Pythium abrange cerca de 150 espécies, grande parte habitante de vegetacdo e
solo. A maioria dessas espécies apresenta alto potencial parasitico em plantas, podendo causar
apodrecimento de raizes, caules e frutos. Sdo exemplos as espécies Pythium aphanidermatum,
Pythium ultimum, Pythium irregulare, entre outros, que desencadeiam diversas infecgdes
destrutivas ao desenvolvimento de uma grande variedade de plantas. Entretanto, a espécie P.
insidiosum é capaz de infectar humanos e animais, desencadeando a enfermidade denominada
pitiose (KIRK et al.,, 2008; GAASTRA et al., 2010).

Por muito tempo, P. insidiosum foi considerada a Unica espécie do género com
capacidade patogénica em animais, incluindo o homem. Porém, essa individualidade passou a
ser reavaliada apos relatos de infeccdo em humanos com o isolamento da espécie Pythium
aphanidermatum. Entretanto, € importante ressaltar que esse agente foi isolado junto a outros
micro-organismos presentes nas lesdes (CALVANO et al., 2011; FARMER et. al., 2015).

A pitiose caracteriza-se geralmente pela presenca de lesbes granulomatosas em tecido
cutaneo e subcutdneo e tende a apresentar evolugdo rapida. N&o hd predisposicdo por sexo,
idade ou raca, e a forma de infeccdo ocorre por meio de zoosporos ambientais, ndo havendo
relatos de transmisséo direta entre animais e entre animais e o homem (MENDOZA et al., 1996;
SANTURIO etal., 2006; SANTOS etal., 2014).

Na espécie humana, a doenca apresenta-se principalmente nas formas oftalmica,
subcutdnea e sistémica, sendo as duas tUltimas associadas a o e B-talassemias, comuns no
Sudeste da Asia (IMWIDTHAYA, 1994). A Tailandia é o pais com maior ocorréncia de pitiose
humana devido a diversos fatores, como o clima tropical Umido, a exposi¢do durante o trabalho
nas plantacbes de arroz sob irrigacdo e a alta incidéncia de a e B-talassemias na populacao
(TRISCOTT etal., 1993).

No Brasil, os casos de pitiose sdo crescentes e descritos principalmente em equinos,
especialmente na regido do Pantanal Matogrossense (SANTOS et al., 2014). Contudo, ha
relatos da doenca em diferentes estados do Pais e em diferentes espécies animais e no homem
(MARQUES et al., 2006; SANTURIO et al., 2006; WEIBLEN et al., 2016).
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Salienta-se que podem haver casos de pitiose ndo relatados ou até mesmo diagnosticados
erroneamente, uma vez que o diagnostico clinico apresenta limitagdes, pois podem ocorrer
diferentes manifestacGes da doenca e que se assemelham a outras enfermidades. No diagnéstico
laboratorial também ha dificuldades, pois, os métodos rotineiros sdo demorados e de baixa
sensibilidade, todavia os métodos de maior especificidade sdo onerosos e requerem laboratérios
especializados (GROOTERS, 2003; FARMER etal., 2015).

O diagnéstico precoce da pitiose estd profundamente relacionado com o sucesso do
tratamento e as chances de cura (GAASTRA et al., 2010), uma vez que adoenca tem progressao
rapida e necessita de tratamento diferenciado devido as caracteristicas distintas de P.
insidiosum. Este microrganismo possui a predominancia de B-glucanos na sua parede celular,
bem como a auséncia de ergosterol que € alvo de uma gama de antifingicos (MENDOZA et
al.,1993; ALEXOPOULOS etal., 1996).

N&o ha atualmente uma terapia padrdo para a pitiose. O tratamento baseia-se na
combinacdo de terapias, que incluem tratamento quimico, cirdrgico e imunoterapia. A resposta
de cada abordagem terapéutica varia em cada caso e depende, na maioria das vezes, do
hospedeiro, do tamanho e tempo de desenvolvimento da lesdo (SANTURIO et al, 2006).

Apesar das caracteristicas singulares do agente, ha respostas relatadas para diferentes
drogas, in vitro e in vivo, majoritariamente antifingicos e antibacterianos, muitas vezes em
combinacdo, porém com resultados conflitantes (MENDOZA et al., 2004; KRAJAEJUN et al.,
2006; FONSECA et al,, 2014). Sendo assim, tratamentos alternativos tém sido estudados,
especialmente diferentes compostos farmacologicos (PIRES et al., 2014; THONGSRI et al.,
2014; ARAUJO etal., 2016; POSRI etal., 2019; YOLANDA E KRAJAEJUN, 2020).

Neste sentido, esta pesquisa avalia a possibilidade de um redirecionamento de
antifingicos empregados para o controle de infeccbes causadas por oomicetos em culturas de
plantas, a fim de verificar a suscetibilidade in vitro do oomiceto patdgeno de mamiferos, P.

insidiosum.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-P. insidiosum in vitro e a toxicidade dos fitoantifingicos

mefenoxam e pyraclostrobin.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o perfil de suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de P. insidiosum aos
compostos fitoantifungicos mefenoxam e pyraclostrobin;

e Verificar aocorréncia de alteragdes morfolégicas em hifas de P. insidiosum expostas a
tratamento in vitro com mefenoxam e pyraclostrobin;

e Determinar a atividade toxicologica de mefenoxam e pyraclostrobin em modelos in

vitro e in vivo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Pythium, que engloba uma grande variedade de espécies, pertence a classe
Oomycota, que apresenta como principais caracteristicas a producao de zo6sporos biflagelados
e a parede celular composta de B-glucanos e celulose (KWON-CHUNG, 1994; DICK et al.,
2001). Além disso, nos oomicetos ha auséncia de ergosterol na membrana celular, o que os
tornam alvos dificeis para tratamentos com antifingicos convencionais (ALEXOPOULOS et
al., 1996; HENDRIX, 1964).

