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RESUMO

MINOCICLINA E IMUNOTERAPIA NO TRATAMENTO DA PITIOSE
EXPERIMENTAL EM COELHOS

AUTORA: Carine Eloise Prestes Zimmermann
ORIENTADOR: Prof. Dr. Janio Morais Santurio

z

A pitiose € uma doenca crbnica causada pelo oomiceto Pythium insidiosum que
acomete tanto animais quanto humanos. Os principais animais atingidos sdo 0s equinos e
caninos, gerando um quadro clinico preocupante. Se nédo identificada e tratada rapidamente,
a pitiose pode ser fatal, sendo necessario, portanto, o diagnéstico precoce da doenca, ainda
no seu estagio inicial, antes que acometa 6érgaos vitais. O tratamento da pitiose € complexo,
devido ao fato do agente ndo responder bem aos farmacos comumente utilizados em
doencas fungicas, visto que, 0 oomiceto ndo possui ergosterol em sua membrana. Assim,
alternativas terapéuticas tém sido investigadas, dentre elas a imunoterapia e farmacos
antibioticos. Neste contexto o presente estudo avaliou o efeito in vivo da minociclina isolada
e em combinagdo com a imunoterapia no tratamento da pitiose experimental em coelhos.
Vinte e cinco coelhos com trés meses de idade foram inoculados subcutaneamente com
zoosporos de P. insidiosum e divididos em cinco grupos (n = 5), os quais foram tratados com
minociclina (10 mg/kg/ duas vezes ao dia), imunoterapia (34 mg Pitium-Vac® e minociclina
associada a imunoterapia; e grupo controle com pitiose (n=5) e sem pitiose (saudavel, n=5).
Os tratamentos foram iniciados 30 dias apds a inoculagdo, por durante 10 semanas e
somente nos animais que haviam desenvolvido a doenga. As areas nodulares subcuténeas
das lesbes nos grupos infectados foram medidas a cada sete dias, a partir do inicio do
tratamento. Também foi mensurada a atividade de algumas enzimas do sistema purinérgico:
ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase), ecto-5'-nucleotidase (E-5-NT) e
ecto-adenosina deaminase (E-ADA) em plaquetas. Quando comparados com 0O grupo
controle, os grupos minociclina, e minociclina mais imunoterapia apresentaram lesfes
significativamente reduzidas. As analises histolpatolégicas mostraram a presenca de
inflamacédo, macrofagos e eosindfilos. A coloragdo de Grocott revelou estruturas irregulares
semelhantes a hifas que foram ramificadas e ocasionalmente septadas. Ja o grupo infectado
e nao tratado apresentou significativo aumento em rela¢do ao grupo saudavel em quanto a
hidrélise de ADP e AMP. Os resultados também mostraram que as atividades de E-
NTPDase e E-5'-nuclecotidase apresentaram-se reduzidas de forma significativa nos grupos
tratados com imunoterapia, 0 que consequentemente aumentou a concentragao extracelular
de ATP, ADP e AMP extracelular. Observou-se reduzida atividade da E-NTPDase e E-5'-
nucleotidase nos grupos tratados com imunoterapia, 0 contrario ocorreu no grupo tratado
com minociclina isolada, e jA no grupo gue recebeu a associacao de tratamento (minociclina
e imunoterapia) apresentou-se significativamente diminuida. A atividade da E-ADA néo se
alterou no contexto de infec¢cdo com o oomiceto. Os resultados sugerem que a minociclina
possui atividade fungistdtica e que a combinacdo de minociclina e imunoterapia € mais
eficaz do que as terapias individuais testadas. E, os resultados reiteram a hipétese de
envolvimento do receptor do sistema purinérgico na modulacdo da resposta imune também
para plaguetas, e que os nucleotideos e o nucleosideo da adenina interagem para a
modulacéo da resposta Thl.

Palavras-chave: Pythium insidiosum. Minociclina. Imunoterapia. Plaquetas. Sistema
Purinérgico.



ABSTRACT

MINOCYCLINE AND IMMUNOTHERAPY IN THE TREATMENT OF
EXPERIMENTAL PITHIOSIS IN RABBITS

AUTHOR: Carine Eloise Prestes Zimmermann
ADVISER: Prof. Dr. Janio Morais Santurio

Pythiosis is a chronic disease caused by the oomycete Pythium insidiosum that
affects both animals and humans. The main animals affected are the equines and canines,
generating a worrying clinical picture. If not identified and treated rapidly, pythiosis can be
fatal, so early diagnosis of the disease is still in its early stages, before it attacks vital organs.
Treatment of pythiosis is difficult due to the fact that it does not respond well to drugs
commonly used in fungal diseases, since the etiologic agent does not have ergosterol in its
membrane. Thus, therapeutic alternatives have been investigated, among them
immunotherapy and antibiotic drugs. In this context, the present study evaluated the in vivo
effect of minocycline alone and in combination with immunotherapy in the treatment of
experimental pythiosis in rabbits. Twenty five rabbits, aged three months old and
subcutaneously inoculated with Pythium insidiosum zoospores were divided into four groups
(n=5): treated with minocycline (10 mg/kg/day twice daily), treated with immunotherapy (34
mg subcutaneously every 14 days), treated with minocycline plus immunotherapy, untreated
(control group, (n=5) and treated (control healthy, n=5). The treatments were started 30 days
after inoculation and continued for 70 days. The subcutaneous nodular injury areas in
infected groups were measured every seven days after the beginning of treatment. Only the
rabbits that developed lesions were selected for this study. When compared with the control
group over 70 days, the minocycline and minocycline plus immunotherapy groups of rabbits
with pythiosis showed significantly reduced injuries. The histopathology showed the
presence of inflammation, macrophages and eosinophils. Grocott's staining revealed
irregular hyphae-like structures that were ramified and occasionally septate. The infected and
untreated group differed significantly increased in relation to the healthy group only in the
hydrolysis of ADP and AMP. The results both showed that E-NTPDase and E-5'-nucleotidase
activities were decreased in the immunotherapy-treated groups, which consequently
increased the extracellular concentration of extracelular ATP, ADP and AMP. E-ADA activity
did not change in the context of infection with the oomycete. Our results suggest that
minocycline has fungistatic activity and that the combination of minocycline and
immunotherapy is more effective than the individual therapies tested. And, the results
reiterate the hypothesis of purinergic system receptor involvement in the modulation of
immune response also for platelets, and that the nucleotides and adenine nucleoside interact
for modulation of the Th1 response to occur.

Key words: Pythium insidiosum. Minocycline. Immunotherapy. Platelets. Purinergic system.
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APRESENTACAO

O presente material consiste numa tese de doutorado que segue as
recomendacdes do Manual de Dissertagcdes e Teses (MDT) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM, RS) do ano de 2015. A mesma esta apresentada na forma
de um artigo publicado na Revista Veterinary Microbiology (fator de impacto: 2,79) e
um manuscrito submetido para Cell Biochemestry (fator de impacto: 2,14),
relacionados com a “avaliacdo do tratamento para pitiose experimental em coelhos
com minociclina e imunoterapia”.

Os itens INTRODUCAO, OBJETIVOS, JUSTIFICATIVA e REFERENCIAL
TEORICO encontram-se no inicio dessa tese. As se¢cbes MATERIAIS E METODOS
e RESULTADOS encontram-se nos ARTIGOS CIENTIFICOS | e MANUSCRITO |,
0S quais se apresentam na integra desse material e seguem as recomendacdes das
revistas as quais foram enviados. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSAO
encontradas no final da mesma apresentam interpretacdes e comentarios gerais
sobre os artigos cientificos contidos nesse trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacbes que
aparecem nos itens, INTRODUCAO, REFERENCIAL TEORICO e DISCUSSAO
desta tese, uma vez que as referéncias utilizadas nos artigos cientificos estdo ao

final de cada um deles.
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1 INTRODUGCAO

A pitiose ja foi considerada uma doenca rara, exotica e restrita a animais de
regibes tropicais, ou que se manifestava em humanos somente em &reas
endémicas, como Tailandia, e raramente em outras areas geograficas (KRAJAEJUN
et al.,, 2006; HILTON et al.,, 2016). Entretanto nas ultimas décadas, a doenca
desencadeada pelo Pythium insidiosum tem aumentado em todos continentes
(GAASTRA et al., 2010; VILELA; MENDOZA, 2015; BAGGA et al., 2018).

Pitiose € uma doenca crbnica, que afeta principalmente equinos e caninos,
porém surtos ja foram notificados em ovinos, bovinos, felinos, e também, registros
de casos em humanos (MARTINS et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; LELIEVRE et
al., 2015; HE et al., 2016). A doenca é conhecida nos Estados Unidos também como
"sanguessugas”, "pantano cancer" na Australia, "bursattee"” (ou seja, estacdo
chuvosa) na india, “hifomicose destruente” no sudeste da Asia e “mal dos pantanos”
no Brasil. Apresenta-se como um tumor cutaneo granulomatoso, ulcerativo, podendo
ser letal (SMITH, 1884; SANTOS et al., 2011; GROOTERS, 2003).

E causada pelo oomiceto aquatico, P. insidiosum, o qual cresce e se
desenvolve em areas com vegetagdo aquatica, através da coloniza¢do ou infec¢céo
de plantas, desenvolvendo micélios e zoosporangios, os quais liberam zodsporos
biflagelados e moveis que nadam e fixam-se ao hospedeiro (MENDOZA; VILELA,
2013; ADHIKARI et al., 2013). As condicbes ambientais sdo determinantes para o
desenvolvimento do organismo em seu ecossistema, sendo que a producdo de
zodsporos requer temperaturas entre 30° e 40° C e o acumulo de agua em areas
umidas, lagoas, e pantanos (MILLER; CAMPBELL, 1982).

Uma pele nédo integra ou até possivelmente pelo foliculo piloso (SANTURIO et
al., 1998), podem ser o0 acesso para a invasao do organismo pelo oomiceto, que
com a progressao da doenga apresenta lesbes que se caracterizaram por tumores
ulcerados de crescimento rapido, e com abundante tecido de granulacdo, secrecao
serossanguinolenta e presenca de tratos fistulosos contendo material coraloide ou
“kunkers” (em equinos) (PERMPALUNG; WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019).
As principais lesdes histolégicas consistem de um processo inflamatério
piogranulomatoso com numerosos focos de necrose eosinofilicos, reacdo de
Splendore-Hoeppli (SANTOS et al., 2010; MARTINS et al., 2012; ALVAREZ;
VILORIA; AYOLA, 2013).
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No Brasil, a doenca ocorre predominantemente em equinos (SANTURIO et
al.,, 2008; SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011). A soroprevaléncia no Rio
Grande do Sul, a partir dos registros notificados é estimada em 11,1% (WEIBLEN et
al., 2016), ja na regido semiarida do Brasil chega a 25% (PESSOA et al., 2014), e 0
Pantanal brasileiro € 0 que apresenta a maior frequéncia de pitiose equina no
mundo, principalmente nos meses mais chuvosos (entre fevereiro e maio)
(SANTURIO et al., 2006; SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011). Dados que sao
significativos e que acarretam prejuizos agroecondmicos, jaA que o Brasil possui o
maior numero de manadas de cavalos da América Latina, classificada em terceiro
lugar no mundo (OIE, 2017).

A regido sul, incluindo os paises vizinhos da fronteira, Uruguai e Argentina,
juntos representam cerca de US$ 7,3 bilhdes anual em atividade econdmica (IBGE,
2014; MACHADO et al., 2018). Entéo, ter surtos ou doengas infecciosas nestas
areas é muito preocupante, sendo necessario excluir os riscos, 0 que € praticamente
impossivel, e, ou ter controle e vigilancia epidémica. Outra questdo relevante € o
diagnéstico e o tratamento, jA que nem sempre a doenca é diagnosticada
corretamente e notificada, pois pode ser confundida com habronemose cutanea,
mucormicoses, carcinoma de células escamosas, basidiobolomicose e
conidiobolomicose, por apresentar semelhancas clinicas e caracteristicas
histolégicas (GROOTERS et al., 2002; SANTOS et al., 2011; GROOTERS, 2003).
Fato que dificulta a descoberta precoce da doenca e o inicio do tratamento, que ja é
complexo, e necessita de mais estudos na area para garantir a saude do
hospedeiro, bem como, a eliminacédo do agente patolégico.

Ainda ndo estdo bem esclarecidos os mecanismos envolvidos na patogénese
da pitiose ou na resposta imune dos hospedeiros, devido as caracteristicas
peculiares do agente patogénico (RAMAPPA et al., 2017). Caracteristicas estas, que
o diferencia de fungos verdadeiros, ja que, 0 agente ndo sintetiza ergosterol na
membrana celular, e nem quitina da parede celular, sendo esta, substituida por
celulose e B-glucanas (ALEXOPQULOS et al., 1996).

Diante das caracteristicas mencionadas torna-se complexo compreender o
mecanismo exato da acdo do agente no organismo infectado, o que dificulta o
tratamento de primeira escolha. Além disso, a classificacdo do P. insidiosum j& foi

reconsiderada, tendo em vista que em 1960 ele foi registrado como um fungo e em
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1970, foi reclassificado devido as suas caracteristicas envolvendo a biossintese do
esterol e parede celular (LERKSUTHIRAT et al., 2017).

O agente causador da pitiose apresenta suscetibilidade variada a antifungicos
(PEREIRA et al.,, 2007; CAVALHEIRO et al., 2009; JESUS et al.,, 2015), e séao
sensiveis a farmacos antibacterianos que inibem a sintese de proteinas, como as
tetraciclinas (minociclina) e macrolideos, tigeciclina e oxazolidinonas (linezolida e
sutezolida) (LORETO et al. 2014; JESUS et al.,, 2014; LORETO et al. 2018).
Entretanto, a monoterapia com antifiGngicos nem sempre apresenta eficacia para o
tratamento contra o P. insidiosum, fato que instigou a busca por novas opg¢des de
tratamento, como a imunoterapia (KRAJAEJUN et al. 2006, PERMPALUNG et al.
2015; SERMSATHANASAWADI et al., 2016).

