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Pitiose: uma micose emergente
Pythiosis: an emergent mycosis

Janio Morais Santurio', Sydney Hartz Alves’, Daniela Brayer Pereira? & Juliana Siqueira Argenta’

RESUMO

A pitiose é uma enfermidade piogranulomatosa do tecido subcutaneo causada pelo Pythium insidiosum, micror-
ganismo classificado no Reino Straminipila, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia Pythiaceae, Género Pythium e
espécie P. insidiosum. Acomete vdrias espécies animais, porém a doenca é mais freqlientemente observada em equinos, po-
dendo, também, afetar os humanos. Epidemiologicamente a pitiose esta intimamente relacionada com o contato dos ani-
mais e humanos com 4guas contaminadas pelo agente, onde produz zoosporos méveis que constituem-se na forma infec-
tante do Pythium insidiosum. A enfermidade em eqiiinos caracteriza-se principalmente pelo desenvolvimento de lesdes
subcutaneas ulcerativas e granulomatosas de aparéncia tumoral com presenca de massas branco-amareladas, chamadas
internacionalmente de “kunkers”. Ja nas outras espécies a formag@o dos “kunkers” néo € observada. O diagnéstico de
pitiose € realizado pelos sinais clinicos, histopatologia, isolamento e identificacdo do agente, técnicas soroldgicas como
imunodifusdo, ELISA e imunohistoquimica e mais recentemente por PCR. A doenca destaca-se pela dificuldade no trata-
mento, uma vez que as drogas antiftingicas disponiveis ndo mostram eficiéncia contra o Pythium insidiosum. Atualmente
a utilizagdo de imunoterdpicos constitui-se na alternativa de terapia em eqiiinos, com resulatados animadores. Este tra-
balho tem por objetivos revisar os aspectos taxondmicos, epidemioldgicos clinicos e histopatoldgicos da pitiose em diversas
espécies. Também sdo abordados as técnicas diagndsticas e as perspectivas imunoterapicas.

Descritores: pitiose, Pythium insidiosum, coelho, zo6sporos, imunoterapia, oomycota, cavalo.

ABSTRACT

Pythiosis is a granulomatous disease of the subcutaneous tissue caused by the Pythium insidiosum, zoosporic
fungi classified in the Kingdom Straminipila, Class Oomycetes, Order Pythiales, family Pythiaceae, genera Pythium and
specie P. insidiosum. Occurs in some animal species, however the illness is more frequently observed in horses even though
human beings can be affected too. Epidemiologically pythiosis is intimately related with the contact of the animals and
human with contaminated waters for the agent, where it produces motile zoospores which are in the infectious form of the
Pythium insidiosum. The disease in horses characterizes itself mainly for the development of ulcerative and granulomatous
subcutaneous injuries of tumoral appearance with presence of white-yellowish masses, internationally calls of “kunkers”.
Already in the other species the formation of “kunkers” is not observed. The diagnosis of pythiosis is carried through by the
clinical signals, histopathology, isolation and identification of the agent, serological techniques as immunodiffusion, ELISA
and immunohistochemical and more recently for PCR. The illness is distinguished for the difficulty in the treatment, became
the available antifungal drugs do not show to efficiency against Pythium insidiosum. Currently the use of immunotherapy
consists in the alternative of therapy in equines, with encouraged results. This work has for objectives to review the taxo-
nomic, clinical epidemiologic and histopathological aspects of pythiosis in diverse species. The diagnostic techniques
and the immunotherapeutic perspectives are boarded too.
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L. INTRODUCAO

A pitiose € uma doenga granulomatosa que
atinge eqiiinos, provocando quadro infeccioso na pele
e tecido subcutaneo, caninos com apresentacao gastrin-
testinal e cutdnea, bovinos com doenca cutinea, felinos
e humanos apresentando quadro clinico de arterite, que-
ratite e celulite periorbital. E mais prevalente em dreas
tropicais, subtropicais ou temperadas [24,49,55,94]. E cau-
sada pelo oomiceto pertencente ao Reino Straminipila,
Pythium insidiosum [2,14]. Nas espécies ndo domésti-
cas, o Pythium insidiosum foi reconhecido como causa
de doenca pulmonar primdria num jaguar (Pantera
onca) da América Central, além de lesGes cutineas e
gastrintestinais em um urso de zooldgico e, também,
como causa de lesdo mandibular subcutinea em um
camelo [24].