Os zodsporos sdo células nucleadas Unicas que podem se movimentar com o auxilio de
dois flagelos. Essas células representam a forma infectante de P. insidiosum e se encontram
presentes nos ambientes aquaticos em que este microrganismo se desenvolve, podendo se
encistar quando em contato com tecido dérmico de potenciais hospedeiros (humano ou animal),
desenvolvendo assim, a infeccdo denominada pitiose (MENDOZA et al., 1993; MENDOZA et
al., 1996; SANTURIO et al., 1998).

Pythium insidiosum ndo precisa de um hospedeiro suscetivel para manter sua viabilidade
e propagacdo, pois € capaz de sobreviver e se multiplicar em seu ambiente natural, utilizando
plantas do meio aquatico como substrato (MENDOZA et al., 1993; MILLER, 1983). Foi
demonstrado previamente, que 0s zodsporos apresentam uma determinada quimiotaxia que
auxilia na sua propagacdao e também secretam na sua superficie, apds o encistamento, uma
glicoproteina que permite a adesdo ao tecido (MENDOZA et al., 1996; SANTURIO et al.,
1998).

Além do ambiente aquatico necessario para o desenvolvimento dos zodsporos, também
a temperatura € um ponto importante, uma vez que as temperaturas entre 30 e 40°C sdo 6timas
para o0 desenvolvimento destes propagulos infecciosos, demonstrando também que o
microrganismo se adapta facilmente a temperatura corporal dos hospedeiros mamiferos
(GAASTRA etal.,, 2010; MILLER & CAMPBELL, 1982; MENDOZA et al., 1996).

Uma vez encistados no tecido do hospedeiro, 0s zoosporos se infiltram nesse tecido e
desenvolvem um tubo germinativo (hifa), que pode atingir 0s vasos sanguineos e facilitar a
disseminacdo da doenca pelo organismo (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al., 2006;
PUPAIBOOL et al., 2006). Em cada espécie, as manifestacbes clinicas da pitiose podem se
apresentar de forma distinta, levando a dificuldade de um diagnéstico rapido e adequado
(SANTURIO et al., 2006).
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Ainfeccdo tem sido relatada em varias espécies animais, mas as espécies mais afetadas
sdo a equina e a canina (MENDOZA et al.,, 1996). Em sua maioria, 0s equinos manifestam a
doenca na forma cutdnea ou subcutanea, com desenvolvimento de tecido ulcerativo nodular
arredondado e granulomatoso, contendo material necrético chamado de kunker. Os kunkers
aparecem especificamente na pitiose equina, sendo ausentes nas outras espécies (LEAL et al.,
2001; GAASTRA et al,, 2010; MENDOZA et al., 1996). Nos cdes, a doenca se manifesta
principalmente na forma gastrointestinal, com sinais clinicos como vomitos, diarreia e massas
palpaveis no abdémen (FISCHER et al., 1994).

No Brasil, o Pantanal Mato-Grossense é considerada a regido de maior ocorréncia da
pitiose equina no mundo, acarretando em considerdveis perdas econdmicas (SANTOS et al.,
2014). Contudo, a pitiose € relatada em outras espécies animais e em diferentes regides do Pais,
como é o caso das regides Sul (WEIBLEN et al., 2016), Sudeste (SANAVRIA et al., 2000) e
Nordeste (TABOSA et al., 1999).

Pythium insidiosum foi relatado em gatos (GROOTERS, 2003; THOMAS E LEWIS,
1998), bovinos (PEREZ et al., 2005; SANTURIO et al., 1998), ovinos (RIET-CORREA etal.,
2008; SANTURIO et al, 2008; TABOSA et al., 2004) e aves (PESAVENTO et al., 2008;
SOUTO et al, 2019). P. insidiosum foi isolado também de larvas de mosquitos Culex
quinquefasciatus na india (SCHURKO et al., 2003) e de larvas de mosquitos Aedes aegypti no
Brasil (VILELA et al., 2018).

N&o h& evidéncias de que a pitiose possa se disseminar de forma zoon6tica, nem pelo
contato entre animais, contudo, a doenca acomete também a espécie humana (THIANPRASIT,
1986; 1990). Geralmente o contato com 0s zodsporos de P. insidiosum ocorre em atividades
relacionadas a agricultura ou lazer em locais com acumulo de 4gua doce (GAASTRA et al.,
2010).

A talassemia aparece como um fator predisponente para a infec¢cdo nos humanos, e as
manifestacdes clinicas da patologia se mostram distintas entre os casos relatados, variando entre
as formas cutanea, vascular, oftdlmica e sisttmica (KRAJAEJUN et al., 2006; GAASTRA et
al., 2010).

A Tailandia, pais onde a pitiose foi relatada pela primeira vez em humanos
(THIANPRASIT, 1986), é a regido com maior numero de casos relatados no mundo,
provavelmente devido a alguns fatores como a alta incidéncia de talassemia naquele pais e o

trabalho direto de grande parte da populagdo com arroz irrigado, ambiente propicio para o
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desenvolvimento de P. insidiosum, além do clima tropical umido (IMWIDTHAYA, 1994;
TRISCOTT et al.,, 1993).