Em 1981 e 1982 através de Miller, Miller e Campbell foi relatado o uso de
antigenos de P. insidiosum com potencial terapéutico quando injetados em cavalos.
Porém demonstravam taxas de cura acima de 70% e 55% em cavalos e humanos,
mas baixas taxas de cura em outros animais (SANTURIO et al., 2003; MENDOZA,
MANDY, GLASS, 2003; MENDOZA; NEWTON, 2005). Entdo, outros estudos
contribuiram para analisar a atividade imunoterapéuticos de preparados a partir de
hifas, e foi concluido que apenas o imunoterapéutico macerado era eficaz, levando a
uma reducdo de 71,8% no tamanho da lesdo com cura clinica de coelhos
(SANTURIO et al., 2003).

O sucesso terapéutico da imunoterapia € justificado a partir da alteracdo da
resposta imune celular a partir dos antigenos imunoterapéuticos que expressam
linfécitos T tipo 1 (Thl), producdo de IL-2 e interferon-y. E também ha mobilizacéo
de linfécitos T e macrofagos que destroem as células de P. insidiosum (MENDOZA,;
NEWTON, 2005; BACH et al., 2010). Neste contexto, o presente estudo teve o
intuito de investigar um novo tratamento, utilizando a minociclina e imunoterapia em
coelhos que experimentalmente foram induzidos a desenvolver a pitiose. Esse
trabalho também associou minocilina com o imunoterapico, e analisou a evolucao
das lesdes, bem como, a participacdo das enzimas E-NTPDase, E-5-nucleotidase e

E-adenosina-desaminase sinalizadoras do sistema purinérgico.



18

2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito in vivo da minociclina isolada e em combinacdo com a

imunoterapia no tratamento da pitiose experimental em coelhos.

2.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito in vivo da minociclina isolada e em combinacdo com imunoterapia
(Pitium-Vac®) para tratar pitiose experimental em coelhos, através da

mensuracgao do tamanho das lesdes subcutaneas e histopatologia.

Investigar a participacdo do sistema purinérgico, através da atividade das
enzimas E-NTPDase, E-5-nuclecotidase e E-adenosina-desaminase em
plaguetas de coelhos inoculados com P. insidiosum e tratados com imunoterapia

(Pitium-Vac®) e minociclina.
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3 JUSTIFICATIVA

As falhas as diferentes condutas de tratamento para pitiose resultam em
escolhas dificeis para os protocolos terapéuticos da doenca. Estes desafios motivam
a procura de novas terapias e / ou combinac¢des que sejam satisfatorias. Portanto,
novos estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de estabelecer tratamentos para
a pitiose e que consigam modular a resposta imune do hospedeiro sem causar-lhe
prejuizos.

O agente patolégico da pitiose, o oomiceto P. Insidiosum, apresenta
peculiaridades fisiolégicas e morfolégicas diferentes de um fungo propriamente dito,
caracteristicas que séo relevantes e influenciam diretamente no tratamento do
hospedeiro, que pode ser o homem ou o0s animais (equinos, caninos, ovinos,
bovinos e felinos). Este oomiceto apresenta diferencas na parede celular e na
composicdo da membrana, o que o distancia taxonémicamente dos fungos
verdadeiros. A quitina, um componente essencial da parede celular fungica, esta
ausente no P. insidiosum, mas ele apresenta como componente predominante a
celulose e a B-glucana. Também se difere dos fungos por ndo apresentar o
ergosterol na membrana celular, e utilizar esterois exdégenos.

Estas caracteristicas citadas dificultam a terapéutica e restringem o arsenal
de farmacos que poderiam ser indicados para o tratamento da enfermidade.
Diversos protocolos para o tratamento tém sido testados frente a pitiose, entretanto
os indices de cura sao baixos e muitas vezes questionados cientificamente por nao
ter uma explicacdo imunoldgica adequada. Sendo assim, ha necessidade de uma
alternativa terapéutica que seja eficiente e nao prejudique o hospedeiro. Entéo, o
presente estudo tem relevancia cientifica por tratar de investigar uma associacao
entre a minociclina e imunoterapia, que ja apresentaram excelentes resultados in

vitro e in vivo, porém de forma isoladas.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Pythium insidiosum

A histéria deste organismo “tipo fungo” ocorreu por volta de 1901 e sua
primeira possivel descricdo, na pitiose equina, foi por dois investigadores
holandeses, entretanto ndo o identificaram de imediato (PERMPALUNG;
WORASILCHAI; CHINDAMPORN, 2019). Os primeiros registros do oomiceto
Pythium insidiosum ocorreram durante o século XX, por pesquisadores alemaes,
guando foi isolado de lesdes equinas na Indonésia (DE HAAN; HOOGKAMER,
1901). Entretanto, sua classificacdo s6 foi realizada décadas depois, em 1974,
devido as suas caracteristicas peculiares, como a producdo de zodsporos em meio
liquido. Ent&o, foi nomeado como P. insidiosum e classificado como um oomiceto
pertencente a familia Pythiaceae, na ordem Peronosporales (AUSTWICK;
COPLAND, 1974).

A classificacdo taxondmica desse agente foi discutida por varios anos, devido
a disposicao filogenética complexa (MENDOZA; VILELA, 2013). Foi somente em
1996, que o agente etioldgico da pitiose foi classificado como pertencente ao Reino
Stramenopila, Classe Oomycetes ou Peronosporomycetes, Ordem Pythiales e
Familia Pythiaceae (DICK, 2001; GAASTRA et al., 2010). P. insidiosum é
geneticamente semelhante aos organismos aquaticos, como as algas marrons e
diatomaceas, 0 que o0 caracteriza como organismo essencialmente aquatico
(ADHIKARI et al., 2013).

O g¢género Pythium engloba mais de 250 espécies, consideradas
geneticamente diferentes, e que variam quanto a viruléncia, a distribuicdo e aos
seus hospedeiros (JIANG; TYLER, 2012). Evidéncias atuais questionam sobre tais
caracteristicas e uma possivel reclassificacdo torna-se iminente, jA& que, ha muitas
diferencas moleculares entre isolados analisados no mundo inteiro (RIVIERRE et al.,
2005; DE AZEVEDO et al., 2012; SCHURKO et al., 2003).

P. insidiosum produz zoosporangios e por isso necessita de temperaturas
entre 30° e 40°C. Rompem-se, quando maduros, e liberam zodsporos biflagelados,
desenvolvidos de forma assexuada, os quais correspondem a forma infectante do
patdgeno, capaz de colonizar novos ambientes. Dentre estes, a pele de mamiferos,
além dos habitats habituais, como as plantas aquaticas (MENDOZA; VILELA, 2013).
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Desta forma, o microrganismo apresenta duas formas: a hifa, caracterizada por
ramificacdo em angulo reto ou filamentos largos, e o0 zodsporo, que sé se apresenta
em ambientes aquaticos (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993).

Quando livres na agua, os zoOGsporos movimentam-se até encontrar outra
planta ou animal com tecido ndo integro, ou que facilite sua entrada no organismo,
onde se encistam e emitem tubo germinativo, dando origem a uma nova hifa, que
induz o aparecimento das lesbes (MILLER, 1983). Santurio et al. (1998) instigam a
possibilidade também da penetracdo dos zodsporos na pele integra, a partir do
foliculo piloso.

P. insidiosum microscopicamente desenvolve micélio, assim como, os fungos
propriamente ditos. Entretanto, ndo sintetiza ergosterol na membrana celular e sua
parede nao contém quitina, sendo composta de celulose e -glucanas
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Dessa forma, o oomiceto utiliza esterdis exdgenos,
sendo uma caracteristica relevante, que os difere dos fungos verdadeiros, e que
também reflete na terapia da pitiose (GROOTERS, 2003).

As condi¢des de crescimento do oomiceto favorecem a sua mimetizagéo fora
do ambiente aquético, pois ele requer poucos nutrientes para crescer. Assim, de
acordo com Gaastra et al. (2010) o desenvolvimento in vitro do P. insidiosum
acontece numa variacdo de temperatura entre 25° a 45°C. Nessa condicéo,
apresentando coldnias hialinas ou as vezes esbranquicadas, submersas, hifas
septadas parcialmente (4 e 10 um de didametro), com curto micélio aéreo e padréo
delicadamente radiado.

Através da técnica de zoosporogénese, in vitro, as condicdes de
desenvolvimento do oomiceto podem ser reproduzidas. Esta técnica consiste na
colonizacdo da grama (Paspalum notatum), pelo oomiceto em meio de cultura sélido
e posterior incubacdo em solucdo contendo sais minerais (SANTURIO et al., 2003;
PEREIRA et al., 2008). Assim, torna-se reprodutivel a realizacdo de estudos de
suscetibilidade in vitro, bem como, a reproducdo da doenca em modelo experimental
(SANTURIO et al., 2003; PEREIRA et al., 2007; CAVALHEIRO et al., 2009; JESUS
et al., 2015). J& a viruléncia deste microrganismo, segundo Jiang e Tyler (2012) e
Zanette et al. (2013) estd associada a familias de proteinas, incluindo toxinas
extracelulares, enzimas hidroliticas e proteinas efetoras, que podem penetrar no

citoplasma do hospedeiro.
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4.2 PITIOSE

4.2.1 Epidemiologia

A pitiose é uma doengca granulomatosa cronica, ndo transmissivel,
considerada insidiosa, e que pode levar a morte se ndo tratada (MENDOZA et al.,
1996; MENDOZA, 2005). E uma doenca multissistémica que afeta cavalos, bovinos,
caes, ovinos e humanos de regifes de clima subtropical, tropical e temperada, pelo
fato de o agente patogénico estar em ambientes aquaticos (MAULDIN; KENNEDY,
2016). O termo “pitiose” foi proposto como o mais adequado para se referir a
doencga, que tinha varias denominagdes, como “bursati’, “Florida horse leeches”,
“‘dermatite granular”, “hyphomycosis destruens equi”, “swamp cancer”, ferida brava
etc. (CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980).

O ciclo de vida do P. insidiosum ¢ ilustrado na figura 1. Quando o zodsporo
entra em contato com a agua (1) pode se anexar a uma planta hospedeira (2) e
germinar formando micélios vegetativos (3). Encontrando condi¢cfes favoraveis, os
micélios da planta hospedeira natural (4) podem formar zoosporangios (5)
(reproducdo assexuada), que liberam zodsporos no meio ambiente (1), podendo se
anexar a uma nova planta hospedeira. Mamiferos, quando entram em contato com
zobsporos (6), pode desenvolver pitiose. Os “kunkers” (7) desenvolvidos nos
equinos com pitiose podem também ser liberados para o ambiente aquéatico (7) e
originar novos micélios e zoosporangios (8), reiniciando o ciclo biolégico (LORETO;
TONDOLO; SANTURIO, 2020, p. 7).

No Brasil, a doenga ocorre predominantemente em equinos, porém, foram
notificados surtos em ovinos e bovinos (SANTURIO et al., 2008; SANTOS;
SANTURIO; MARQUES, 2011). Em equinos ha presenca de kunkers, que sado
massas necroticas calcificadas semelhantes a corais (FOIL, 1996; MENDOZA,
1986). Consequentemente, acarretam significativos prejuizos agroeconémicos, ja
gue se estimam casos em todos os estados. No Rio Grande do Sul a
soroprevaléncia ja registrada foi de 11,1%, segundo Weiblen et al. (2016), e o
Pantanal brasileiro € o que apresenta a maior frequéncia de pitiose equina no mundo
(SANTURIO et al., 2006; SANTOS; SANTURIO; MARQUES, 2011).
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Figura 1 - llustragdo do ciclo de vida do P. insidiosum e do ambiente 6timo para a

reproducéo e sobrevivéncia.

Ciclo de vida
P. insidiosum

(Fonte: adaptado de Loreto, Tondolo e Santurio, 2020).

A segunda espécie mais atingida é a canina, e as infecgbes manifestam-se
pela formacdo de piogranulomas gastrointestinais e cutaneos (PEREIRA et al.,
2013). Em caes o P. insidiosum tem tropismo por animais que tenham lesbes
provocadas por parasitas (NETO et al., 2010). J& em bovinos, ndo é muito frequente,
entretanto ha casos da forma cutdnea (KRAJAEJUN et al.,, 2006) e também, é
caracterizada pela autocura dos animais (SANTURIO et al., 1998). Assim, 0 que 0s
diferencia das outras espécies acometidas, € a resposta inflamatéria com padréo
eosinofilico menos acentuado (GABRIEL et al., 2008; MARTINS et al., 2012).

Como a doenca acomete diferentes espécies de mamiferos, algumas
singularidades sdo observadas, principalmente nas diferentes regibes. A grande
parte dos relatos de casos em humanos foi no sudeste asiatico, na Tailandia, local
onde foram observados e descritos pela primeira vez (THIANPRASIT, 1986;
LELIEVRE et al., 2015). Mas ja foram registrados também na india, Australia, Nova
Zelandia, Haiti e Maléasia, Israel, Estados Unidos, Canada, Brasil e mais
recentemente, na China, um caso de ceratite ocular em uma crianga (SHARMA et
al., 2015; GAASTRA et al., 2010; SHENEP et al., 1998; BOSCO et al., 2005; HE et
al., 2016).

A apresentacdo clinica da pitiose humana pode ser subcutanea, vascular,
ocular e sistémica (INTARAMAT et al.,, 2016). Sendo que, algumas caracteristicas

sao evidenciadas como predisponente: a atividade agricola e de lazer associadas a
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agua e em individuos talassémicos, podendo também infectar individuos higidos,
principalmente na forma ocular (SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; KRAJAEJUN
et al.,, 2006). Estudos cientificos em diferentes modelos experimentais tém sido
realizados com o intuito de investigar e desenvolver tratamentos para pitiose. O
coelho é um dos modelos mais antigos e que mimetiza com muito sucesso a doenga
(ZANETTE et al., 2013; SANTURIO et al., 2003), outros modelos também estéo
contribuindo para os estudos com P. insidiosum como Drosophila melanogaster
(ZANETTE et al., 2013), modelo em camundongos BALB/C (TONDOLO et al., 2017,
LORETO et al., 2019) e modelos em ovos embrionados (VERDI et al., 2018).

