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1. INTRODUCAO

Pythium insidiosum (P. insidiosum) é um oomiceto aquatico que causa a pitiose,
uma enfermidade emergente que afeta mamiferos que habitam regibes de clima
tropical, subtropical e temperado (GAASTRA et al., 2010).

No Brasil, é relatado o maior niumero de casos de pitiose, predominantemente
nas regides sul, nordeste e centro-oeste durante o veréo e o outono (PEREIRA et al.,
2024). Ja na Tailandia e na india, a doenca é endémicaem humanos (YOLANDA &
KRAJAEJUM, 2022). Além disso, a pitiose também tem sido documentada em outras
espécies incluindo cées, bovinos, gatos, caprinos, ovinos e aves, bem como em
mamiferos selvagens (GAASTRA et al., 2010).

A pitiose é uma doenca notavel devido a dificuldade de tratamento e letalidade
nas espécies afetadas. Parte dos insucessos terapéuticos com o uso de antifingicos
€ atribuida a auséncia de ergosterol na membrana citoplasmatica do P. insidiosum, o
gue torna a espécie intrinsecamente resistente a maioria dos antifangicos
convencionais (GAASTRA et al., 2010). Além disso, os resultados nem sempre
satisfatorios obtidos com os protocolos terapéuticos tradicionais, que incluemcirurgia,
imunoterapiae farmacos antifiingicos, tém incentivado, nos tltimos anos, a realizacdo
de diferentes pesquisas para encontrarnovos compostos no combate ao P. insidiosum
(YOLANDA & KRAJAEJUM, 2020).

Neste contexto, estudos avaliando o reposicionamento de farmacos constituem
uma excelente perspectiva para incrementar o arsenal terapéutico da pitiose. A
estratégia de reposicionamento € uma abordagem inovadora e promissora, uma vez
gue acelera o processo de desenvolvimento de novos tratamentos, aproveitando os
medicamentos ja aprovados para usoclinico. Isso ndo apenasreduz os custos, como
também aumenta as chances de sucesso terapéutico (YOLANDA & KRAJAEJUM,
2020)

Estudos prévios tém comprovado que farmacos com atividade antibacteriana,
assim como azitromicina, doxiciclina e minociclina, apresentaram potencial
reposicionamento frente a P. insidiosum, evidenciando eficacia in vitro e in vivo
(YOLANDA & KRAJAEJUM, 2020; LORETO et al., 2018; ROS CASTELLAR, et al.,
2017)

Dentre o arsenal de farmacos encontra-se gemifloxacino, um agente
antibacteriano quinolénico de amplo espectro utilizado para o tratamento de casos
graves de bronquite cronica e pneumonia transitéria (SHAMIM et al., 2022). Além da
atividade antibacteriana, relata-se que o farmaco possui potencial atividade
imunomoduladora, devido a presenca de ciclopropil na sua molécula (UMAIR et al.,
2016).
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Considerando que ndo ha estudos avaliando o reposicionamento desta classe
de farmacos frente a P. insidiosum, o presente estudo tem por objetivo verificar se
gemifloxacino apresenta potencial atividade anti-P. insidiosum.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados oito isolados de P. insidiosum, sendo cinco isolados clinicos
oriundos de equinos, dois isolados clinicos oriundos de caninos, e uma cepa padrao
equinaCBS 101.555. Todos os isolados pertencem ao Laboratorio de Micologia da
Universidade Federal de Pelotas (LABMICO-UFPel) e foram identificados
morfologicamente e molecularmente.

Os testes de microdiluicdo em caldo seguiram o protocolo M38-A2 do CLSI
(2008) (Clinical and Laboratory Standards Institute) com adaptacbes. Para a
preparacao doinoculo,os isolados foram cultivados em agar extrato de levedura0,1%
por 96h em estufaa 37°C. A culturafoihidratada com 10 mL de aguadestilada estéril,
e o micélio foi cuidadosamente raspado utilizando uma I[amina de bisturi estéril. A
solucéo resultante foi transferida para um tubo, e o in6culo ajustado para uma
transmitanciade 80-85% a 530 nm. Em seguida, o inéculofoidiluidona proporcéo de
1:10 em meio RPMI 1640, tamponado a pH 7,0. Para verificar a viabilidade do in6culo,
uma aliquota de 100 uL foi adicionadaa 900 pyL de caldo Sabouraud e incubadaa
37°C por 48 horas.