Outros casos de pitiose humana tém sido relatados na Australia, Haiti, Malasia, Nova
Zeldandia e EUA (GAASTRA et al., 2010), mas acredita-se que no passado a doenca possa ter
sido diagnosticada erroneamente, confundindo-a com outras doencas granulomatosas e
infeccBes fungicas (MENDOZA et al., 2003). No Brasil, apenas um caso de pitiose humana foi
relatado até o presente momento (BOSCO etal., 2005; MARQUES et al., 2006).

A fisiopatologia da doenca ainda ndo esta totalmente elucidada. Mesmo sabendo-se que
a pitiose desencadeia uma resposta imune humoral no hospedeiro, essa imunidade ndo é capaz
de combater ainfeccdo (MILLER E CAMPBELL, 1983; TRISCOTT et al., 1993). Dessa forma,
h& um grande numero de varidveis que dificultam tanto o diagndstico quanto o tratamento da
doenca, demonstrando a importancia da pesquisa de novas alternativas terapéuticas
(YOLANDA E KRAJAEJUN, 2020).

A precocidade do diagnéstico é um ponto crucial para a cura da doenca, pois determina
0 inicio de tratamento rapido e adequado, evitando o0s desfechos fatais ocasionados por esta
infeccdo. O diagnostico da pitiose pode ser realizado atraves de exame histopatologico e
isolamento do agente, imunohistoquimica, imunodifusdo, sorologia atraves de tecnicas
imunoenzimaticas (enzyme linked immunosorbent assay - ELISA), reacdo da cadeia de
polimerase (PCR) e sequenciamento génico (BOTTON et al, 2011; BROWN et al., 2008;
KAUFMAN et al, 1990; MENDOZA et al, 1997; MILLER & CAMPBELL 1982;
SANTURIO et al., 2006).

Em relacdo ao tratamento da pitiose, ainda ndo ha uma terapia padrdo. O manejo clinico
da doenca geralmente envolve uma combinagdo de terapias, incluindo manejo cirlrgico,
quimioterapia e imunoterapia (SANTURIO et al, 2006). Aexcisdo completa do tecido infectado
ainda aparece como uma das principais escolhas para o sucesso do tratamento (REANPANG et
al., 2015), porém algumas formas clinicas da doencga parecem responder melhor ao tratamento
com quimioterapicos, como a pitiose ocular (MAENO et al., 2019; RAMAPPA et al., 2017;
ROS CASTELLAR etal.,, 2017).

Apesar da auséncia de ergosterol, P. insidiosum tém demonstrado resposta a alguns
antimicrobianos, incluindo os antifingicos (BROWN et al., 2008; CAVALHEIRO et al., 2009;
GROOTERS, 2003; JESUS et al., 2014; LORETO et al, 2018; PEREIRA et al., 2007;
SHENEP et al., 1998; TRISCOTT etal., 1993).
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A pesquisa por novos compostos farmacologicos como alternativa para a terapéutica da
pitiose inicia-se geralmente por meio de testes in vitro, que sdo essenciais para a triagem inicial
da resposta farmacologica e a sua aplicabilidade é verificada por meio de testes de
suscetibilidade. Variados métodos de suscetibilidade in vitro tém sido empregados nas
pesquisas envolvendo P. insidiosum, como o método de microdiluicdo em caldo, o método de
crescimento radial e o método de difusdo em agar (YOLANDA E KRAJAEJUN, 2020).

O método da microdiluicdo em caldo envolve 0 uso de uma suspensao de hifas ou de
zoosporos de P. insidiosum. Os zo6sporos sdo produzidos laboratorialmente por meio de
fragmentos de grama (Paspalum notatum) esterilizados e parasitados com hifas de P.
insidiosum. Apds, sdo coletados, contabilizados em camara de Neubauer e padronizados para a
concentragdo de2a3 x 103/ mL que ira compor o indculo utilizado nos testes de suscetibilidade
(MENDOZA E PRENDAS, 1988; PEREIRA et al., 2007). Ja a suspensdo de hifas € preparada
através do cultivo de P. insidiosum em meio de cultura liquido (tradicionalmente agar de extrato
de levedura 0,1%), onde as hifas crescidas sdo diluidas em agua estéril e padronizadas para
alcancar 80 a 85% de transmitdncia no comprimento de onda de 530 nm. Essa suspenséo € entdo
utilizada como indculo para os testes de suscetibilidade (FONSECAet al.,, 2014; VALENTE et
al., 2016).

Os testes de suscetibilidade in vitro baseados na metodologia de microdiluicdo em caldo
tem como base os padrfes estabelecidos pelo protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), com modificagbes propostas por Pereira et al. (2007). Através do
indculo de P. insidiosum, sdo preparadas placas de 96 pocos utilizando a diluicdo seriada para
avaliar diferentes concentracdes da droga/composto e utilizando o RPMI-1640 como diluente.
Assim, e determinada a concentracdo inibitoria minima (CIM) ou a concentracdo cidal minima
(CCM) de cada droga para os isolados testados (YOLANDA E KRAJAEJUN, 2020).