Em 1983, Miller e Campbell conseguiram reproduzir a pitiose de forma
experimental em coelhos, através da inoculacdo subcutanea de zodsporos.
Corroborando, Santurio et al. (2003) padronizaram o protocolo experimental e
afirmaram que é necesséaria uma inoculacdo de no minimo 17.500 mil zoésporos
para gerar a doenca de forma subcutanea. Entdo, o coelho € o principal modelo
experimental in vivo para avaliar tratamentos para pitiose, entretanto, ele ndo produz
os “kunkers”, massa eosinofilica caracteristica da infecgdo natural. Mas, outros
estudo como o de Loreto et al. (2019) avaliaram o tratamento em camundongos. A

figura 2 ilustra os “kunkers” (somente produzidos por equinos) e 0s zodsporos.

Figura 2: (A) e (B) “Kunkers” de equinos. (C) zoosporos de P. insidiosum.

(Fonte: adaptado de Alvarez, Viloria e Ayola, 2013 e Permpalung, Worasilchai e Chindamporn, 2019).

4.2.2 Diagnostico

O diagndstico da pitiose é realizado com base na consideracéo epidemiologia,

sinais clinicos, soro do paciente infectado e aspecto das leses, sendo o isolamento
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e a identificacdo do agente, importantes para o diagndstico definitivo (SANTURIO et
al., 2006). O diagnoéstico laboratorial do P. insidiosum pode ser obtido pelo exame a
fresco com 10% hidroxido de potassio (KOH) ou através do corante lactofenol azul
(azul de algodao), os quais mostram apenas hifas hialinas, eventualmente septadas,
e posterior cultivo em agar ou caldo Sabouraud ou agar sangue, conforme figura 3
(KRAJAEJUN et al.,, 2010), para efetuar o diagnostico diferencial e ndo ser
confundido com a maioria de fungos filamentosos.

A deteccdo de anticorpos anti-P. insidiosum pode ser analisada no soro de
pacientes infectados (humanos ou animais) através do imunoensaio enzimatico
(ELISA), que detecta os anticorpos especificos com alto grau de sensibilidade e
especificidade de 100%, possibilitando o diagndéstico de infec¢des precoces ou ainda
subclinicas (SANTURIO et al., 2006; KEERATIJARUT et al., 2013).Também, pode
ser realizado através de técnicas de biologia molecular, como Nested Polymerase
Chain Reaction (nested PCR), as quais detectam o DNA do agente infeccioso,
garantindo uma identificacdo preliminar a partir de hifas ou seus elementos
(BOTTON et al., 2011; LORETO; TONDOLO; SANTURIO, 2020).

Outros métodos também podem auxiliar no diagndstico precoce e correto da
pitiose, como imunodifusdo (MENDOZA et al., 1986), western blot (KRAJAEJUN et
al.,, 2006), hemaglutinacdo (JINDAYOK et al., 2009), imunocromatografia
(KRAJAEJUN et al., 2008). Ou ainda, examinar o potencial sérico de B-d-glucana
(BG) e anticorpo especifico para P. insidiosum como marcadores de monitoramento
na pitiose vascular (WORASILCHAI et al., 2018).

As hifas do P. insidiosum sao hialinas e cenociticas, conforme ilustra a figura
3, com um didmetro de 6 a 10 um em preparagdes histopatoldgicas coradas com
hematoxilina e eosina (H&E). Sdo encontradas no centro de microabcessos junto
aos eosinofilos promovendo o fendmeno Splendore-Hoeppli. Na reacao tecidual
predominam os eosindfilos com formacdo de granulomas eosinofilicos com células
gigantes, mastocitos e outras células inflamatorias (VILELA; MENDOZA, 2015).

A visualizacdo do agente em cortes histoldgicos pode ser realizada também
através da coloracdo de prata (Gomori-Grocott), e para visualizacdo da resposta
inflamatéria utiliza-se acido periédico de Schiff (PAS) (GAASTRA et al., 2010). Para
confirmar os resultados histologicos tem-se utilizado a técnica de imuno-histoquimica
com anticorpo policonal anti-P. insidiosum (GABRIEL et al., 2008; FERNANDES et
al., 2012; MARTINS et al., 2012). Além disso, o isolamento e a identificagdo do
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oomiceto sdo importantes para o diagndstico definitivo e diferencial, ja que, também
devem ser diferenciados, em equinos, de habronemose cutéanea, e para outras
espécies, carcinoma de células escamosas e granulomas bacterianos (CHAFFIN, et
al., 1995; GROOTERS et al., 2002; SANTOS et al., 2011). Em humanos devem ser
diferenciado de lagenidiose, mucormicose, aspergilose e peniciliose (BOSCO et al.,
2005; MENDOZA; PRASLA; AJELLO, 2004; REINPRAYOON et al., 2013).

Figura 3 - (A) Exame a fresco com hidroxido de potassio (KOH) 10% com presenca
de hifas septadas. (B) Hifas de P. insidiosum esparsamente septadas em lactofenol
azul. (C) Cultivo de dois dias a 37°C de P. Insidiosum em agar Sabouraud dextrose
2%. (D) Cultivo de dois dias a 35°C de P. Insidiosum em &gar sangue.

(Fonte: Permpalung; Worasilchai; Chindamporn, 2019).

4.2.3 Tratamento

Como o agente patogénico da pitiose apresenta caracteristicas peculiares,

muitos estudos tem sido realizados para compreender cada vez a patogénese da
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doenca. Geralmente utilizam-se tratamentos associados, sendo que as chances de
ter um prognostico favoravel estdo diretamente relacionadas com o diagnostico
precoce da doenca, bem como, do tratamento (ARGENTA et al., 2010;
LERKSUTHIRAT et al., 2017; RAMAPPA et al., 2017). Protocolos de tratamento
para pitiose incluem: terapia com cirurgia, antimicrobianos e imunoterapia
(SANTURIO et al., 2003; SANTURIO et al., 2006; JESUS et al., 2015). Sendo esta
altima, a alternativa com resultados mais promissores e que apresentou cura em
cerca de 70% dos equinos e 55% em humanos (GAASTRA et al., 2010).

Como o P. insidiosum fora inicialmente classificado como um fungo, a terapia
com antifangicos, que tem como alvo a sintese do ergosterol, como os azélicos e
outros que promovem alteragcdes na membrana, foram e ainda sdo muito utilizados
como principal tratamento (GAASTRA et al., 2010). Entretanto, esses tratamentos
ndo apresentam muito sucesso, devido as caracteristicas fisiologicas do agente.
Portanto, ndo existem farmacos antifungicos eficientes contra o oomiceto até o
momento. Em controvérsia a este fato, alguns estudos relataram cura clinica em
pacientes com essa classe de farmacos, consequentemente instigando outras
pesquisas a respeito, para entender melhor este microrganismo e a patogenia da
doenca (DE SOUZA SILVEIRA VALENTE et al., 2016; GROOTERS, 2003; JESUS et
al., 2015; LERKSUTHIRAT et al., 2017). Além disso, fatores como o0 tamanho e o
tempo da leséo, idade, estado nutricional do hospedeiro, estédo relacionados com o
sucesso da terapia (SANTURIO et al., 2006).

O método cirurgico € o tratamento mais comum, e desafiador, pois pode ser
dificultado pelas estruturas anatdémicas envolvidas, as quais se localizam perto de
estruturas vitais. Entretanto, para a manutencdo do tratamento, a quimioterapia
geralmente é associada (DYCUS; FISHER; BUTLER, 2015). Comparado com a
grande variedade de farmacos e associa¢fes antibacterianas, atualmente existem
poucas classes de farmacos antifungicos disponiveis, sendo que os principais alvos
dos antifungicos sdo os esteroides da membrana plasmatica, a sintese de acidos
nucleicos e os constituintes da parede celular (quitina, B-(1,3)-glucana e
manonoproteinas) (GUBBINS; ANAISSIE, 2009).

Os antifungicos podem ser classificados em quatro classes principais de
acordo como seu mecanismo de acgdo. O grupo dos poliénicos, que atuam na
membrana plasmatica; as pirimidinas, que promovem a inibicdo da sintese de acidos

nucléicos; os azolicos, que interferem na sintese do ergosterol e as equinocandinas,
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gue por sua vez, inibem a sintese de glucana da parede celular de diversos fungos
patogénicos (LACAZ et al.,, 2002; WHITE et al.,, 2005; SIDRIM; ROCHA, 2010;
CUENCA-ESTRELLA, 2010). De acordo com Sidrim e Rocha (2004), os triazolicos,
apresentam efeitos colaterais reduzidos no hospedeiro, além de apresentar
propriedades farmacocinéticas mais favoraveis permitindo uma terapia mais segura
e eficaz. Entre eles, surgiram ainda na década de 90, os derivados morfolinicos, as
alilaminas e as equinocandinas (no ano de 2000).

O desenvolvimento de antibacterianos apresenta vantagens sobre os
antifingicos, uma vez que existem mudltiplos sitios de agéo e ligacdo das bactérias
gue nao estdo presentes nas células dos mamiferos. Por outro lado, os fungos
compartilham similaridades com as células de mamiferos, ambas sdo organismos
eucariotos. Esta caracteristica tém dificultado o desenvolvimento de farmacos que
sejam seletivamente téxicos para a célula fangica, e ndo a célula hospedeira,
consequentemente desafiando a pesquisa de novos farmacos, doses e sitios de
acao (HARRIS, 2002; LERKSUTHIRAT et al., 2017).

De acordo com Rawn e Van Etten (1978) o género Pythium se difere dos
fungos por também apresentar sensibilidade aos antibioticos ribossomos 70S ativos,
como tetraciclinas, cloranfenicol, estreptomicina e eritromicina. Conforme registrado
por Tsao (1970) a sensibilidade de oomicetos fitopatogénicos da familia Pythiaceae
a antibidticos, tem sido relacionada apenas com a inibicdo do crescimento. Rawn e
Van Etten (1977) desenvolveram um estudo, que detectou efeitos em curto prazo de
antibiéticos nestes fungos, com tetraciclina e cloranfenicol, e evidenciou a inibigdo
da incorporagédo de aminoacidos em um isolado de Pythium ultimum. Outro estudo,
um ano depois, verificou também acdo inibitéria de tetraciclina, eritromicina,
ciclohexamida e cloranfenicol incorporados a meio de cultura em caldo, frente ao
Pythium ultimum (RAWN; VAN ETTEN, 1978).

Além disso, estudos recentes relatam a sensibilidade do P. insidiosum a
agentes antibacterianos, que pertencem as classes de macrolideos, tetraciclinas e
glicilciclinas (MAHL et al., 2012; LORETO et al., 2011) que quando combinada com
farmacos antifungicos, resultam em interagcao sinérgica in vitro (JESUS et al., 2014).
De acordo com os resultados in vitro demonstrados por Jesus et al. (2014), os
antibiéticos podem ser uma opcéao de tratamento mais eficaz, pois se verificou que a
combinacéo de azitromicina, claritromicina, minociclina, ou a tigeciclina, com agentes

antifingicos resultaram em interacdes sinérgicas. Outro estudo relatado por
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Ramappa et al. (2017) demonstrou um caso bem-sucedido da queratite oftalmica
causada por P. insidiosum, com a administracdo de uma terapia combinada,
consistindo em colirio de linezolida 0,2%, azitromicina 1%, sulfato de atropina 1% e
azitromicina 500 mg por via oral, uma vez por dia durante 3 dias.

Dentre as tetraciclinas estudadas, a minociclina possui uma variedade de
acOes biolégicas que estdo além da atividade antimicrobiana, como anti-inflamatoria
(GIULIANI; HADER; YONG, 2005), antioxidantes, anti-apoptoticas, inibidora de
protedlise, supressora da angiogénese e de metastases tumorais,
imunomoduladoras (GARRIDO-MESA, ZARZUELO; GALVEZ, 2013; POPOVIC et
al., 2002; SAPADIN, 2006), e efeitos neuroprotetores e antivirais (LEMAITRE et al.,
1990; DOMERQ; MATUTE, 2004; NAGARAKAN; BISHBURG, 2016). Além disso,
apresentou relevantes resultados, que influenciaram na cura ou sobrevida de
coelhos com pitiose infectados experimentalmente (JESUS et al., 2016).

A minociclina (7-dimetilamino-6-dimetil-6-desoxitetraciclina) € uma tetraciclina
semi-sintética de segunda geracdo que tem sido usada em terapia por mais de 30
anos por suas propriedades antibidticas contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, atuando na inibicdo da sintese proteica, interrompendo o processo em
gue o RNA transportador (tRNA) apresentaria um aminoacido para alongar a cadeia
de aminoacidos e formar uma proteina celular (CHOPRA; ROBERTS, 2001;
NAZARIAN; AKHONDI, 2020). Sua estrutura quimica basica € constituida por
naftaceno-carboxamida, molécula altamente lipofilica, com substituintes em
diferentes posic¢oes (Figura 4) (LERKSUTHIRAT et al., 2017).

O perfil farmacocinético favorece sua utilizacdo pela via oral (mais utilizada),
sendo rapidamente metabolizada e com biodisponibilidade de quase 100% e
seguranca comprovada, quando utilizada por longo tempo (GARRIDO-MESA,
ZARZUELO; GALVEZ, 2013). Além disso, a minociclina apresenta capacidade de
limitar o dano tecidual nos rins, coracdo, pulméo e células neurais (JORDAN et al.,
2007). E ainda, ela contribui para inibir as espécies reativas de oxigénio e as
metaloproteinases da matriz (MMP) juntamente com efeitos anti-apoptoticos.
(SAPADIN; FLEISCHMAJER, 2006).