A enfermidade nos eqiinos caracteriza-se pela
formacgdo de granulomas com infiltragdes de eosiné-
filos, com a presenca de massas necréticas denomina-
das de “kunkers” [49,50,93].

Os caninos s@o a segunda espécie mais atin-
gida e as infeccdes caracterizam-se pela formacao de
piogranulomas gastrintestinais e cutineos [6,18,19,24,
31,64]. Em humanos, a doenca ¢ comum no sudeste da
Asia, principalmente na Tailandia. A doenga apresenta-
se nas formas subcutinea, sistémica e oftalmica, sendo

que as formas cutineas e sistémicas estdo associadas
a sindrome de o e B-talassemia, comuns nessa regido
[33,35].

Diversos protocolos para o tratamento da pi-
tiose tém sido utilizados, principalmente em eqiiinos,
incluindo tratamento quimico (antifingicos), cirdrgico
e de imunoterapia. A imunoterapia, proposta inicialmente
por Miller [60], surgiu como uma alternativa concreta
para o controle da doenca e tem apresentado resultados
animadores [57,70].

II. PYTHIUM INSIDIOSUM

1. Classificaciao do agente

Estudos detalhados sobre a classificagdo dos
fungos, baseados em sistematica filogenética e andli-
ses moleculares, entre outros, dividiram 0s organismos
anteriormente classificados como fungos em trés rei-
nos: Fungi, Straminipila ¢ Protista [2]. Baseado nessa
nova classificacdo, o agente etioldgico da pitiose per-
tence ao Reino Straminipila, Classe Oomycetes, Or-
dem Pythiales, Familia Pythiaceae, Género Pythium
e espécie P. insidiosum [42,70]. Estudos taxondmicos
mais aprofundados, baseados em andlises de sequen-
ciamento de gene do RNA ribossomal de P. insidiosum,
confirmaram que os membros da classe Oomycetes sao
filogeneticamente distantes dos membros do Reino
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Fungi e estariam relacionados de maneira mais pro-
xima das algas que dos fungos [39]. A distancia taxo-
ndmica entre 0s oomicetos e os fungos estdo retratados
ao nivel celular através de diferencas na parede e com-
posicdo da membrana. A quitina, um componente
essencial da parede celular fingica, estd geralmente
ausente na parede celular dos oomicetos, onde apa-
recem como componentes predominantes celulose e
[-glucana [29]. Tambem os oomicetos diferem dos fun-
gos quanto ao papel do ergosterol na membrana ce-
lular, ou seja, nos primeiros ele ndo € o principal este-
réide. Nenhum dos oomicetos compartilham da mesma
bioquimica dos esterdides como os fungos. Espécies dos
géneros Pythium, Lagenidium, e Phytophthora pos-
suem esterdides auxotréficos, ou seja, eles incorporam
os esterdides do ambiente em lugar de os produzirem
como ocorre com 0s fungos. Os esterdides sdo impor-
tantes para producdo de estruturas sexuadas in vitro,
mas ndo sdo necessarios para o crescimento da hifa
vegetativa [24].

O género Pythium pertence ao filo Oomycota,
cujos membros caracterizam-se por: 1) producdo de
zodsporos biflagelados durante a reprodugdo asse-
xuada); 2) reproducdo sexuada oogamica; 3) parede
celular composta de B-glucanas, celulose e hidroxi-
polina; 4) talo dipl6ide; 5) mitocondria com crista tu-
bular; 6) caracteristicas moleculares e bioquimicas pe-
culiares, como uma rota alternativa para sintese do
aminodcido lisina [2,71]. Esse género possui mais de
120 espécies distribuidas em todo planeta, sendo a
maioria habitantes do solo e patégenos de plantas.
Espécies de Pythium sdo a principal causa da doenca
“damping-off” de plantas, ocasionando severos pre-
juizos em lavouras. Algumas espécies tem sido estu-
dadas para utilizagdo como controle biolégico de fun-
gos patodgenos e larvas de mosquito, enquanto apenas
a espécie P. insidiosum é conhecida como patégeno
de mamiferos.