Para a realizacdo do método de crescimento radial, sdo utilizados fragmentos de agar
contendo hifas de P. insidiosum que s&o depositados sobre uma nova placa de gar, contendo
diferentes concentragdes da droga/composto. ApoOs a incubacdo, avalia-se o crescimento das
hifas e realiza-se a leitura do didmetro em relagdo a cada concentracdo da droga. O diametro
médio da coldnia de cada cepa é subtraido pela largura do tampdo de agar (~ 5 mm) e dividido
por dois para obter o crescimento radial de P. insidiosum. A CIM ¢é determinada pela
concentracdo da droga que inibir totalmente o crescimento das hifas (BROWN et al., 2008;
KRAJAEJUN et al., 2012).
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No método de difusdo em agar, também ha a possibilidade de usar uma suspensdo de
zodsporos ou fragmentos de agar com crescimento hifal de P. insidiosum, com o objetivo de
inocular a placa. Para a realizacdo do teste, é necessario pipetar a suspensdo de zodsporos (3 a
5 x 10%/ mL) na placa de agar ou transpor o fragmento do 4gar (1 x 1 cm) com crescimento
hifal para o centro da nova placa. Posteriormente, s&o adicionados discos de difusdo embebidos
com a droga/composto a ser analisado e, apds incubacdo, é realizada a medida do crescimento
hifal em relacdo ao disco para a determinacdo da CIM. Nessa metodologia também pode ser
usado o E-test comercial (bioMérieux, Franca) ou o MIC Test Strip (Liofilchem, Itdlia),
substituindo o disco, e a CIM deve entdo ser lido na escala fornecida (SRIPHANA et al., 2013;
LORETO et al,, 2014; LORETO et al., 2018).

Em relacdo as opc¢des farmacologicas que vem sendo estudadas frente a P. insidiosum,
além de antimicrobianos empregados na clinica para outras infecces e a imunoterapia, alguns
compostos alternativos tém sido testados, como alguns produtos naturais (ARAUJO et al.,
2016; FONSECA et al., 2015; POSRI et al., 2019; SRIPHANA et al., 2013a; SRIPHANA et
al, 2013b; VALENTE et al., 2016; ZANETTE et al., 2011), terapia fotodindmica (PIRES et
al, 2014), compostos metalicos (VALENTE et al, 2019) e metabdlitos de alguns
microrganismos (THONGSRI et al., 2014; WITTAYAPIPATH etal., 2019).

Brown et al. (2008) relataram a acdo do antifingico agricola mefenoxam, que
demonstrou atividade inibitéria in vitro sobre isolados de P. insidiosum. Neste estudo foi
utilizado o método de crescimento radial e a concentragdo de 1 pg/mL demonstrou > 90% de
inibicdlo  para os isolados testados. Posteriormente, este antifingico foi usado
experimentalmente no tratamento de um caso de pitiose gastrointestinal canina. O cdo esteve
em tratamento durante 20 meses, dos quais 18 meses tiveram o mefenoxam incluso na terapia,
juntamente a terbinafina e itraconazol, resultando na resolucdo da infecgdo. O mefenoxam foi
administrado na dose de 4 mg/kg duas vezes ao dia e foi bem tolerado pelo céo, ndo
apresentando anormalidades clinicas, hematolégicas ou bioquimicas (HUMMEL et al., 2011).

Mais recentemente, Cridge et al. (2020) relataram o uso experimental de mefenoxam
concomitantemente a outras drogas, no tratamento de pitiose em seis cdes (cinco com pitiose
gastrointestinal e um com pitiose cutanea). White et al. (2020) apresentaram resultado de
sucesso do uso de mefenoxam, em terapia multifarmacoldgica frente a paralagenidiose cutanea
em um cdo, doenca causada pelo microrganismo Paralagenidium sp. pertencente a classe

Oomycota. Mefenoxam é um fungicida agricola, pertencente aos acilalaninatos e é empregado
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em culturas vegetais suscetiveis afungos e oomicetos. O composto atua impedindo a sintese de
acido ribonucleico (RNA) via inibicdo da RNA polimerase (GISI E SIEROTZKI, 2008).

Os antifungicos da classe das estrobilurinas, com atividade antibidtica e antifungica,
apresentam compostos quimicamente semelhantes a pirrolnitrina, um metabdlito secundario
produzido por algumas bactérias do triptofano, como Pseudomonas stutzeri (FLOSS et al.,
1971). Esse metabdlito apresenta atividade inibitoria frente a alguns microrganismos, como
previamente relatado para P. insidiosum (THONGSRI et al, 2014). Pyraclostrobin é um
representante da classe das estrobilurinas, utilizado no controle de fungos ascomicetos e
basidiomicetos fitopatogénicos (BARTLETT etal., 2002).
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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi verificar a suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum
aos fungicidas agricolas mefenoxam e pyraclostrobin, bem como avaliar a toxicidade in vitroe
in vivo para ambos os compostos. Métodos: Foram testados 21 isolados de P. insidiosum frente
a mefenoxam e pyraclostrobin, pelo método de microdiluicdo em caldo. Foram estabelecidas
as concentracdes inibitérias minimas e oomicidas para ambos os compostos. Adicionalmente,
foi realizada microscopia eletrdnica de varredura (MEV) nas hifas de P. insidiosum tratadas
com a concentracdo subletal de cada fungicida. A toxicidade dos compostos foi avaliada em
linhagem celular de fibroblastos de camundongos (BALB/c 3T3) e no modelo in vivo
Caenorhabditis elegans. Resultados: A concentragdo para inibir 100% do crescimento de P.
insidiosum variou de 0,625 a 10 pg/mL para mefenoxam e de 0,019 a 5 pg/mL para
pyraclostrobin. Na MEV foi possivel observar alteracbes na superficie das hifas tratadas com
os fungicidas, sugerindo possiveis danos causados pelos compostos. N&do houve evidéncias de
toxicidade nos modelos utilizados in vitro e in vivo. Conclusdo: Mefenoxam e pyraclostrobin
ndo apresentaram toxicidade nas doses avaliadas e possuem atividade inibitoria sobre o
oomiceto patogénico P. insidiosum. Contudo, maiores avaliagbes sobre a farmacocinética e
toxicidade dos mesmos em diferentes espécies animais e possiveis interacfes farmacologicas