J4 a imunoterapia tem sido uma alternativa para o tratamento da pitiose
desde 1981, quando Miller desenvolveu um imunoterapico a partir de culturas do
proprio oomiceto, utilizando as hifas sonicadas, e mostrou uma eficacia entre 53 e
75%, quando associado a cirurgia (MILLER, 1981; MILLER; CAMPBELL, 1982). Na
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tentativa de aperfeicoar a técnica de preparo da vacina, Mendoza e Alfaro, em 1986,
utilizaram o sobrenadante das culturas como antigeno e obtiveram resultados

satisfatérios em relacdo ao prognaostico e evolucdo da pitiose.

Figura 4- Estrutura quimica da Minociclina.

/ \ /

(Fonte: adaptado de Lerksuthirat et al., 2017).

Entdo, a partir desse fato, varios autores tentaram modificar a técnica de
preparacdo do imunoterapico na tentativa de obter melhores resultados, sendo que o
indice de cura variou entre 50 e 83,3%, em equinos (THITITHANYANONT et al.,
1998; MONTEIRO, 1999). Ja em coelhos tratados experimentalmente, de acordo
com Santurio et al. (2003) a cura chegou a ser 71,8%. Esses autores estudaram e
avaliaram extratos antigénicos a partir da massa micelial inativada. A figura 5 ilustra
a vacina produzida por este grupo de pesquisa.

Em humanos, um imunoterapico foi utilizado pela primeira vez, num menino
tailandés que néo respondia ao tratamento quimioterapico, apresentou cura apés um
ano. A porcentagem de cura em humanos € estimada para 55%, sendo que a
diminuicdo da eficacia do imunoterapico ocorre a partir da cronicidade da doenca
(THITITHANYANONT et al., 1998; SANTOS et al., 2012).
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Figura 5: PITIUM-VAC imunoterapico para tratamento da pitiose desenvolvido pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Pesquisas Micologicas (LAPEMI) em parceria
com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).

PITIUM-VAC

vacina contra pitiosse

LAPEMI EMBRAFA

USO velernano
contelddo: 34 mg

(Fonte: http://vacinacontrapitiose.blogspot.com/

Alguns métodos de preparacdo do imunoterapéutico foram descrito na
literatura (MILLER, 1981; MENDOZA et al.,1996), mas Santurio et al (2003)
analisaram os preparados a partir de hifas submetidas a sonicagdo, maceragéo (ou
liqguefacdo) ou a combinacdo dessas duas técnicas na pitiose experimental em
coelhos e observaram que o imunoterapéutico macerado apresentou a melhor
resposta, levando a uma reducado de 71,8% no tamanho da lesdo com cura clinica
de dois coelhos (n = 5). Em 2013, Santos et al. demonstraram uma eficacia de
79,4% da imunoterapia em equinos, 0 mesmo hao acontece em caes e gatos,
apenas 33% dos caninos se curam, enquanto os gatos nao respondem (MENDOZA,
NEWTON, 2005).

No entanto, o uso de imunoterapia contra pitiose ndo induz uma resposta
protetora contra reinfecgdes, podendo ocorrer uma nova infeccdo (SANTOS et al.
2011). Neste contexto, muitos esforcos tem sido feitos para investigar um
mecanismo de protecao imunoldgica, como o proposto por Tondolo et al. (2017), os
quais extrairam e identificaram um (1,3) (1,6) -B-d-glucano altamente ramificado do
micélio de P. insidiosum que demonstrou induzir uma imunidade celular Thl7
significativa e especifica resposta em camundongos BALB/c pré-imunizados. Ja

Ledur et al. (2018) testou células dendriticas preparadas (DCs) com esse mesmo
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glucano, zo6sporos inativados pelo calor e o imunoterapico PitiumVac® e concluiu
gue ha proliferacdo linfocitaria induzida por DCs iniciadas com esses antigenos e

gue promove a ativacao do subconjunto Thl e Thl7.

4.2.4 Resposta imunolédgica do hospedeiro

O P. insidiosum possui atracdo por pélos, tecido animal e vegetal, sendo a
guimiotaxia atribuida a algumas substancias presentes nesses tecidos. Apesar de
muitos estudos sobre a pitiose, ainda ndo ha um completo conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos na infeccdo (SANTURIO et al., 2006). De acordo com Miller
(1981) como a maioria dos animais infectados sdo imunocompetentes, sugere-se
gue ocorre uma resposta imunoldgica inadequada ou bloqueios no organismo que
possam estar impedindo a eliminacéao do P. insidiosum.

Corroborando Mendoza, Ajello e McGinnis (1996) sugeriram que pode haver
um mecanismo semelhante as infeccfes parasitarias. Entdo, apos estar nos tecidos,
0 zoosporo se ligaria a superficie do hospedeiro, formando o tubo germinativo, em
seguida as hifas liberariam exoantigenos, as quais desencadeariam uma resposta
imune e producdo de imunoglobulina E (IgE). As células apresentadoras de antigenos
(APCs) secretariam interleucina-4 (IL-4) e consequentemente direcionariam o0s
linfécitos T help naive (ThO) em T helper 2 (Th2), que estimularia a producéao de
mais IL-4 e IL-5 para manter a resposta Th2. Através da reacdo de Splendore-
Hoeppli, os eosindfilos degranulados e mastécitos ao redor da hifa, desencadeiam
rapidamente um dano tecidual extenso, como estratégia de sobrevivéncia e
mecanismo de defesa do P. insidiosum (ALVAREZ; VILORIA; AYOLA, 2013;
GAASTRA et al., 2010; MENDOZA; NEWTON, 2005).

Sendo assim, foi atribuido que a imunidade humoral em hospedeiros
infectados com pitiose desencadeia apenas precipitacao e aglutinacédo de anticorpos
anti-P. insidiosum relacionada com uma resposta imune Th2, e que seriam
importantes para diagnosticar a doenca (MENDOZA et al., 2003; MENDOZA;
NEWTON, 2005). Neste sentido, Gaastra et al. (2010) afirmaram que 0s niveis
elevados de interferon-gamma (IFN-y) e IL-2 (indicadores de imunidade mediada por
células Thl) e a diminuicdo de células Th2, estariam presentes em pacientes

curados.
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Corroborando, Bach et al. (2013) realizaram estudos em linfécitos de coelhos
infectados experimentalmente com o P. insidiosum e sugeriram que a resposta
imune Th2, durante a infeccdo, pode ser estimulada pela ativacdo dos receptores
purinérgicos P2Y dos linfocitos, o que consequentemente levaria a lesdo tecidual,
conforme figura 6. Assim, o envolvimento do sistema purinérgico durante a pitiose,
torna-se um alvo importante para estudos cientificos, ja que, pode colaborar para
elucidar melhor o mecanismo ocorrido na pitiose e na cura, através dos nucleotideos
de adenina e seu derivado nucleosideo adenosina. Os quais sé8o secretados por
leucocitos, plaquetas e células endoteliais danificadas, que medeiam os diversos
efeitos biologicos (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).

Figura 6 - Representacdo do efeito extracelular da adenosina trifosfato (ATP) e
concentragcdes de adenosina na resposta imunoldgica durante a pitiose e tratamento
com imunoterapia em linfocitos de coelhos.
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(Fonte: adaptado de Bach et al., 2013).

Particularmente, as plaquetas desempenham um papel fundamental na
hemostasia, quanto a atividade mecénica e bioquimica, intervindo rapidamente na
presenca de lesdes endoteliais (DANIEL et al., 1998; FROJMOVIC; PANJWANI,

1976). As plaquetas sao células discoides, anucleadas, tem aproximadamente 3 uym
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de diametro, forma e tamanho variavel, possuem um importante papel na
manutencdo da integridade endotelial, entretanto, apresentam-se como células
incompletas formadas apenas por porcdes do citoplasma das células que lhes dao
origem, os megacariocitos (FROIJMOVIC; PANJWANI, 1976; LORENZI et al., 2003).

Na regido das organelas existem varios tipos de estrutura como corpos
densos (calcio, nucleotideos, serotonina, pirofosfato), granulos alfa (fatores de
crescimento, fatores de coagulacdo e proteinas de adesao), lisossomas,
mitocondrias, glicogénio e um sistema de membranas internas, local de sintese de
prostaglandina e tromboxano (LORENZI et al., 2003). Além disso, as plaguetas
também exercem fundamental papel no processo de crescimento de tumor, ataque a
patbgenos e modulacdo da imunidade adaptativa (SEMPLE; ITALIANO;
FREEDMAN, 2011).

Sob condigbes fisiolégicas normais as plaquetas circulam no sangue com
minima interacdo com outras células ou com a parede do vaso, podendo ser
ativadas por estimulos a qualquer momento, incluindo o fluxo sanguineo turbulento,
bem como o colageno exposto das paredes dos vasos lesionados, participando
assim da resposta inflamatéria e agindo na vasculatura (MASSBERG et al., 2002;
WEKSLER, 1992). A interacdo adesiva com as plaquetas pode ser mediada por
CD40L (CD154; gp39), o qual se liga ao CD40 endotelial, induzindo a expressao
superficial de varias moléculas de adeséo chave (E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1),
bem como a liberacdo de citocinas, como a IL-8. Essa ativacdo do endotélio atrai
neutrofilos, células T e mondcitos circulantes para a adesdo ao endotélio inflamado,
levando a inflamacéo vascular e a formacéao de placas (HENN et al., 1998; RAHMAN
et al., 2012).

CD40L é um membro da familia do fator de necrose tumoral (TNF) sendo o
ligante do receptor de TNF, CD40. O CD40 é encontrado em uma variedade de
células, incluindo células B e células endoteliais, e a interacéo entre CD40 e CD40L
€ importante na regulacdo da imunidade adaptativa. Além de seu estado ligado a
superficie, o0 CD40L também é clivado pelas metaloproteinases (MMP) (HENN et al.,
1998; LAM; VIJAYAN; RUMBAUT, 2015). ApGs estimulagdo, as plaquetas liberam
uma variedade de moléculas biologicamente ativas a partir dos seus granulos de
armazenamento, incluindo fatores mitogénicos, proteases, coagulacdo e fatores
fibrinoliticos, citocinas e quimiocinas, peptideos antimicrobianos, adenosina trifosfato
(ATP) e difosfato (ADP), e célcio (NURDEN, 2011).
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4.2.5 Sistema purinérgico

Considerando que as respostas imunes séo elaboradas apos a infec¢do para
conter 0 agente patogénico, neste contexto, o sistema purinérgico também
desempenha relevante papel, através das biomoléculas (ZIMMERMANN, 2000). As
sinalizagbes purinérgicas sdo compostas por trés principais componentes: 0s
nucleotideos de adenina e seu nucleosideo adenosina, que sdo mediadores da
sinalizacdo; os receptores, através dos quais estes nucleotideos e nucleosideos
exercem seus efeitos e, as ectoenzimas, responsaveis pelo controle dos niveis
extracelulares destas moléculas (YEGUTKIN, 2008).

Os nucleotideos da adenina: ATP, ADP, adenosina monofosfato (AMP) e o
seu derivado, adenina, sdo secretados por leucdcitos, plaquetas e células
endoteliais, sendo essenciais para o inicio e manutencdo das reacdes inflamatorias,
modulando a resposta imune (BURNSTOCK, 2002; YEGUTKIN, 2008). O sistema
purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizacdo importante em diversos
tecidos, o qual desencadeia inUmeros efeitos bioldgicos-celulares, na resposta
imune, na inflamacgéo, na dor, na agregacdo plaquetaria, na proliferacdo e morte
celular (BURNSTOCK; KNIGHT, 2004). A sinalizac&o induzida por estas moléculas
correlaciona-se diretamente a atividade de enzimas localizadas na superficie da
membrana célula (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). A figura 7 ilustra os

componentes do sistema purinérgico.

Figura 7- Componentes da sinalizacdo purinérgica. As ectonucleotidases
ENTPDase e CD73 promovem a hidrélise de ATP e a formacéo de adenosina que
ativa os receptores P1. A adenosina pode ser convertida a inosina pela enzima
adenosina desaminase ou pode ser recaptada através de transportadores de
nucleosideos (ENTS).
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Os nucleotideos e o nucleosideo de adenina modulam as acdes das
plaguetas durante o processo inflamatério, representando uma importante classe de
moléculas extracelulares, que interagirem com receptores purinérgicos, na superficie
celular (DI VIRGILIO, 2001). O ATP pode estimular a producdo de citocinas
inflamatérias, como o TNF-a, bem como, a proliferacdo de linfécitos e influéncia
sobre a tromborregulagcéo juntamente com o ADP (BOURS et al., 2006; SOSLAU,;
YOUNGPRAPAKORN, 1997). O ADP possui papel definido apenas nas plaquetas,
agindo também como um importante mediador da agregacao plaquetaria, e indutor
da formacdo de trombos no interior de vasos, podendo ser liberado na circulacdo
sanguinea apos danos teciduais (MARCUS et al., 2003; ZIMMERMANN, 1999).

O AMP exerce a funcdo de sinalizador em situacdes de desequilibrio no
metabolismo, servindo também como substrato para a formacdo da adenosina
(CUNHA, 2001; LATINI; PEDATA, 2001), a qual € reconhecida por possuir
propriedades anti-inflamatérias (CRONSTEIN, 1994), vasodilatadoras (JACOBSON
et al., 2006), e imunossupressoras (SPYCHALA et al., 1997), além de atuar como
um potente inibidor da agregacéo plaquetaria (BOROWIEC et al., 2006).

Os nucleotideos extracelulares exercem suas acfes biologicas através de
receptores purinérgicos (P), especificos presentes da superficie celular (DI VIRGILIO
et al., 2001). Assim, o ATP extracelular e seus metabolitos sdo reconhecidos por
purinoreceptores, P1 (subtipos: Al, A2A, A2B e A3) e P2 (subtipos: P2X e P2Y)
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(BURNSTOCK, 2007). Ja o controle dos niveis extracelulares dos nucleotideos da
adenina e da adenosina é realizado pelas ectonucleotidases, uma familia de
enzimas ancoradas a superficie celular ou localizadas no meio intersticial de forma
solavel, sendo amplamente distribuidas nos tecidos (BURNSTOCK, 2016;
ZIMMERMANNN et al., 2012). O tipo P1 é responsivo a adenosina e tipo P2
responde a ATP, ADP, UTP, UDP e nao para AMP. Enquanto o ATP pode ativar 0s
receptores P2X e P2Y, o ADP interage com o receptor do subtipo P2Y
(BURNSTOCK, 2001; SHETINGER et al., 2007).