Schurko et al. [97], a0 compararem 28 espécies
de Pinsidiosum origindrias das Américas, Asia e Aus-
trélia, através de comparacdo do espago ribossomal
intergénico pela técnica molecular de RFLP (“restric-
tion fragment-lenght polymorphism”) e andlise dos
“clusters”, demonstraram haver grandes diferengas
entre os isolados de P. insidiosum das 3 regides estu-
dadas com a possibilidade real de ndo serem todas a
mesma espécie. Estes autores levantam a possibili-
dade de uma reclassificagdo como sub-espécies, pois
cada cluster dos isolados representa populagdes gene-
ticamente distintas.

I11. PITIOSE
1. Epidemiologia

A pitiose ocorre em regides de clima tropical,
subtropical e temperado, tendo sido relatada nas Amé-
ricas, alguns paises europeus, sudeste asidtico, Oceania
e recentemente na Africa [12,20,55,84]. Nao hé predis-
posicao por sexo, idade ou raga e a fonte de infeccio
sdo os zoOsporos ambientais, ndo havendo relatos
de transmissdo direta entre animais e entre animais e
homens [55].

As condicdes ambientais sdo determinantes
para o desenvolvimento do organismo em seu ecossis-
tema. Para haver a produc@o de zodsporos sdo necessé-
rias temperaturas entre 30 e 40°C e o actimulo de dgua
em banhados e lagoas [61]. A grande maioria dos casos
de pitiose foi observada durante ou apds a estagao chu-
vosa. Baseado nos dados epidemioldgicos, acredita-
se na existéncia de um periodo de incubacio de vérias
semanas. No Pantanal brasileiro, a maioria dos casos
de pitiose eqiiina € registrada entre os meses de feve-
reiro e maio (verdo-outono), periodo que corresponde
ao dpice das cheias [43]. Grande parte dos 38 casos de
pitiose observados na Paraiba foi registrada nos meses
de julho a outubro, sete a dez meses apds o inicio das
chuvas na regido [103].

Em 1983 [63], foi proposto um ciclo ecoldgico
para descrever o comportamento ambiental e a cadeia
infecciosa desse organismo. O ciclo baseia-se na colo-
nizacdo de plantas aquéticas, que servem de substrato
para o desenvolvimento e reprodu¢do do organismo,
formando os zoosporangios. Os zodsporos livres na
dgua, movimentam-se até encontrar outra planta (ou
animal), onde se encistam e emitem tubo germinativo,
dando origem a um novo micélio e completando seu
ciclo. Andlises in vitro demonstraram a atragdo dos zods-
poros por pélos, tecidos animal e tecido vegetal, sendo
a quimiotaxia atribuida a algumas substancias presen-
tes nesses tecidos. Uma substincia amorfa é liberada
pelo zo6sporo ap6s o seu encistamento, a qual prova-
velmente € produzida em resposta ao fator quimiota-
xico do hospedeiro; essa substincia agiria como um
adesivo para ligar o zo6sporo a superficie do hospe-
deiro e permitir a formagdo de tubo germinativo [54].