sd0 necessarias para inferir um possivel uso no manejo clinico da pitiose.

Introdugédo

Pythium insidiosum é o oomiceto causador da pitiose. Esta doenca € diagnosticada em Varios
paises do mundo e pode afetar diversas espécies animais, em especial os mamiferos, incluindo
0 homem [1]. Este microrganismo prolifera em agua doce, onde libera a sua forma infectante,
0 zooOsporo, capaz de desencadear a infeccdo no hospedeiro. A enfermidade ¢ de dificil
diagnostico e tratamento, sendo geralmente necessdria uma combinacdo de terapias
farmacologicas, imunoterapicas e cirargicas [1, 2].

Sendo assim, a busca por diferentes alternativas de tratamento para a doenga vem sendo
pesquisada e diversos estudos in vitro demonstraram a agdo de varias classes medicamentosas
frente a P. insidiosum, dentre eles, os antibacterianos [3-7] e antifungicos [4, 8-10]. Outros
compostos distintos também demonstraram bons resultados, como é o caso do mefenoxam,

fungicida vegetal normalmente empregado em tratamentos agricolas [11].
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Mefenoxam pertence aos acilalaninatos e tem acdo sobre fitopatdgenos como fungos e
oomicetos [12]. A atividade in vitro de mefenoxam frente a P. insidiosum foi relatada no estudo
de Brown et al. (2008) e, posteriormente, foi utilizado em terapias associadas no tratamento de
pitiose gastrointestinal canina [13, 14]. Recentemente, Cridge et al. (2020) relataram o uso de
mefenoxam concomitantemente a outros protocolos terapéuticos, no tratamento de pitiose em
seis cdes, sendo cinco com pitiose gastrointestinal e um com pitiose cutanea [15].
Adicionalmente, White et al. (2020) utilizaram mefenoxam associado a outras terapias, para
tratamento de paralagenidiose cutdnea em um céo, causada por Paralagenidium sp. [16].
Alguns metabolitos secundéarios isolados de fontes naturais, como plantas e microrganis mos,
originaram o grupo das estrobilurinas, que sdo empregados como fungicidas agricolas de amplo
espectro de atividade, aexemplo do pyraclostrobin, utilizado no controle de fungos ascomicetos
e basidiomicetos fitopatogénicos [17]. Thongsri et al. (2014) relataram a acdo anti-P.insidiosum
da pirrolnitrina, um metabolito secundario obtido de Pseudomonas stutzeri [18].

O objetivo deste estudo foi verificar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum aos fungicidas
agricolas mefenoxam e pyraclostrobin, bem como avaliar a toxicidade in vitro e in vivo para

ambos 0s compostos.

Meétodos

Isolados de Pythium insidiosum

Para os testes de suscetibilidade foram utilizados 21 isolados de P. insidiosum, sendo 18
isolados clinicos brasileiros (17 de origem equina e 1 de origem canina, registro no SISGEN
AQ7F9A9) e 3 cepas padrdo (CBS 119455, CBS 57585 e CBS 77784). Todos os isolados foram

previamente identificados molecularmente conforme Weiblen et al. [19].

Fungicidas agricolas

Mefenoxam (Metalaxyl®, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) e pyraclostrobin
(Pyraclostrobin®, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) foram obtidos comercialmente. As
solucBes estoque foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich Co., St Louis,
MO, EUA). Para a realizacdo dos testes foram preparadas solucGes de trabalho diluidas em
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) com ajustes para pH 7,0, utilizando o
tampdo é&cido morfolinopropanossulfonico (MOPS; Inlab, Diadema, SP, Brasil). As
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concentragdes de trabalho variaram de 0,039 a 20 pg/mL para mefenoxam e 0,019 a 10 pg/mL

para pyraclostrobin.

Preparacdo do indculo e testes de suscetibilidade in vitro

O inoculo empregou zodsporos de P. insidousm produzidos pelo método in vitro de
zoosporogénese, descrito por Pereira et al. com modificacbes de laniski et al. [4, 10].

Os testes de suscetibilidade seguiram a técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com o
protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI) [20]. As
concentragdes inibitorias minimas (C1M) foram determinadas pela visualizagéo de crescimento
ou inibicdo de crescimento micelial apdsincubagdo a 37°C/24h, em comparagdo com o controle
positivo (crescimento micelial do indculo em RPMI sem os antifingicos) e negativo (somente
RPMI).