As ectonucleotidases (E-) sé@o classificadas como E-NTPDase (Apirase; E.C.
3.6.1.5), que  hidrolisa ATP em ADP; E-NPP  (ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1), que hidrolisa o ATP diretamente a AMP;
E-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5), responsavel pela hidrélise de AMP formando
adenosina; e a adenosina deaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4), responsavel pela
desaminacdo do nucleosideo adenosina, gerando inosina (ANTONIOLI et al., 2008;
GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001; ZIMMERMANN, 2012).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ARTIGO 1

5.1.1

In vivo effect of minocycline alone and in combination with

immunotherapy against Pythium insidiosum.

Aceito para publicacdo na Revista Veterinary Microbiology.
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that new treatmest strategies are required (Pereirs of al . 2008). The
hope for the treatment of pythiosis with antibiotic agenes has arisen
from studies demonstrating the & viro and/or in vive susceptbility of £.
msdiocum to classes of these drugs, such as tetracyclines {Loreto o1 2l
2011

Stinocycline (7. dimethvlamno 6-dimethyl & decxyretmcycline) s 2
second generation semisynthetic tetracycline that has been wsed clini.
cally for more than 30 years for its antibiotic activity against gram-
positive and gram-oegative bacteria, in which it inhibiss
synthesis {Garrido Mesa et ol | 20173; Lerksurhirar et 2l 2017) There
fare, this study evaluated the in vivo effect of minocycline alone and in
cambination with immunotherupy to treat expenmental pythicsis in
rabbits.

2 Materials and methads
Pythizm msheam

The clinscal tolare of P. inadiossm used for the induction of ex-
perimental pythicsis (isolate 260) was genotyped and registered under
GenBank accession number KJ176713 according to Jesus ot al. (Jous
et al, 206}

Zoosporogenests

Ten pieces of Paspalum notarem yrass, approxmately 2 cm in length,
were sutoclaved, dastributed over P. insufieaan cultures, and mcubated
at 37 °C for 24 h Pleces of infected grass were transferred 0 an ine
doction medium that contuined the following: solution 1= KHPO, 1.0
M (Vetec®, Rio de Janeiro, Brazil), KHPO, 1.0 M (Vetec®), (NFL); 366
M (Vesee®), and 500 ml of distilled water; solution 2 MgCl: (H;0 0S5 M
[Vetec*), CaCly 3H 0 0.5 M (Vetec®), and 250 mi of distilled water. The
final inductian medium composition was 0.5 mi of solution | and 0.1 mi
of solution 2 in 1000 m] of werile distilled water, Induction medium
contaiming pieces of grass infected with P mwdicoum was incubated at
A7 °C for § b Pieces of grum were olwerved by micruscopy, and mos
porces were counted using @ Newbawer chamber,

Amimais

Twenty New Zealand rabbits aged three manths ald were obtained
from the Central Antmal Laboratory of the Federal University of Santa
Maria (UFSM). The rabhits were housed four/thene per cage in a cycle
of 12712 h light anxd dark maimtained arnficially, The animals were kepe
In & temperature range of 16 ~22 °C and #0-65 % relative hamidity;
they received 100 g of commercial food for rabbits, vegetable fiber and
water od Abwum. The Ethics Committee on Animal Experiments of
UFSM approved all the animal procedures (protocol number; 055/
2012

Espermmental pychinss amd rresmmens

The robbits were subcutancously moculated with V. insidsoesum
zoospores and divided o fouwr groups (n = Sk treated with
cine (FharmaNostra® o de Janeiro, Bead) (10 mgAg/day twice
daily by oral administration), Pitlem Vac* immusotherapy (M4 my
wbcutancously every 14 days), misocycline plus immunatherupy, and
n control group infected. Inoculsted rabbits were checked weekly, and
the whewtancous nodular aren (cm?) was measuced using & sliding
caliper when oodules were present. Nodular development was eval.
uated 10 days after inoculation. ELISA was wasd 1 confirm the early
(lagmosis of P imvkdiosum infection price w nodule development, as
dexcribed by Santurio et al. (Suntieris et ol 2000, J00¢)

The first dose of immunotherapy in this study was adminsstered
wbcutaneously on the J0th day after inoculstion in the distal region
opposite to the 20mpars injection site. This procedury was repeated
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every 14 days for a total of foar injections. The treatmest with mino-
cycline was based on the in vio and i oo sescepeibility resules re-
ported by Jesus ot sl (2014 The animais were treated for 70 days after
the development of lesions, with minocycline PharmaNostra® 10 mg/
kg/day twice daily by oral adminisration and Pitiom.Vac* im
munotherapy 34 mg subcutaneously every 14 days

Preparanon of bislogicol sumpies

At the end of the experiment, the surviving anumals (seventesn)
were euthanized through deepening of anesthesia wing thiopental (60
ww-—;a—u*—-——:mw

region, lung, and kidney were subjected to further micrubiclogical
M-mm,ummar m
sufiosam by hutopathological asalysis. Te guantify the comycese load
tissue sections were staiaed with methemamene silver 2ain to amalyze
visible hyphae. The inflammatory responses were observed by hema
uylinesun (HAE) saining and Grocott's stain. A scuring system of
04 for cach parameter was developed. For quantification of the fungal
Joad, #t was used magnification of x 400 to analyze granulomatoes
tissue stices stasned by methenamine séver stan and scoced 23 0 (if no
filaments were visshie) or as 1.4 according stained fungal sroctures
{scare L= mre; swore 2 few; wore 3 moderate; score 4 many)

Sroasncal analyses

The arees of the lesions (cm”) were analyzed by Pesrson's linear
correlatians analysss wing o significance level of 5% All analyses wese
pesformed ming Grophi'ad Prism 6.

3. Results

Indhanion of experumensl pythusis in rabbin

All rabbity in the experniment comtained lesions characwerstic of
pythicsis. When the trested groups were compared o the control group,
it was observed that the teanments significantly rediced the lesions i
rabbizs with pythsoas

The wariation i P ssficsss mduced subcutaneous modalar lesion
areas (em2) m rabbits receiving minocycline or Emmunotherapy amd
minacycline phes immunatherapy is summaried i Fig | When the
mean lesion aress wese compared uning Pearson’s linese comrelation

analysts, the animals from the contral group sthowed Larger lesion slses
than the anmals from the immumotherapy and mumnocydine reammens

~@- Canbrot

& Min r= . 33% p 008
604 ~& Minelmm 1 92% p« 0001

‘E - imm = B5%. p « 0,001

© 20 40 60 60

Fig. 1 Meun lowion arsus of rabbine exp dy - dwith I »
wdinum Poanron v Linewr correlation sndyses ot ey il
Iosboms i the M+ Dous grossp sod bn the Min slooe snd hum dine grosps
during trestment. Povaliee wis caloulate hased on the compurion e mesn
Lendin arvd Totwmen duy O aind Gy 70) of saeh reased gronmp with B costrod
e M iy Sne T st hecagy.
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by Masvévaiag 243 (X)) MONel6

Povulue of lesion areds per week of mbbits experinentally inoculated wizh P Ssidicsun roocpores und that recelved Deaimest with minocyeline aod b
musotherapy, sad were compared with costrol group at each 1ine polat (Le, duys-week) during 70 days

Druratiosy (Daye) Trestmess (7 vade |
Casand Mo M= 4 b= [

y AT P - Q0mS) 235 (0 = Goest) 402 F - 000 4000 - 000
“ 52 () - w02y 325 (F - 00%) 13 - B1%04) 4R = noesy)
2 Lo - aod) 1170 = 040y 502 - 02 Ta8r ~ 00000
P} 2958 (F = O00UY) 296 = lLeosn) S11 0 - 03 TAY WP - a2

= P - cmoon L2800 = L2920 asd P - deadm) L8 W - Q2uwm)
E53 I - amry) 24N (P = 0LINH) IR -y 1897 O = 111N
e JAAS (- a0111) 25a 00 = sual) Lo~ o) 100 - B0
% 4L = nooat) 2420 - n2n) 1082 (F - 0.2280) BN - G0Ny
a 6713 2 (F = Q0008 ISk - 000 S (F = 008 1950 b 1P = Gns0)
n TLSS 2 (0 = Q000W) LA e (P = 0033 SLa b (F = G2t01) B P - Gy

“~"hledw within a row, st thuring & common upencripe, se sgnificady difecents {p < 0.05)
" Duta représent messsy from 5 teplicates per Ueutment (Le, Min, lmm. Mis + bmm) n = 5

Ml minocyeiine, s mmusotherapy

groups. The minocycline plus immunotherapy (r = 0.9212) growp
shawed a significant decrease in lesion size compared to the contrul
group and to the immunotherapy (r = (0.8577) and minecycline (v = .
0.3343) alooe groups. Pvalue was calculate based on the comparison
the mean lesion areas (betweesn day 0 and day 70) of each treated group
with the to the control groap.

The Yuhic | demanstrate Poyalue of lesion areas per week of rabbits
experimentally inoculated with P. suidiossm zoospores and that re
ceived treatment with minccycline and immunothemapy, and were
compared with control group at each time potnt (Le., days week) during

70 dayx. In the minocyciine plus mmunotherapy group, one animal
shawed a total reduction n the Jesion in the sixth week (42 days) of

treatmesnt; in the control group, two snimals died m the sixth week (42
days) of treatnsent, and one died in the ninth week (63 days) of treat
ment, Necropsies indicated that their deaths were caused by pythioss
metastasts in the lungs and kidneys.

Husmpagholog ol amalysis

From the confirmation of pythioss theough the ELISA test, as do
scribed by Seoturio e al (2006, a blinded histopathelogical analysis
was also The HAE stained subcutancous lestan timue from
rubbits moculated with . rsidioson showed the presence of multifocal
to-coalescent pyograsulomatous inflummation, areas with caseous ne
crotic content, glant cells, and macrophages with 4 vacuolated cyso
plasm anx! abundant eosinophils. These characteristics were reduced in
the subcutaneoas njuries and absent (n the organs of the treated
proups. Grocolt's stain revealed vegular hyphoe lihe sructures that
were mmified and occasonally sepeate (11 2)

A. Discussion

In the present study, we compared the on wye effects of muinocycline,
Immunotherapy and minccycline plas immunotherapy in P eusdioaum
Infected rabbits. Our stody, as well as that of Jes e ol (2016 showed
m wo that mioocycline treatment reduces the progression of b
cutaneous lesions whon compared 10 o treatment, which Jeva deemed
to be due to fungistatie activity. Trestment with oral minocycline was
also investigated in o patient with ocular pythiosis wha succesmililly
tromted (Contellar ex ul. 2017) Comsistently, a recent study by Mavno
et Al (2010) reparted 3 succenful case of P bunfiossm keratitls that
responded 10 a triple regimen of minocycline, linesalid, and chioe

As o foundution for our sy, we snalysed the ressarch of Lurvts
w1l CI014), who previeusly observed that antibacrerials that sct by
inhibiting protetn synthests, woch o minecycline, are promising

candidate therapies for the meatment of pythiosis Anothes study
showed a possible treatment spproack, complementary to the main
therapies for pythiosis, using combinations of topical antibiotsce, sach
s ceenmide and cetyipyridiniom, plos azithromycin or terbinafine
(Pagus et ul 2008) or linesolid and chiorumphenicol (Mecnoo et al
a19)

munotherapy individually or in combimation resulted i reduced in-
juries i infected mbbits. Conuistent with the present study, Proras
et al (2004) also compared immunctherzpy and capofungin et
ments, which were found 10 comiderably redoce the subcutaneoas le-
sian areas; huwever, the prowth of the injuries resumed after the end of
drug administration. In contrast, in the present study, we observed the
bealing of an animal in the groop treated with minocycline ples im.
musatherapy, prompting the hypothesis that minocycline enhances the
efiect of the treatmens. This treatment effect may have happenad be
cause of the mmunomodulatnry activity of minocycline that has been
demonstrated in previous studies (Kloppenbury oo ol 1994 Aguihon
and Gasr 20110)

Previows studies have shown that drugs of the tetacyciine funily
bave antl inflammatocy snd sntibacterial propernes and are wseful for
the treatment of chronic inflammatory disesses (Galoh o1 al, 19590 Vol
et 2l 300%) Theve agents decrease the activity of collagenase, phos
pholipase A, and several matrix metallopeoseinases, and they decrease
the production of IL1J, IL6, and TNF-a in & wide range of tissues;
these drugs also suppress varioen cell lines, incloding newtrophils and T
lymphbacytes (Kraksyer and Buckley, 2000 Sapadin anel Flelschenajer,
2008; Agnibatrs and Gane, 2010).