Essas observacdes sustentaram a teoria de in-
feccao, sugerindo que os cavalos em contato com dguas
contaminadas poderiam atrair 0s zo4sporos, 0s quais
germinariam a partir de uma pequena lesdo cutinea
[54,63]. Existe também, a possibilidade de penetra¢ao
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dos zodsporos através dos foliculos pilosos, baseados
na deteccio de hifas no interior do foliculo de bovinos
infectados naturalmente e no fato do quimiotaxismo
ser mais ativo na regido localizada dentro do foliculo
piloso [94]. Essa observacido pode questionar a neces-
sidade de lesdo na pele para que ocorra a germinagao
dos zodsporos. Por outro lado, nos casos e relatos acom-
panhados no Brasil, foi possivel detectar diferencas
na suscetibilidade de equinos a infec¢do. Comparando-
se com os dados de pitiose humana, onde a maior parte
dos casos ocorrem em individuos talassémicos, pode-
se suspeitar da presenca de alguma(s) caracteristica(s)
que torne alguns animais mais suscetiveis. S3o neces-
sdrias mais investigacdes nesse sentido [93].

No Brasil, a pitiose foi descrita em eqiiinos, bo-
vinos e caninos, porém a maioria dos casos relatados
corresponde a lesdes cutdneas em eqiiinos. A primeira
descri¢@o de pitiose eqiiina ocorreu no Rio Grande do
Sul [90]. Desde entdo, os relatos de pitiose eqiiina no
Brasil somam mais de 90 casos e foram descritos em
varios estados como Rio Grande do Sul [49,88,91], Mato
Grasso do Sul 43,701, Sao Paulo [86], Para [107], Paraiba
[101], Parand [26] e Rio de Janeiro [89]. Esses relatos
comprovam a provavel existéncia da pitiose eqiiina
em todo o Pais. Além disso, o Pantanal brasileiro é pro-
vavelmente o local de maior incidéncia e prevaléncia
de pitiose eqiiina do mundo [43,55,93]. O Pantanal € uma
planicie inundéavel de aproximadamente 140.000 km?
e possui em torno de 139.760 eqiiinos [101]. Embora
ndo exista um levantamento preciso da incidéncia no
Brasil, a pitiose eqiiina representa um problema a cri-
acdo de eqiiinos, especialmente em regides alagadicas
como no pantanal brasileiro.

2. Pitiose em Eqiiinos

A doenga é conhecida por outros nomes como
hifomicose, zigomicose, dermatite granular, ‘“bursattee”,
“Florida leeches”, granuloma ficomicético e “swamp
cancer” [12,20]; nos estados de Mato Grosso € Mato
Grosso do Sul o nome popular mais conhecido é “feri-
da da moda” [43]. O termo hifomicose inclui outras doen-
cas causadas por fungos, especialmente Conidiobolus
ranarum e Basidiobolus haptosporum, além de mem-
bros da ordem Mucorales [9].

A espécie eqiiina é a mais atingida pela pitiose,
ndo havendo predisposi¢cdo de racga, sexo ou idade [20,
50]. As lesdes cutineas sdo as mais freqiientes e atingem
principalmente as extremidades distais dos membros
e porcio ventral da parede toraco-abdominal, provavel-