Na leitura da placa foram determinadas as CIMo (100% de inibicdo do crescimento), CIM1
(>90% e <100% de mibicado do crescimento) e CIM2 (mnibicdo do crescimento >50% e <90%)
de mefenoxam e pyraclostrobin para todos os isolados. Adicionalmente, determinou-se a
concentragdo oomicida minima (COM), baseada nas CIMo de cada isolado. A determinacdo da
COM foi realizada em tubos contendo caldo Sabouraud Dextrose (HiMedia Laboratories Pwt.
Ltd.) incubados a 37°C/24h. A interpretacdo da COM considerou se houve ou ndo crescimento

micelial de cada composto para cada isolado.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A MEV foi realizada seguindo o protocolo descrito por Valente et al. [21]. Hifas de P.
insidiosum (CBS 119455) tratadas com mefenoxam e pyraclostrobin, na dose subletal de 0,312
pg/mL e 0,078 pg/mL, respectivamente, e hifas controle (sem tratamento) foram fixadas com
glutaraldeido (2,5%) a 4°C/48h. Apds lavagem com &gua destilada estéril, as hifas foram
submetidas a banhos com concentracGes crescentes de etanol (30, 50, 70, 95, 100%)
(20uL/50s). Em seguida, as hifas foram submetidas ao processo de secagem em estufa a
37°C/24h. Apbs, as amostras foram banhadas com ouro metalico e visualizadas a 5 kV em

microscopio eletrénico de varredura (Jeol, modelo JSM 6360).
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Avaliacdo da toxicidade in vitro

A linhagem celular de fibroblastos de camundongos (BALB/c 3T3) foi cultivada em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCOT™) e incubada a 37°C/24h, em atmosfera
umidificada com 5% de CO2. As células viaveis foram verificadas e padronizadas (3 x 10
células/pogo). Apds aderéncia celular nas placas, foi descartado o sobrenadante e adicionado
0s compostos nas diferentes concentracBes (de 1, 5, 15, 30 e 50 pwg/mL) e avaliadas em
triplicata, juntamente com o controle positivo (apenas a linhagem celular) e controle negativo
(DMSO). Apos exposicdo por 24h e 72h, foi adicionado o corante MTT (brometo 3-metil [4,5-
dimetiltiazol-2il]-2,5 difeniltetraz6lio) e realizada a leitura em leitor de placa de Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), na faixa de leitura de 570 nm. As densidades Opticas
(DO) obtidas foram convertidas em percentual de viabilidade celular, comparando-as com os

grupos controle [22, 23].

Avaliacdo da toxicidade in vivo

A linhagem N2 de Caenorhabditis elegans do tipo selvagem (WT) (var. Bristol) foi adquirida
no Caenorhabditis Genetics Center (University of Minnesota, EUA) e foi mantida a 20°C em
placas de meio de crescimento de nematdides (NGM) contendo Escherichia coli OP50 como
fonte de alimento. Para a realizacdo dos experimentos, utilizou-se o primeiro estagio larval
(L1), obtido pelo isolamento de embrides de hermafroditas gravidas com solu¢do clarificante
(NaOCI 1%, NaOH 0,25 M). Os ovos foram mantidos em tampdo M9 (Na2HPO4 42 mM,
KH2P0O4 22 mM, NaCl 8,6 mM e MgSO4 1 mM) durante a noite para eclodir e obter o estagio
L1 [24].

Para investigar os potenciais efeitos toxicoldgicos de mefenoxam e de pyraclostrobin, seguimos
um protocolo previamente descrito com algumas modificagdes [25, 26]. Cerca de 500 larvas
em estagio L1 de C. elegans foram transferidos para microtubos contendo diferentes
concentracdes de mefenoxam e pyraclostrobin em tampdo M9. O estagio L1 foi escolhido
devido a sua maior sensibilidade a toxicos [27, 28]. As concentracfes de tratamento foram 5,
20 e 50 g / mL de ambos fungicidas e DMSO a 0,004% foi usado como controle. Apds 1 h, as
larvas foram lavadas pelo menos trés vezes com tampdo M9 para remover o tratamento e
deixadas em recuperacdo por 1 hora em tampdo M9. Aproximadamente 100 larvas por grupo

foram classificadas como mortas ou vivas usando um estereomicroscépio. As larvas que
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reagiram a um estimulo mecénico com um fio de platina foram classificadas como vivas e as
larvas que ndo responderam foram consideradas mortas. As analises foram realizadas em trés
ensaios independentes.

As anélises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA). Aestatistica entre os grupos foi determinada por uma ANOVA de uma via seguida
pelo Teste de Comparacdo Multipla de Dunnett. Os valores séo representados como média +
erro padrdo da média (EPM), os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p <0,05.

Resultados

Os resultados encontrados nos testes de suscetibilidade in vitro estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de isolados de Pythium insidiosum (n=21) frente mefenoxam

e pyraclostrobin.

ConcentracOes inibitorias e Composto
oomicidas (ug/mL) Mefenoxam Pyraclostrobin
CIMo (MG) 0,625 - 10,000 (2,76) 0,019 - 5,000 (0,35)
CIM1 (MG) 0,312 - 5,000 (1,38) 0,019 - 2,500 (0,20)
CIMz (MG) 0,156 - 2,500 (0,69) 0,019 - 1,250 (0,18)
COM (MG) 1,250 - 20,000 (6,30) 0,039 - 10,000 (0,81)

CIM 0: 100% de inibicdo do crescimento; CIM 1: >290% e <100% de inibigdo do crescimento; CIM 2: inibi¢do do

crescimento >50% e <90%; COM: concentragdo oomicida minima; MG: média geométrica.