The immuee status of the animal treated wuh minocycline and
munacyciine plus immunotherapy reinforces previously wggestesd hy
potheses (Mendioes amd Newton, 2004), such us thowe by Bach et ol
(2000) and Buch or ol (2010), Additionally, these results suggess that
minocycline abone s an important dray that should be admanistered
until the thineenth day of reatment foc pythiosls due to the window of
action of mmemotherapy, L, the fonmation of antibodies can take
from seven 1o fourteen days and from the fourteenth day only
mmeotherapy is requined, a3 demonatrated by the ELISA et (Goatusio
et al, J006) Thes, minocycline exerts My peotective sction while (he
Infected prgantum does not yet have antibodies agamst pythiosis
Therefoce, the ant- mflummatory and nmunomedulatory capacsty of
the drug favors the survival of the animal with pythicsis while pee.
venting metaatuses @ the oogns of these astmals

Stoxdses show that minecyctine is distribused freely 10 the msentisial
flusd, und this phesomenan is most probably doe to the high Upophil.
letty of minecycline (Masluod ot sl 2014). Thus, we hypothestze that
it b relatively easy fur minocycline o pesetrate the thaues and 1o exert
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les anthinflammatory and fungisatic effects, or acconding o other
mdies, mivocyclioe nuy also scoumulate i tissues, validuting our
results (Garrido Mesa et 2l 2010)

We abso favor the hypotheses of Bach o1 ol (2017 and other re
searchers (Lovetn ot al, 2011) wating that snémals cured with i
munotherupy develop a Th response, snd sick unimals develop a Thi
response Mmluny_ Lestur ot al (2000 showed that the use of the
immunotherapy PitiamVac* efficiently mduced naive T cell differ
entiation into & Thi phenotype by the activation of specific Thi oyt
kine production i vive (o animals with pythiosls, We hypothesize that
our therapeutic approach will aveld the proloaged wse of amibiotics
because we suspect that the mechanism of sction agaisst P, nsilloam s
simidlar to that observed against bacteria, consistent with the hypaothests
of Lot vt d (2014)

8. Conclusion

Our study simed 1o identify & satisfactory trestment for pythiosis
and to establish & new treatment protucol. Our results suggest that
minocycline (10 mg/kg) has fungaatic sctivity in mbbsts infected with
P mtlosum, and immunotherapy (Fuiem. Vac®) b an effective com
binatian therapy option because it cured ooe animal during the treat
ment pertod v the development of & Thl resposse,

Thim, we suggest the e of minceychioe up i the thirteenth day o
modulate the Inflammation triggeced by the infecuon, snd weatment

This wudy was fnanced I port by

with the immunocherzpy from the founerath dry sanl regrewion of the
prihicsis inpury. To the best of our knowledge, this siady represents the
fimt evaluation of the we of mmecycline in combination with im
munotheropy againg P. nadicnm i an expenimental diseuse model
Future studies thoald comider thin therageutic approach in humass snd
sther snimab, and addwional pharmacological and waicological o
vestigatans are required to determine puidelioes for the evahustion of
the safery and efficacy of this drug in the reatment of pythiosis.
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5.2 MANUSCRITO 1

5.2.1 E-NTPDASE, E-5-NT and E-ADA activities in platelets of an experimental
model of pythiosis treated with immunotherapy and minocycline.

Manuscrito submetido para a Revista Cell Biochemistry and Function,

conforme anexo 2.



45
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Abstract

This study aimed to evaluate the activity of the enzymes E-NTPDase, E-5'-
nucleotidase and E-adenosine deaminase (E-ADA) in platelets from rabbits
inoculated with P. insidiosum and treated with imunotherapy and minocycline.
Twenty five rabbits, aged three months old and subcutaneously inoculated with
Pythium insidiosum zoospores were divided into five groups (n=5): treated with
minocycline (10 mg/kg/day twice daily), treated with immunotherapy (34 mg
subcutaneously every 14 days), treated with minocycline plus immunotherapy, and
untreated and healthy group. The treatments were started 30 days after inoculation,
by 70 weeks, and only in the rabbits that developed lesions. The infected and
untreated group differed significantly increased in relation to the healthy group only in
the hydrolysis of ADP and AMP. The results too showed that E-NTPDase and E-5'-
nucleotidase activities were decreased in the immunotherapy-treated groups, which
consequently increased the extracellular concentration of extracelular ATP, ADP and
AMP. E-NTPDase and E-5-nucleotidase activities were decreased in the
immunotherapy-treated groups and they were increased in the isoled minocycline-
treated group. The enzymes activities were decreased in the treatment association
minocycline plus immunotherapy-treated. E-ADA activity did not change in the
context of infection with the oomycete. Our results reiterate the hypothesis of
purinergic system receptor involvement in the modulation of immune response also
for platelets, and that the nucleotides and adenine nucleoside interact for modulation

of the Thl response to occur.

Keywords: Pythium insidiosum; platelets; E-NTPDase; E-5-nucleotidase; E-

adenosine deaminase;



47

1. Introduction

Purinergic signaling system plays an important regulatory role in inflammation,
cellular activation, blood flow, and vascular thrombosis by extracellular biomolecules.
The purinergic system is composed of three main components: adenine nucleotides,
adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP), adenosine
monophosphate (AMP) and its nucleoside adenosine (ADO), receptors and
ectoenzymes (YEGUTKIN, 2008). ATP and or ADP regulate hemostasis and
thrombosis via activation and aggregation of platelets at sites of vascular injury and
mediate several inflammatory responses, including the release of the cytokines,
tumour necrosis factor-a and interleukin-18 (ZIMMERMANNN et al., 2012;
BURNSTOCK, 2016).

These extracellular molecules (ATP and ADP) interact with their cell surface
receptors, effects are mediated through G-protein-coupled P2Y receptors as well as
via ‘cytolytic’ P2X7 and other P2X receptors with intrinsic pore-forming activity, and
type P1 is responsive to adenosine (DI VIRGILIO, 2001; YEGUTKIN et al., 2002;
SCHETINGER et al., 2008). The duration and magnitude of purinergic signalling is
governed by nucleotide-degrading ectoenzymes that are anchored to the cell surface
and are found in many cell types, such as lymphocytes (LEAL et al.,, 2005) and
platelets (PILLA et al., 1996; LUNKES et al., 2003).

E-NTPDase (CD39, ecto-apyrase, ATP diphosphohydrolase, EC 3.6.1.5) is a
glycosylated, member of the ectonucleotide triphosphate diphosphohydrolase family,
converts ATP and ADP into AMP, whereas E-5-nucleotidase (E-5-NT; CD73; EC
3.1.3.5) converts AMP into ADO (ELTZSCHIG et al., 2003). Adenosine levels are
controlled by adenosine kinase (AK), which rephosphorylates adenosine, and by E-
adenosine deaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4) which converts adenosine into inosine
(FRANCO et al., 1998).

It is already known that the enzymes of the purinergic system are involved in
the signaling of several diseases, as well as, with the therapeutic potential (LEAL et
al., 2005; BURNSTOCK; KNIGHT; GREIG, 2012; JARVIS, 2019). In pythiosis, for
example, the interaction with purinergic receptors would provoke a Thl response
pattern resulting in the decrease of lesions (BACH et al., 2010). Pythiosis is a
disease caused by the oomycete Pythium insidiosum, a fungus-like aguatic organism
that inhabits swampy areas, causative agent of pythiosis that affects the human and
animals, particularly horses (GAASTRA et al., 2010).
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Pythiosis is a chronic and piogranulomatous disease and does not yet have a
complete knowledge about the mechanisms involved in infection (SANTURIO et al.,
2006a). Successful resolution of pythiosis with antifungal treatment alone is difficult
due to Pythium spp. cell wall and cytoplasmic membrane compositions are devoid of
ergosterol, the target of most antifungal drugs (GROOTERS, 2003; LERKSUTHIRAT
et al., 2017).

Pitium-Vac® immunotherapeutic is an agent prepared from the mycelial mass
of P. insidiosum, has been successfully used in the treatment of equine pythiosis,
and a cure rate between 70 and 80% is achieved (MORAES et al., 2013). However,
this therapeutic approach provides a curative but not protective response because
reinfections were reported (SANTOS et al., 2011).

Due to the fact that the etiologic agent has different morphological
characteristics from true fungi, therapeutic strategies using antibiotic drugs, such as
minocycline, have shown good results (LORETO et al. 2014; RAMAPPA et al.,
2017). Studies have shown that minocycline exerts fungistatic activity on oomycete
and which influenced the cure or survival of rabbits with pythiosis infected
experimentally (JESUS et al., 2016; ZIMMERMANN et al., 2020).

Taking into account the importance of ecto-enzymes activities in the
maintenance of hemostasis and the in immunoregulation, this study aimed
investigate the participation of the purinergic system, through the activity of the E-
NTPDase, E-5-nucleotidase and E-adenosine deaminase enzymes in platelets of
rabbits inoculated with P. insidiosum treated with immunotherapy and minocycline.

2. Materials and methods
2.1 Chemicals

The substrates adenosine 5'-triphosphate disodium salt (ATP), adenosine 5’-
diphosphate sodium salt (ADP), 5’-monophosphate sodium salt (AMP), thymidine 5’-
monophosphate p-nitrophenyl ester sodium salt (p-Nph-5’-TMP), adenosine, as well
as bovine serum albumin, Trizma base, HEPES and Coomassie Brilliant Blue G were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). K;HPO4, KH2PO4, (NH4)2, MgCl,
sH20, CaCl,,H,O was purchased from Reagen and Tetrabutylammonium chloride
from Merck (Darmstadt, Germany). All the other chemicals used in this experiment

were of analytical grade and of the highest purity.
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2.2 Pythium insidiosum

The clinical isolate of P. insidiosum used to induce experimental pythiosis
(isolate 290) was genotyped and registered under the GenBank accession number
KJ176713, according to Jesus et al. (2016).

2.3 Zoosporogenesis

Ten pieces of Paspalum notatum grass, approximately 2 centimeters in length,
were autoclaved, distributed over P. insidiosum cultures, and incubated at 37°C for
24 h (SANTURIO et al., 2003). Pieces of infected grass were transferred to an
induction medium that contained the following: solution 1: K;HPO, 1.0 M (Vetec®,
Rio de Janeiro, Brazil), KH,PO, 1.0 M (Vetec®), (NH,4), 3.66 M (Vetec®), and 500 ml
of distilled water; solution 2: MgCl, ¢H,0 0.5 M (Vetec®), CaCl, ,H,O 0.5 M (Vetec®),
and 250 ml of distilled water. The final induction medium composition was 0.5 ml of
solution 1 and 0.1 ml of solution 2 in 1000 ml of sterile distilled water. Induction
medium containing pieces of grass infected with P. insidiosum was incubated at 37°C
for 8 h. Pieces of grass were observed by microscopy, and zoospores were counted
using a Neubauer chamber.

2.4 Animals and treatment

The rabbits New Zealand were obtained from the Central Animal Laboratory of
the Federal University of Santa Maria (UFSM) with aged three months old and were
kept in a temperature range of 16-22°C and 60-65% relative humidity; they received
100 g of commercial food for rabbits, vegetable fiber and water ad libitum. The
animals The Ethics Committee on Animal Experiments of UFSM approved all the
animal procedures (protocol number: 055/2012).

The rabbits were subcutaneously inoculated with P. insidiosum with 17.500
zoospores and were checked weekly, and the subcutaneous nodular area (cm2) was
measured using a sliding caliper when nodules were present. Nodular development
was evaluated 30 days after inoculation. After the animals were divided into five
groups (n=5); treated with minocycline (PharmaNostra® Rio de Janeiro, Brazil) (10
mg/kg/day twice daily by oral administration), Pitium-Vac® immunotherapy (34 mg
subcutaneously every 14 days), minocycline plus immunotherapy, control group

infected and healthy control group. ELISA was used to confirm the early diagnosis of
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P. insidiosum infection prior to nodule development, as described by Santurio et al.
(2003; 2006).

The immunotherapy immunotherapy started to be administered
subcutaneously on the 30" day after inoculation in the distal region opposite to the
zoospore injection site. This procedure was repeated every 14 days for a total of four
injections. The treatment with minocycline was based on the in vitro and in vivo
susceptibility results reported by Jesus et al. (2016). The animals were treated for ten
week after the development of lesions, with minocycline PharmaNostra® 10
mg/kg/day twice daily by oral administration and Pitium-Vac® immunotherapy 34 mg

subcutaneously every 14 days.

2.5 Preparation of biological samples

At the end of the experiment, all surviving animals were euthanized through
deepening of anesthesia using thiopental (Thiopentax® Cristélia, Sdo Paulo, Brazil)
(60 mg/kg), and the blood was collected by puncture of the femoral and transferred to

the vacuum tubes with sodium citrate 3.5% (BD Vacutainer®, Brazil).

2.6 Cellular integrity

The integrity of the platelet preparation was confirmed by determining the
lactate dehydrogenase (LDH) activity in intact and disrupted platelets using the
kinetic method of the Labquest apparatus (Diagnostics Gold Analyzer). The
procedure was repeated before and after the incubation period. The protocol was
carried out according to the manufacturer's instructions. Triton X-100 (1 %, final
concentration) was used to disrupt the platelet preparation. The enzymatic activity is
expressed as units per liter, and one unit (1U) corresponds to 1 umol of NADH

formed per minute per liter.

2.7 Platelet preparation

Platelets were prepared by the method of Pilla et al. (1996) modified by
Lunkes et al. (2003). Briefly, peripheral blood was collected in 0.129 M sodium citrate
as anticoagulant and centrifuged at 160xg for 15 min. Afterwards, the PRP was
centrifuged at 1,400xg for 30 min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH
7.0, containing 142 mM NaCl, 2.5 mM KCI, and 5.5 mM glucose. The washed
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platelets were resuspended in HEPES isosmolar buffer and protein was adjusted to
0.4-0.6 mg/mL.

2.8 E-NTPDase and E-5’-nucleotidase activities determination

E-NTPDase enzymatic assay in platelets was carried out in a reaction medium
containing 5 mM CacCl,, 100 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM glucose, and 50 mM Tris—
HCI buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 pL as described by Lunkes et al. (2003).
For AMP hydrolysis, the 5’-nucleotidase activity was carried out as previously
described, except that the 5 mM CaCl, was replaced by 10 mM MgCl,. Twenty
microliters of the enzyme preparation (8-12 ug of protein) was added to the reaction
mixture and pre-incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction was initiated
by the addition of ATP or ADP at a final concentration of 1mM, and AMP at a final
concentration of 2 mM, and the time of incubation was 60 min. Both enzyme assays
were stopped by the addition of 200 uL of 10% trichloroacetic acid (TCA) to provide a
final concentration of 5%. Subsequently, the tubes were chilled on ice for 10 min.
Released inorganic phosphate (Pi) was assayed by method of Chan, Delfert, Junger
(1986) using malachite green as the colorimetric reagent and KH,PO, as standard.
Controls were carried out to correct for nonenzymatic hydrolyses of nucleotides by
adding enzyme preparation after TCA addition. All samples were run in triplicate.