mente devido ao maior tempo de contato com 4guas
contaminadas com zodsporos [12,61]. O zodsporo de P
insidiosum em contato com uma ferida, produz tubo
germinativo com secre¢do de enzimas proteoliticas que
penetram ativamente no tecidos exercendo pressao de
0,14uN um? sobre eles para sua penetracdo [47,80]. Os
sinais clinicos caracterizam-se por lesdes ulcerativas
granulomatosas, formando grandes massas teciduais
(5 a 500 mm), com bordas irregulares, de aparéncia
tumoral e com hifas recobertas por células necrdticas,
que formam massas branco-amareladas semelhante
a corais, chamadas internacionalmente de “kunkers”.
Os “kunkers” variam de 2 a 10 mm de didmetro, tem
forma irregular, ramificada, com aspecto arenoso e pe-
netram no tecido granular, dentro de sinus formados
ao longo do seu trajeto. O tamanho das lesdes depen-
de do local e durag@o da infec¢do e, apresentam secre-
¢do sero-sanguinolenta, muco-sanguinolenta, hemorra-
gica e, as vezes, mucopurulenta que flui através dos
sinus. Os animais apresentam intenso prurido e nor-
malmente mutilam a lesdo na tentativa de aliviar o des-
conforto. Claudicacdo é freqiiente nos cavalos atingi-
dos nos membros [12,43,49,55,61]. A maioria dos casos
descritos relata apenas uma lesdo em cada animal,
porém podem existir lesdes cutaneas multifocais [11,
50,61]. Também a pitiose pode se disseminar para Or-
gdos internos a partir de infeccdes sub-cutineas [82].
Esses autores detectaram infec¢do generalizada em
3 eqiinos no estado de Minas Gerais, principalmente
pulmdes e figado, sendo o achado de hifas confirmado
através de PCR do DNA ribossomal como P. insidiosum.
Leal et al [43], relatam casos atipicos de pitiose eqiiina
no pantanal brasileiro. Os animais mostram lesdes de-
formantes mas, de forma diversa, ndo ocorre a saida
constante de linfa e outros fluidos corporais e o tecido
granulomatoso € recoberto com pele escurecida e
grossa. Ao ser pressionada a lesdo, facilmente conse-
gue-se extrair “kunkers” com facilidade de onde foram
isoladas estruturas posteriormente identificadas como
Pyhium insidiosum. Os eqiiinos com tais lesdes atipicas
de pitiose ndo apresentam emagracimento progressi-
vo e, apés um ano de observacdo as lesdes permane-
cem do mesmo aspecto e tamanho. Segundo os auto-
res, somente no pantanal brasileiro foram registradas
estas formas bizarras da pitiose nos eqiiinos.

O envolvimento intestinal é a segunda forma
mais freqiiente da infeccdo pelo Pythium insidiosum
em eqiiinos. Os casos descritos apresentaram-se como
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episddios de colica, cuja causa é a presenca de massas
teciduais, com diminui¢ao e obstru¢do do limen in-
testinal ou ambos. Os achados de necropsia e excisao
cirdrgica revelaram ulceracio intestinal e massas no-
dulares localizadas na parede do jejuno, podendo atin-
gir 20 cm de didmetro [93]. Além da pitiose cutinea e
intestinal, outros 6rgdos e tecidos podem ser atingidos
secundariamente as lesdes cutineas. As lesdes Osseas
descritas na literatura referem-se a cavalos com lesdes
cutineas cronicas, localizadas nos membros e com gran-
de proliferacdo do tecido granulomatoso. Estas lesdes
Osseas ficaram limitadas aos ossos adjacentes as lesdes
cutineas cronicas e, caracterizaram-se por exostoses,
ostedlises e osteomielite no exame radiolégico além
da presenca de granulomas com infiltrado de eosiné-
filos com dreas de necrose e massas necréticas conten-
do hifas no exame histopatolégico [3,16,51].

Casos de metdstases via sistema linfitico para
pulmdes e linfonodos regionais ja foram relatados [12].
Foram descritos casos nos linfonodos cervicais infe-
riores, inguinais e submandibulares [13,41,74], sendo
sempre os responsaveis pela drenagem linfatica da re-
gido atingida pela lesdo cutanea. Os linfonodos atingi-
dos apresentavam ‘“kunkers”, dos quais foi possivel o
isolamento do agente etiol6gico. Na maioria dos casos
de pitiose cutanea, os linfonodos regionais encontram-
se aumentados. No entanto, esse achado pode ser uti-
lizado apenas como um indicativo de metédstase. Em
um estudo, foram examinados os linfonodos de 15
cavalos com pitiose e todos se apresentavam aumen-
tados e edematosos, porém em apenas trés animais
foi detectada metdstase no linfonodo inguinal [67].