As imagens obtidas na MEV estdo apresentadas na figura 1. Observa-se que as hifas controle,
ndo tratadas (1A) apresentaram aspecto turgido, com superficie lisa e homogénea. Na figura
1B, hifas tratadas com mefenoxam evidenciaram aspecto rugoso, retraido e quebradico. Nas
hifas tratadas com pyraclostrobin, fica evidente a rugosidade superficial, apresentando areas
com retragdo e perda de continuidade da parede celular (1C) e pequenas granulacdes
acumuladas na superficie das hifas (1D).

Em relagdo a andlise de toxicidade in vitro, os resultados da avaliagdo de mefenoxam estéo

representados na figura 2. Observou-se que em 24h e 72h de exposi¢do celular ao composto, a
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viabilidade celular dalinhagem avaliada ndo reduziu significativamente nas doses abaixo de 50
ug/mL. Na figura 3 estdo apresentados os resultados da avaliagdo de toxicidade celular para o
pyraclostrobin. Verificou-se uma variagdo nos resultados de viabilidade celular, havendo
diminuicdo da viabilidade nas células expostas por 72h.

Nos testes de toxicidade in vivo, observou-se que mefenoxam e pyraclostrobin ndo induziram

mortalidade em larvas L1 de C. elegans, nas concentragdes testadas (Figura 4).

Discussao

Os fungicidas avaliados inibiram o crescimento in vitro dos isolados de P. insidiosum, bem
como ndo apresentaram efeitos de toxicidade nos modelos avaliados. Desta forma, osresultados
deste estudo indicam que ambos compostos pesquisados apresentam potencial para futuros
estudos a fim de compor um arsenal terapéutico para a pitiose clinica.

No presente estudo, mefenoxam foi capaz de inibir o crescimento micelial de P. insidiosum, em
concentracdes de 0,625 a 10,000 pg/mL. Previamente, Brown et al [13] ao avaliarem a
suscetibilidade de P. insidiosum (n=6) ao mefenoxam, empregando o método de difusdo em
disco, demonstraram que a concentragdo de 1 pg/mL iibiu > 90% dos isolados avaliados. A
maior amplitude nas variacbes das CIM obtidas em nosso estudo para o mefenoxam pode ser
justificada devido ao maior numero de isolados de P. insidiosum avaliados, bem como pela
técnica empregada de microdiluicdo. Todavia, nossos resultados aliados ao de Brown et al. [13]
Adicionalmente, o uso de mefenoxam foi relatado no tratamento da pitiose canina em
combinacdo com outros protocolos terapéuticos, incluindo antimicrobianos, anti-inflamatérios
e procedimentos cirdrgicos [14, 15]. Contudo, como estes relatos combinaram o mefenoxam
nas diferentes terapias, torna-se dificil inferir sobre o real papel terapéutico desse composto
nestes tratamentos.

Pyraclostrobin nunca havia sido relatado em estudos frente ao oomiceto P. insidiosum. Sendo
assim, este estudo demonstrou os primeiros resultados em relacdo a atividade desse composto
frente a este importante patdégeno de impacto na medicina humana e veterinaria. Os valores de
CIMp para os isolados testados variaram de 0,019 a 5,000 pg/mL, demonstrando que hd uma
acdo de inibicdo abaixo das doses de referéncia consideradas toxicas para este composto (Dose
de Referéncia Aguda 0,7 mg/kg) [29].
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As imagens obtidas na MEV, tanto para mefenoxam quanto para pyraclostrobin, sugerem que
as hifas tratadas apresentaram danos decorrentes da acdo dos compostos, em comparacdo com
as hifas controle. Previamente, Valente et al. [4] e laniski et al. [21], ao avaliarem hifas de P.
insidiosum expostas a diferentes compostos através da MEV, também observaram o aspecto
rugoso, retraido e quebradico das hifas tratadas [4, 21]. Além destas caracteristicas em comum
com os trabalhos anteriores, as imagens obtidas das hifas tratadas com pyraclostrobin
evidenciam a deposicdo de granulos na superficie, o que também foi observado anteriormente
no estudo de Trolezi et al. [30], que avaliou a acéo in vitroein vivo do extrato de casca crua de
Stryphnodendron adstringens e tanino purificado sobre Pythium insidiosum. Nos estudos de
Valente et al. [4] e laniski et al. [21] foi realizada além da MEV, a microscopia eletrénica de
transmitdncia (MET), na qual puderam visualizar alteracGes nas estruturas internas da hifa. No
presente estudo, ndo foi possivel realizar a MET para avaliar a ocorréncia de alteracGes
intracelulares. Consideramos que esta foi uma limitacdo do nosso estudo, justificada devido as
restricbes impostas pela pandemia COVID-19 que impediu a realizacdo desta anlise.

Em relacdo a avaliacdo de toxicidade in vitro e in vivo, ndo foram verificados efeitos tdxicos
nas doses testadas, para ambos os compostos. Encontramos na literatura alguns relatos de
toxicidade celular in vitro, como o estudo de Luz et al. [31], que apontam para possiveis efeitos
toxicos do pyraclostrobin, porém reforcamos a importancia da realizacdo de novas pesquisas,
utilizando uma margem de doses mais ampla e uma variedade maior de linhagens celulares e
metodologias, a fim de avaliar de forma mais completa os possiveis efeitos citotoxicos desses
fungicidas.