Enzyme-specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein.

2.9 Adenosine deaminase activity determination (E-ADA)

E-ADA activity from platelets was determined according to Giusti and Galanti
(1984), which is based on the direct measurement of the formation of ammonia,
produced when adenosine deaminase acts in excess of adenosine. Briefly, 50 uL of
platelets reacted with 21 mmol/L of adenosine, pH 6.5, and was incubated at 37 °C
for 60 min. The protein content used for the platelet experiment was adjusted to
between 0.7 and 0.9 mg/mL. Results were expressed in units per liter (U/L). One unit
(1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1 mmol of

ammonia per minute from adenosine at standard assay conditions.

2.10 Protein determination
Protein content was measured by the Coomassie Blue method according to

Bradford (1976) using bovine serum albumin as the standard. This assay is based on
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the binding of the dye Coomassie Blue G-250 to protein, and this binding is

accompanied by measuring the absorbance maximum of the solution at 595 nm.

2.11 Statistical analysis
Data are expressed as the mean * standard deviation (S.D). Statistical
analysis were performed using Sigma Plot software version 12.5, and one-way

ANOVA was performed. Significant differences were considered at P< 0.05.

3. Results
3.1 Cellular integrity

After thirty days the rabbits-infected were treated. During the experiment two
animals died in the pythiosis group, one animal in the sixth week and the other in the
nineth week. Necropsies indicated that their death was caused by pythiosis
metastases in the lungs and kidneys.

LDH activity measurement showed that approximately 5% of the platelets of
both groups were disrupted, indicating that the preparation was predominantly intact
after the isolation procedure (Data not shown).

3.2 E-NTPDase activity

Rabbits with lesions characteristic of pythiosis showed alterations in ATP
hydrolysis. Compared to the healthy group (HC = 29,75 + 4,09 nmol Pi/min/mg
protein) with the pythiosis control (PC = 28,19 + 3,02 nmol Pi/min/mg protein),
revealed that the group with lesions (PC) wasn’t significantly different compared to
the group without lesions (HC) (Fig. 1A). And comparing with the other groups with
pythiosis and who received treatment, Pitium-Vac® (PVAC = 23,73 = 3,60 nmol
Pi/min/mg protein), minocicline treatment (MIN = 20,97 = 3,72 nmol Pi/min/mg
protein) and treatment association (PVAC+MIN = 15,12 £ 2,94 Pi/min/mg protein)
there was a significant decrease in enzyme activity E-NTPDase.

In the hydrolysis of ADP in platelets (Fig. 1B) post hoc analysis with the
revealed that the group PC (15,72 = 1,28 Pi / min / mg protein) was significantly
different compared to the group HC (11,74 = 1,83 Pi / min / mg protein), apresented
progressive increase in enzymatic activity, and consequent increase hydrolysis of
ADP. The hydrolysis of ADP in platelets presented a significant reduction (P < 0.05)
in the groups that were treated with immunotherapy (PVAC = 5,64 + 1,07 Pi/min/mg
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protein, and PVAC + MIN = 4,84 £ 1,61 Pi / min / mg protein), when compared with
the other MIN (14,97 £+ 1,88 Pi/ min / mg protein), PC and HC groups.

3.3 E-5’ nucleotidase activity

Figure 1C demonstrates that hydrolysis of AMP in platelets treated rabbit
revealed that increase of E-5-NT enzymatic activity to PC group (18.78 + 1.57
nmolPi / min / mg protein) was significantly different (P < 0.05) compared to the HC
group (13.00 = 2.59 nmolPi / min / mg protein). And comparing with the other groups
with pythiosis who received treatment, PVAC, MIN and PVAC + MIN (2.65 + 1.39;
8.15 + 1.66; 2.81 + 0.47 nmol Pi / min / mg protein, respectively, P <0.05) was

significantly reduced in relation to HC and PC group.

3.3 E-ADA activity

The results obtained for adenosine deamination by E-ADA activity in platelets
of PC group (14,13 £ 2,58 U ADA / mg protein) and HC group (11,87 + 2,12 U ADA /
mg protein) did not present significant statistical diferences (P > 0.05), in the same
way as the groups treated with MIN group (14,90 + 3,32 U ADA/mg protein) and
PVAC group (13,79 = 2,23 U ADA/mg protein) as well as the association between
them (PVAC+MIN = 10,60 + 2,68 U ADA/mg protein), represented in Figure 1D.

Figure 1. Effect of immunotherapy (Pitium-Vac® - PVAC), minocycline (MIN), and
PVAC+MIN on NTPDase (ATP (A) and ADP (B)), 5'nucleotidase (AMP (C)) and E-
ADA (D) activities on rabbits platelets. Data are presented as mean + SD. HC =
Healthy Control; PC = Pythiosis control; n = 5. Groups that share different letters are
statistically different (P < 0.01). * No significant difference between groups was
observed (P > 0.05).
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Our study evaluated the purinergic system through the activity of ectoenzymes

in the hydrolysis of adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) and adenosine

nucleoside in P. insidiosum-infected rabbits platelet samples and that they also

received treatment with immunotherapy the Pitium-Vac® and minocycline, and the

association. Several studies have shown changes in adenine nucleotide hydrolysis in
various pathological conditions, including cancer (SITKOVSKY, 2008; ZHANG,
2010), chagas disease (SOUZA et al., 2012), parasitological diseases (OLIVEIRA et
al., 2012), but few studies related to pythiosis.
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The present study was developed from a preparation containing 95% intact
platelets, and the activities of the ectoenzymes E-NTPDase, E-5-NT and E-ADA
were measured from platelets of rabbits. These results reinforce the close
relationship between pithiosis and the purinergic system as reported by Bach et al.
(2010) and Bach et al. (2012) that proposed that there is an involvement, based on
ecto-enzymes of lymphocytes, which would also regulate the immune response in
the host.

Our results showed a significant reduction of ATP hydrolysis in platelets of
rabbits with pythiosis possibly followed by an increase in the extracellular
concentration of ATP. ATP release is a consequence of damage host cells, to the
product of inflammatory cell activation being a process closely involved with immunity
(DOSCH et al., 2018). According Burnstock (2016) there is ATP release from injured
cells, resulting in the inflammatory response through increased synthesis of
prostaglandin E2, consequently occurs binding to the P2X7 cell receptors during
acute inflammation (BODIN; BURNSTOCK, 1998). This extracellular situation
configures stimulation of Th; immunity and could be involved in oomycete
destruction.

In addition, minocycline for having immunomodulatory activity, when analyzed
in isolation, may be contributing to avoid activation of inflammatory molecules and
when used in combination with immunotherapy, it may be acting together with the
destruction of the agent. Corroborating, Kalish and Koujak (2004) suggested a new
immunosuppressive mechanism for minocycline, in tetanus toxoid, being the
minocycline inhibits antigen processing of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) proliferation at therapeutic concentrations and that the minocycline has
potential for the treatment of CD4+ T cell mediated (e.g., HLA-DR linked)
autoimmune conditions such as rheumatoid arthritis, or multiple sclerosis. Studies
show that minocycline also acts on metalloproteinases (MMP) present on the surface
of platelets, being important at the time of inflammation in the presence of P.
insidiosum (THOMAS, 2003).

Furthermore, according Zimmermann (2001) the molecule of ATP can act as
cosubstrate for others ecotoenzymes, besides of NTPDase, as ectoprotein kinases,
resulting in the production of phosphoprotein and ADP. In addition, there is on the
platelet surface the ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP),

which also catalyze the hydrolysis of ATP and ADP, forming AMP. This probably
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could justify our results. A similar study performed by Nakaar et al (1998) pointed that
ATP is hydrolyzed to AMP by recombinant Toxoplasma gondii NTPasel with little
accumulation of ADP. In disagreement, recombinant NTPase3 hydrolyzes ATP
rapidly to ADP but degrades it only slowly to AMP, this is due to the fact that these
enzymes share 97% of their amino acids.

Ours results demonstrates an increase in the E-NTPDase activity when used
ADP substrate during the infection and minocycline treatment. Probably, infection
induces an increase in platelet ADP hydrolysis inhibiting platelet aggregation and
limiting thrombus formation. The treatment with immunotherapy was able to decrease
the enzymatic activity, which leads us to believe that there was an increase of
extracellular ADP. ADP is the most important promoter of platelet aggregation,
whereas adenosine is a powerful inhibitor of this process. The increase of ADP in the
extracellular medium may also lead to a pro-inflammatory reaction, mainly by the
release of pro-inflammatory mediators, as tumor necrosis factor a, IL-12, IL-1b and
reactive oxygen species which collaborate for the induction of an immune response
Th; that could be corroborated with an invading agent destroyer (YEGUTKIN, 2008).

When ATP and ADP concentrations are high in the extracellular medium, their
effects will be provided by binding to the P,X purinoreceptors which are expressed in
the target cell, activating pro-inflammatory cytokine production and triggering a Thy
response. In contrast, second Bours et al. (2006), low concentrations of extracellular
ATP and ADP possess affinity for P,Y purinoreceptors, which stimulate the Th,
iImmune response, as it was also stated by Di Virgilio, Boeynaems and Robson
(2009). In addition, Golub et al. (1991) affirm that minocycline may also contribute by
a non-antimicrobial mechanism, but through anti-collagenase and anti-inflammatory
activity. Giuliani, Hader and Yong (2005) state that minocycline has a direct effect on
the reduction of TNF-qa, IL-1 and metalloproteinases, which we believe to contribute
to the Th, response.

The pathogenesis of P. insidiosum infection and the immune response is a
large challenge. Many studies speculate to complement the hypothesis proposed by
Mendoza and Newton (2005), according with them, host immune response to natural
P. insidiosum infection is based on Th; response with eosinophilic inflammation and
release of IL-4 and IL-5 associated with disease progression and chronification. It

has been speculated that the most likely explanation for the curative properties of
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immunotherapy would be switch a Th, to a Th; response pattern (MENDOZA;
MANDY; GLASS, 2003).

Our study also showed high E-5-NT activity in infected rabbits and decrease
in E-5-NT activity in the rabbits treated with the immunotherapy and minocicline,
consequently also altering the hydrolysis of extracellular AMP. The increased E-5-NT
activity in platelets also was observed by Souza et al. (2012) and Fretes et al. (1999)
in platelets of Chagas disease patients and heart myocytes from acutely T. cruzi-
infected mice, respectively. Fretes et al. (1999) suggested that the increased activity
can be caused by hypoperfusion conditions during T. cruzi infection, leading to the
production of adenosine, a cardioprotective substance.

Our study suggested that possible increase in extracellular AMP levels
contributes to the induction of a Th; response. According to Mendoza and Newton
(2005) host immune response to natural P. insidiosum infection is based on Th;
response with eosinophilic inflammation and release of interleukin (IL)-4 and IL-5
associated with disease progression and chronification. It has been speculated that
the most likely explanation for the curative properties of immunotherapy would be
switch a Th; to a Th; response pattern (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003).

Corroborating with this suggestion, Borowiec atl. (2006) affirm that high AMP
levels, serve as substrate for the production by catalytic activity of E-5-NT of
adenosine, which presents anti-inflammatory properties as well as thromboregulatory
effects (BOROWIEC et al.,, 2006). The adenine nucleotides and adenosine are
released from cells to extracellular medium during infection and inflammatory process
and act modulating vascular response, through purinergic receptors (SOUZA et al.,
2012). Furthermore, the adenosine exerts its potent effect anti-inflammatory and
immunosuppressive actions through binding with P, receptors (FREDHOLM et al.,
2001; BACH et al., 2013).

In addition to the enhancement of E-NTPDase and E-5'-NT activities in group
PC, no changes were observed E-ADA activity among the groups (PC, HC, MIN,
PVAC and MIN+PVAC) in this study, which indicate that adenosine nucleoside is
present in physiological levels in the extracellular medium. His is positive because
this nucleoside is widelyrecognized as an immunosuppressive molecule and can thus
be cause, when present in high particles, a marked cellular immunosuppression.
Corroborating one hypothesis, Dwyer (2007) states that increased adenosine, as well

as ATP, in response to tissue damage, is commonly seen in acute processes.
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And, Di Virgilio (2007) states that purinergic signaling also impacts chronic
inflammatory processes, as cell proliferation, differentiation and apoptosis (DI
VIRGILIO, 2007). Then, after the progression of the immune response, nucleotide-
mediated purinergics may become immunomodulatory in response to
microenvironmental signals according to the tissue in which the response occurs
(JACOB et al., 2013). Likewise, the minocicline can act modulating through of the
inhibits the production of mediators of inflammation, such as inducible nitric oxide
synthase and MMP.  Futhermore, another factor to be considered is the
pharmacokinetics of minocycline permited strong affinity for tissue and could be
influencing the response to treatment (GIULIAN; HADER; YONG, 2005).

In this context, the importance of measuring the enzymes located on the
surface of platelets facilitates the transfer of information to the different sites of the
organism, since the platelets are numerous and mobile and interacting with each
other and with other blood cells, during its useful life. Thus, it is believed that platelets
also interact with invading fungi at different stages of infection and also at different
sites in the body and influence thrombogenic function. In the same way that
fragments of hyphae can rupture and circulate in the bloodstream, giving rise to
greater dissemination (SORGO et al., 2013; GIRARD et al., 2013).

According Marcus et al. (2003) and Bours et al. (2006) the platelets interact
with invading fungi at different stages of the infection and also at different sites of the
body (MARCUS et al., 2003; BOURS et al., 2006). In this sense, our results reinforce
those reported by Bach et al. (2013) and reinforce the importance of the purinergic
system in the modulation of the immune response during P. insidiosum infection and
treatment with associated minocicline and Pitium-Vac®. Futhermore, our study
suggests the direct involvement of the purinoreceptors in the course of the disease

and in the immune modulation of the host.