O antimicrobiano gemifloxacino foi adquirido comercialmente (Sigma-
AldrichCo.,StLouis,USA). A solucdo do antimicrobiano foi diluida em caldo RPMI
glicosado e tamponado a pH 7,0, de modo a obter concentracdes variando entre 128
ug/mL a 0,25 pg/mL. Aliguotas de 100 pL de cada diluicdo foram distribuidas nos
pocos das microplacas, sendoadicionadoumvolumeigualdeinoéculo. Paracada teste
foi utilizado um controle positivo (inéculo + RPMI) e negativo (farmaco + RPMI). As
placas foram incubadas a 37°C em estufa orbital com agitacdo a 40 rpm por 48 horas.
Todos os testes foram realizados em quadruplicata. A avaliacdo foi visual,
considerando o crescimento ou ndode hifas. A menor concentracdo do farmaco capaz
de inibir o crescimento de P. insidiosum foi determinada como a concentracéo
inibitéria minima (CIM), sendo a CIMso a concentragcdo em que 50% das amostras
foram inibidas e CIM90 a concentracdo em que 90% das amostras foram inibidas. As
concentragBes superiores a CIM foram utilizadas para determinar a concentragéo
oomicida minima (COM). Para isso, 100 pL de cada diluicdo foram transferidos para
tubos contendo 900 pL de caldo Sabouraud eincubadosa37°C por 48 horas. A menor
concentracdo do farmaco que ndo apresentou crescimento foi considerada a COM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de susceptibilidade in vitro ao gemifloxacino foram observados o0s
seguintes resultados: dois isolados de P. insidiosum apresentaram CIM de 16 pg/mL,
dois evidenciaram CIM de 32 pg/mL, trés CIM de 64 pg/mL, e um apresentou CIM de
128 pg/mL. A ClIMso foi de 32 pg/mL e a ClMoo foi de 64 pg/mL, sendo a média
geométrica de 41,49 pg/mL. Os valores da COM foram iguais a CIM para quatro
isolados. Paraos demais isolados do oomiceto observou-se que a COM foi maior que
a CIM.

Gemifloxacino é um antibacteriano de amplo espectro, atuando tanto em
bactérias Gram negativas como Gram positivas, sendo muito utilizado no tratamento
das enfermidades pulmonares. Sua acao é bacteriostatica, uma vez que age inibindo
a a replicacdo bacteriana. Seu mecanismo de a¢do € baseado na inibicdo da DNA
girase, uma enzima ativa na replicacdo do DNA da bactéria permitindo que a cadeia
se desenrole, porém age também naenzimatopoisomerase IV, que separa as cadeias
de DNA apos a sua replicacdo (BLONDEUA, J; MISSAGHI, B; 2004).
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No presente estudo o farmaco causou ainibi¢do do crescimento dos isolados de
P. insidiosum avaliados em concentracfes a partir de 16 ug/mL, com CIMo de 64
Mg/mL, demonstrando um potencial oomicida do presente. Interessantemente,
naquelas concentracbes do farmaco onde houve o crescimento micelial de P.
insidiosum, observou-se reducéo desse crescimento, quando comparado ao controle
positivo. Esses resultados indicam que o farmaco avaliado tem acdo sobre esse
microrganismo patodgeno.

Em estudos avaliando a suscetibilidade de bactérias Gram negativas e Gram
positivas ao gemifloxacino, a CIM relatada variou de 0,008 ug/mL a 4,6 pg/mL.
(BLONDEAU & TILLOTSON, 2009; LOPEZ, etal., 2001). Em comparacgao com outros
farmacos antibacterianos, o gemifloxacino apresentou CIMs menores na maioria dos
casos, especialmente contra Streptococcus pneumoniae (0,06 ug/mL) e evidenciou
umaacao superiorem S. pneumoniae resistentes ao levofloxacino (JOGERSEN etal,
2000). Acredita-se que as maiores CIM obtidas para P. insidiosum decorram do fato
gue este microrganismo € um eucarioto.

A pitiose € uma doenca onerosa e de dificil tratamento, onde 0s pacientes
apresentam um prognéstico reservado e desfavoravel (GAASTRA et al, 2010).
Terapias integrativas vem sendo empregadas para otimizar o tratamento da
enfermidade, sendo o reposicionamento de farmacos uma delas. Atualmente, o
reposicionamento de farmacos tem sido amplamente estudado e adotado em
protocolos terapéuticos para o tratamento de doencas em seres humanos e animais.
A descoberta de novos usos para medicamentos j& conhecidos representa uma
abordagem inovadora e eficaz, pois os perfis de seguranca e as caracteristicas
farmacocinéticas desses compostos ja foram previamente ajustados, além de
guestbes ligadas a fabricacdo e ao armazenamento estarem validadas (RASTEGAR -
MOJARAD et al.,, 2015). Assim sendo, pelos resultados obtidos neste estudo
preliminar sugere-se que o gemifloxacino pode vir a ser uma opg¢do de farmaco
reposicionado a ser utilizado no tratamento da pitiose.

4. CONCLUSOES
Gemifloxacino, um farmaco antibacteriano quinolénico tem atividade anti-P.
insidiosum. Demonstra-se neste estudo a potencial reposicdo deste composto sobre
um patdégeno eucarioto. Contudo, estudos avaliando um maior namero de isolados,
bem como ensaios clinicos sdo requeridos para validar o uso deste farmaco em
infecgOes causadas por P. insidiosum.
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