A avaliacdo da toxicidade in vivo destes compostos foi previamente estabelecida na literatura,
para a liberacdo comercial de ambos fungicidas agricolas [29]. No entanto, é de grande
importancia avaliar a toxicidade em diferentes sistemas alternativos in vivo frente a hiptese de
uma nova aplicabilidade desses compostos, com a possibilidade de serem utilizados em futuros
ensaios terapéuticos e em diferentes espécies animais.

Os fungicidas avaliados neste estudo, que sdo normalmente utilizados no manejo de espécies
fitopatogénicas de Pythium spp., demonstraram ser eficazes frente aos isolados de P.
insidiosum, oomiceto patogénico para mamiferos. Interessantemente, sua acao se deu em doses
que ndo apresentaram toxicidade nos modelos avaliados, demonstrando potencial de serem

utilizados no manejo terapéutico da pitiose. Contudo, sdo necessarias novas pesquisas, com a
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finalidade de avaliar o uso clinico desses compostos e verificar as possiveis interacbes em

tratamentos multifarmacoldgicos.
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Figura 1. Hifa de Pythium insidiosum (CBS 119455) visualizada em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Hifas de P. insidiosum de aspecto tdrgido apresentando superficie lisa,
homogénea eregular (A, controle). Hifas de P. insidiosum tratadas com [0,312 pg/mL] mefenoxam
(B) e [0,078 pg / mL] pyraclostrobin (C, D). As hifas tratadas com mefenoxam (B) apresentam
superficie aspera e quebradica. Nas hifas de P. insidiosum tratadas com piraclostrobin é evidente
aspereza superficial, areas com retracdo e perda de continuidade da parede celular (C) e pequenas
granulagbes acumuladas na superficie das hifas (D). Magnitude: A e B x700; C x1000 e D x2000.
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Figura 2. Citotoxicidade de mefenoxam: viabilidade celular da linhagem de fibroblastos de
camundongos (BALB/c 3T3) avaliada pelo método do MTT [(brometo 3-metil [4,5-dimetiltiazol-
2il]-2,5 difeniltetrazdlio) apos 24h e 72h de exposigdo as concentragdes [1, 5, 15, 30 e 50 pg/mL]

de mefenoxam. Os valores estdo representados como média * erro padrdo da média (p <0,05).
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% cell viability: alteracfes na viabilidade celular demonstrado através de porcentagem; Control: controle
positivo da linhagem celular BALB/c 3T3 sem tratamento; [1, 5, 15, 30,50 pg/mL]: concentra¢Bes de mefenoxam

avaliadas; DMSO: controle negativo do diluente dimetilsulféxido.
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Figura 3. Citotoxicidade de pyraclostrobin: viabilidade celular da linhagem de fibroblastos de
camundongos (BALB/c 3T3) avaliada pelo método do MTT [(brometo 3-metil [4,5-dimetiltiazol-
2il]-2,5 difeniltetrazolio) apds 24h e 72h de exposicdo as concentragdes [1, 5, 15, 30 e 50 ug/mL]

de pyraclostrobin. Os valores estdo representados como média + erro padrdo da média (p <0,05).
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% cell viability: alteracdes na viabilidade celular demonstrado através de porcentagem; Control: controle
positivo da linhagem celular BALB/c 3T3 sem tratamento; [1, 5, 15, 30, 50 pg/mL]: concentra¢des de

pyraclostrobin avaliadas; DMSO: controle negativo do diluente dimetilsulfoxido.



38

Figura 4. Toxicidade de mefenoxam e pyraclostrobin frente ao modelo in vivo Caenorbiditis
elegans: sobrevivéncia de larvas no estagio L1 de C. elegans apds exposicdo as concentraces
[5, 20, 50 ug/mL] de mefenoxam (M) e pyraclostrobin (P) durante 1h de exposicdo. Os valores

estdo representados como média + erro padrdo da média (p <0,05).
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% of survival: % de sobrevivénciadas larvas L1 de C. elegansapds 1h de tratamento; Control: controle de larvas

L1 de C. elegans sem tratamento; DMSO: controle negativo do diluente dimetilsulféxido; [5, 20, 50 pg/mL]:

concentragdes de mefenoxam (M) e pyraclostrobin (P) avaliadas.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

Em relacdo ao perfil de suscetibilidade dos isolados de P. insidiosum, verifica-se aacao
inibitoria de mefenoxam e de pyraclostrobin sobre todos os isolados testados, sendo este o
primeiro estudo que demonstra a atividade in vitro de pyraclostrobin sobre P. insidiosum.

Evidencia-se diferencas estruturais superficiais em hifas tratadas com ambos os
fitoantifangicos, indicando alteragbes na superficie celular do oomiceto expostos aos
compostos testados.

A linhagem celular de fibroblastos de camundongos (BALB/c 3T3), ndo demonstrou
efeitos toxicos quando exposta a mefenoxam e pyraclostrobin durante 24h e 72h, atraves da
técnica do MTT. Contudo, salienta-se a importancia darealizacdo de novos testes em uma maior
gama de linhagens celulares, utilizando diferentes técnicas de avaliacao.

No modelo in vivo avaliado (C. elegans, estagio larval L1), ambos os antifingicos
demonstraram ser inbcuos nas concentracdes testadas.

Pesquisas adicionais sdo necessarias envolvendo mefenoxam e pyraclostrobin,
buscando elucidar possiveis mecanismos envolvidos na acdo anti-P.insidiosum destes
compostos e na possibilidade de desenvolvimento de protocolos terapéuticos efetivos para a

pitiose.
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