5. Conclusion

In conclusion, it is observed participation of some enzymes the purinergic
system, as E-NTPDase, E-5-NT and E-ADA during the P. insidiosum infection and in
the proposed treatments. We suggest that the treatments with minocycline and
immunotherapy are capable of reversing the signs developed by the infection about
the size of the lesions and disease progression, as so recently the present group of

authors published.
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Our results reiterate the hypothesis of receptor involvement in the modulation
of the immune response also for platelets. In addition, our hypothesis is that there is
an influence of adenosine on platelet regulation, preventing the formation of
thrombus after the use of Pitium-Vac®, as a possible cronic response of sick. And
instigates the search for more investigations of cellular markers that may be

influencing the immunological response of treatment with the immunotherapy.
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6 DISCUSSAO

A patogénese da infeccdo por P. insidiosum e a resposta immune sdo um
grande desafio. Com o intuito de compreender melhor esse mecanismo, o0 presente
estudo investigou um tratamento para pitiose experimental em coelhos com
minociclina e imunoterapia de forma isoladas e associadas. Anteriormente,
acreditava-se que a cirurgia radical, era suficiente para eliminar a doenca, mas nem
todo o caso se valia disso. Além da cirurgia, agentes antifingicos e imunoterapia
tem sido recomendada, assim como a combinagdo entre eles e com agentes
antibiticos (MAENO et al, 2019; PERMPALUNG; WORASILCHAI;
CHINDAMPORN, 2019).

Muitas pesquisas tem sugerido associacfes de tratamento para a pitiose,
como, a combinacdo com Oleos essenciais e imunoterapia (FONSECA et al., 2015).
InvestigagBes in vitro utilizando nanotecnologia também revelaram resultados
satisfatérios na busca de novos protocolos (DE SOUZA SILVEIRA VALENTE et al.,
2016). Além disso, Jesus et al. (2015) também sugeriram que combinacfes de
carvacrol ou timol com agentes antimicrobianos podem ser eficazes contra a pitiose
cutanea devido as suas interacdes sinérgicas.

Neste contexto, o artigo 1 da presente tese, avaliou a evolucdo das lesdes
dos coelhos com pitiose experimental durante os 70 dias de experimento in vivo,
comparando os grupos de tratamento entre eles, com o grupo doente (controle). A
correlagédo linear de Pearson mostrou que as lesdes subcutaneas involuiram com os
tratamentos (minociclina, imunoterapia e a associa¢ao), quando comparados com o
grupo controle, o qual teve trés animais mortos ao longo do experimento.

No entanto, o grupo tratado somente com minociclina apresentou menor
variacdo no tamanho da lesédo, seguido pelo grupo que recebeu a associagao,
imunoterapia mais minociclina. Por outro lado, no presente estudo foi observada a
reducdo total da lesdo de um animal do grupo tratado com a associa¢ao, minociclina
mais imunoterapia. Contexto que corrobora com estudos anteriores de Agnihotri e
Gaur (2012), e Kloppenburg et al. (1994), os quais também sugerem que a
minociclina apresenta atividade imunomoduladora, o que instiga acreditar que ela

auxiliou na reducéo da carga microbiana, justificando o presente estudo.
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Durante o tratamento experimental, trés animais do grupo controle doente
foram a Obito, os mesmos apresentaram metastases, comprovadas através da
necropsia nos rins e pulmdes, caracteristicas que foram comparadas, apos a
eutanasia, e no final do experimento, com 0s grupos tratados com minociclina e
imunoterapia, oS quais ndo apresentavam. Neste contexto, a capacidade anti-
inflamatéria e imunomoduladora da minocilina pode ter influenciado na sobrevida
dos animais com pitiose, a0 mesmo tempo que, provavelmente previniu metastases
nos orgados vitais (SAPADIN; FLEISCHMAJER, 2006). Sugere-se que esta
caracteristica seja em decorréncia de sua estrutura quimica, que conforme descrito
por Maalan, Guardabassi e Papich (2014) distribui-se livremente para o fluido
intersticial, e este fendbmeno € em decorréncia de sua alta lipofilicidade. Além disso,
Jesus et al. (2016) contribuem com a hip6tese que a minociclina apresente atividade
fungistética, e por isso reduz a progressdo da lesdo subcutdnea desenvolvida na
pitiose em modelo experimental.

Por outro lado, muitos estudos investigam novas hipéteses para
complementar a proposta por Mendoza e Newton (2005), os quais afirmam que a
resposta imune do hospedeiro a infec¢do natural da pitiose € baseada na resposta
Th2 com inflamacé&o eosinofilica e liberagédo de IL-4 e IL-5, associados a progressao
e a cronificacdo da doenca. Especula-se que as propriedades curativas da
imunoterapia alterem o padrdo de resposta Th2 para resposta Thl (MENDOZA;
MANDY; GLASS, 2003) e, podem ser investigados através do sistema purinérgico e
em células como linfocitos e plaquetas (BACH et al. 2010; 2013).

De acordo com Marcus et al. (2003) e Bours et al. (2006), as plaguetas
interagem com fungos invasores em diferentes estagios da infeccéo, e também em
diferentes locais do organismo. Os nucleotideos de adenina e a adenosina sao
liberados a partir dos granulos das plaguetas, no meio extracellular, diante de uma
ativacdo por um sinal de infeccdo e, ou processo inflamatorio. Os quais atuam
modulando a resposta vascular, através de receptors que estdo na membrana
plaguetaria, como o0s purinérgicos e os receptores membro da familia do fator de
necrose tumoral (SOUZA et al., 2012).

Corroborando, Bach et al. (2010 e 2013) realizaram mensuracdes de ecto-
enzimas em linfécitos de coelhos com pitiose experimental, e relataram o
envolvimento de ectonucleotidases. Neste contexto, a presente tese também

apresenta resultados complementares no manuscrito 1, o qual teve o objetivo de
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avaliar o sistema purinérgico através da atividade de ectoenzimas na hidrélise de
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e nucleosideo de adenosina em
amostras de plaquetas de coelhos infectados por P. insidiosum e tratados com
minociclina e imunoterapia.

Observou-se nesse estudo, o aumento do ATP extracelular nos grupos
tratados com minociclina e imunoterapia, quando comparados com 0s controles,
grupo doente e nao tratado, e grupo saudavel. De acordo com Burnstock (2016), ha
liberagdo de ATP a partir de células lesadas, resultando em resposta inflamatoria
através do aumento da sintese de prostaglandina E2, consequentemente ocorre a
ligacdo aos receptores de células P2X7 durante a inflamacdo aguda (BODIN,
BURNSTOCK, 1998). Além disso, Zimmermann (2001) afirma que a molécula de
ATP pode atuar como co-substrato para outras ecotoenzimas, além de NTPDase,
como ecto-quinases, resultando na producéo de fosfoproteina e ADP.

Contudo, houve um aumento na atividade de E-NTPDase durante a infeccao
provocada pelo P. insidiosum, quando se tratou de substrato ADP. Provavelmente, a
doenca induz um aumento na hidrolise de ADP, das plaquetas, como um mecanismo
compensatoério para inibir a agregacdo plaguetaria. O ADP é o promotor mais
importante da agregacao plaquetaria, e a adenosina € um inibidor deste processo. O
aumento de ADP no meio extracelular pode também levar a uma reacdo pro-
inflamatoria, principalmente pela liberacdo de mediadores, como fator de necrose
tumoral a, IL-12, IL-1b e espécies reativas de oxigénio, que colaboram na inducdo
de um resposta imune Thl (YEGUTKIN, 2008). Assim, os efeitos do ADP e do ATP,
no meio extracelular, sdo proporcionados pela ligagdo aos purinoreceptores P2X
expressos na célula alvo (SOUZA et al., 2012).

Corroborando, Bours et al. (2006) afirmam que baixas concentracdes de ATP
extracelular e ADP possuem afinidade para purinoreceptores P2Y, que estimulam a
resposta imune Th2, como também foi afirmado por Di Virgilio, Boeynaems, Robson
(2009). Em contrapartida, Katoh (2009) sugere que ha outras vias envolvidas, como
a que envolve a liberacdo de quimiocinas, CCL17 (migracdo de ceélula Th2) e
CXCL12 (trafego de mondcito), e que com baixas concentracdes de ADP
conseguem induzir agregacao plaquetéria, podendo causar grande agregacao ao
agir em combinagdo com estas quimiocinas, trazendo sérias consequéncias para o

hospedeiro.
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Neste contexto, devido as caracteristicas ndo microbianas e anti-inflamatérias
e citoprotetoras da minociclina, sugere-se que ela influencia diretamente no estado
de saude geral do hospedeiro, sendo importante a recomendacéo da administracao
até o décimo terceiro dia de tratamento para a pitiose, devido a janela de a¢édo da
imunoterapia e a citoprotecdo a partir das caracteristicas ndo microbianas da
minociclina. Corroborando, Santurio et al. (2003) afirmam que a formacdo de
anticorpos pode levar de sete a quatorze dias, sendo assim, ap0s esse periodo,
sugere-se o tratamento apenas com o imunoterapico Pitium-Vac®.

Além disso, também existe na superficie plaquetaria a ecto-nucleétido
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), que pode catalisar a hidrélise de ATP e ADP,
formando AMP. Este fato, poderia justificar o presente achado, e acaba sendo uma
oportunidade para maiores investigagbes. Um estudo semelhante realizado por
Nakaar et al. (1998) apontou que o ATP € hidrolisado para AMP pela enzima
NTPasel recombinante do Toxoplasma gondii e consequentemente, ocorre pouca
acumulacdo de ADP. Além disso, a NTPase3 recombinante, hidrolisa ATP
rapidamente para ADP mas degrada-a lentamente até AMP, isto ocorre devido estas
enzimas compartilharem 97% dos seus aminoacidos.

Por outro lado, niveis elevados de AMP servem como substrato para a
producdo da adenosina, através da E-5-NT, que apresenta propriedades anti-
inflamatdrias assim como efeitos tromboregulatérios (BOROWIEC et al., 2006). A
gual também exerce a potente acao anti-inflamatéria e imunossupressora através da
ligacdo aos receptores P1 (FREDHOLM et al.,, 2001). Nesse sentido, defende-se
este protocolo de tratamento devido a seguranca evidente até 0 momento e a cura
eminente. A supressao da doenca poderia também estar associada a supressao da
cascata inflamatoria envolvendo as MMP e a via CD40-CD40L.

Entretanto, os resultados deste estudo também ndo confirmaram alteracdes
na atividade da E-ADA, o que acredita-se que o nucleosideo, adenosina, esteja
presente em condi¢des fisiologicas normais. De acordo com Di Virgilio (2007) a
sinalizacdo purinérgica também pode ter um profundo impacto em reacdes
prolongadas e observadas em vérios estados inflamatdrios crénicos, na proliferagéo
celular, diferenciacdo e apoptose. Por outro lado, Jacob et al. (2013) afirma que
ap0s a progressao da resposta imunitaria, o sistema purinérgico mediado por
nucleotideos, também pode tornar-se imunomodulador em resposta a sinais

microambientais de acordo com o tecido em que a resposta ocorre.
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Da mesma forma que fragmentos de hifas podem romper e circular na
corrente sanguinea, dando origem a maior disseminacdo (SORGO et al., 2013;
GIRARD et al., 2013). Corroborando, Giuliani, Hader e Yong (2005) sugerem que ha
relacdo da minociclina com os niveis do ligante CD40L, em células T e plaquetas,
gue consequentemente poderia haver imunomodulacéo, e consequente reducdo da
liberacdo de ATP e ADP, o que acarretaria na quantidade de AMP produzido (HENN
et al., 1998; LAM; VIJAYAN; RUMBAUT, 2015).

Em adicdo, a minociclina contribui para modular a resposta inflamatéria, ja
gue também apresenta propriedades anticolagenase, e pode estar influenciando a
limitacdo da lesdo aos 6rgaos (GOLUB et al., 1991), conforme histologia realizada
pés experimento, e que tem sido atualmente explorada em mais de 30 ensaios
clinicos em andamento (www.clinicaltrials.gov). Giuliani, Hader e Yong (2005)
afirmam que a minociclina tem efeito direto na reducdo do TNF-q, IL-1 e MMP. De
acordo com Thomas (2003), esta situacdo poderia induzir uma contribuicdo para a
resposta Th2 também. Além disso, Romero-Perez et al. (2008) e Peterson (2004)
contribuem afirmando que a minociclina atuou diminuindo o tamanho das lesdes nos
tecidos cardiacos, comprovados através da reducdo na atividade da MMP-9 e do
estresse oxidativo.

Neste contexto, as enzimas localizadas na superficie das plaquetas merecem
ser mais estudadas, uma vez que as plaquetas sdo numerosas e moveis, 0 que
facilita a transferéncia de informacdo para os diferentes locais do organismo,
interagindo entre si e com outras células sanguineas, durante sua vida atil. Assim,
os fungos invasores também poderiam desencadear ativacdo plaquetaria e interagir

com elas ao longo da infeccao.
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7 CONCLUSAO

- Os resultados descritos neste estudo sugerem um tratamento satisfatorio para
pitiose e estabelecem um novo protocolo de tratamento, com minociclina (10 mg /
kg) até o décimo terceiro dia para modular a inflamacdo desencadeada pela
infeccdo, e a administragdo da imunoterapia (Pitium-Vac®) a partir do décimo quarto

dia até a regressao complete da leséo.

- Também reforcam a teoria que a minociclina possui atividade fungistética em
coelhos infectados com P. insidiosum, e a imunoterapia € uma opcdo eficaz de
terapia combinada, pois cura um animal durante o periodo de tratamento através do

desenvolvimento de um Resposta Thl.

- Estima-se que outras vias de sinalizagdo estejam envolvidas também na ativacao
das plaquetas e podem estar influenciando na modulacao da funcao imunoldgica da
resposta ao tratamento para pitiose, sendo relevante compreender melhor o

processo inflamatério que ocorre na doenca.
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onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVACAO:

Santa Maria, 10 de Setembro de 2012.
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, Roselei Fachinetto
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais-UFSM
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