3. Pitiose em Caes e Gatos

Os caninos sdo a segunda espécie mais atin-
gida pela pitiose, também nas formas cutinea e gas-
trintestinal. A forma gastrintestinal é a mais comum e
manifesta-se com disttirbios digestivos como vOmito,
anorexia cronica, perda de peso, diarréia (as vezes san-
guinolenta) e presenca de massas nodulares, quando
submetidos a palpacao abdominal [6,15,18,24,64]. Os caes
afetados sdo normalmente oriundos de regides rurais
ou estiveram, esporadicamente, em locais alagados
como agudes e banhados [15,18,19]. As lesdes gastrin-
testinais caracterizam-se pela formacdo de grandes
massas nas paredes do estdbmago e intestino que sio
compostas por inflamag@o granulomatosa e piogranu-
lomatosa com dareas de necrose, intenso infiltrado eosi-

nofilico e presenca de hifas [6,18,46,63,69]. O trato diges-
tivo superior também pode ser atingido pela doenca,
sendo relatados 2 casos de esofagite cronica devido
a infecgao pelo Pythium insidiosum [76] € um caso de
pitiose canina com uma massa na orofaringe, envol-
vendo a laringe e esdfago cranial [28]. Ha relatos tam-
bém de infeccio no cdlon e metdstases na prostata, com
sinais de hipertrofia do 6rgdo e sintomas de tenesmo
em um cao macho da raga Irish Setter com 4 anos de
idade [36].

As lesdes cutdneas apresentam-se como der-
matite piogranulomatosa ulcerativa, contendo dreas de
necrose infiltrada por neutréfilos e macréfagos e granu-
lomas eosinofilicos [15,17,19,31]. Em 1997 foi relatado
o primeiro caso de pitiose canina no Brasil, afetando
uma fémea com lesdo cutdnea no membro posterior
direito [40]. Posteriormente, foram descritos outros dois
casos de pitiose entérica no municipio de Santa Maria
[81,85] e um no municipio de Pelotas, RS [83].

A pitiose em gatos € rara, havendo poucos re-
latos na literatura. Um relato refere-se a uma infecgao
nasal e retrobulbar, sem envolvimento de orgdos in-
ternos, cujo diagndstico baseou-se em imunohistoqui-
mica, sorologia através de imunodifusdo e isolamento
do agente [7]. Foil apud Mendoza et al. [55] mencionou
a ocorréncia de novos casos de pitiose em gatos na
Flérida. Recentemente, foram relatados 2 casos de pi-
tiose gastrointestinal em gatos nos EUA [79].

4. Pitiose em Bovinos

A pitiose bovina também é pouco freqiiente,
havendo apenas trés relatos na literatura. O primeiro na
regido de Louisiana, EUA [68], 0 segundo na regido do
Pantanal, Brasil [94] e o terceiro na Venezuela [77]. Esses
relatos descreveram lesdes cutaneas, geralmente nos
membros e caracterizadas por ulceragdes, espessa-
mento da derme e edema na regido afetada. A idade
dos animais infectados variou entre trés e nove meses
de idade. Histologicamente, as lesdes apresentaram-
se como granulomas dermais multifocais rodeados por
tecido conjuntivo fibroso. No centro dos granulomas
havia um pequeno nimero de hifas ramificadas, sem
formacdo de “kunkers” [69,94]. Incrustagdo granular ao
redor de porcdes de hifas, sugestiva de deposicao de
complexos antigeno-anticorpo ou reacdo de Splendore-
Heoppli, foi observada nos casos descritos nos EUA
[68]. Os casos observados no Brasil apresentaram cura
espontanea das lesdes [94].
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5. Pitiose em Ovinos

A primeira descri¢ao de pitiose em ovinos ocor-
reu em 2004. O primeiro e Unico surto de pitiose em
ovinos foi descrito em 2 rebanhos no nordeste brasi-
leiro, no estado da Paraiba [104]. Em um surto a pitiose
afetou 40 ovinos de um rebanho de 120 ovinos des-
lanados. Este surto ocorreu quando este rebanho foi
colocado em um potreiro com a presenca de um acude,
onde os animais entravam na dgua para comer o pasto
verde da superficie. O segundo surto de pitiose ovina
ocorreu em 6 ovinos de um rebanho de 80 ovinos des-
lanados num periodo de 60 dias. Este rebanho apre-
sentava como dado significativo, ter ficado por longos
periodos, na época da seca, em um banhado junto a
um lago. Os animais afetados apresentaram feridas com
lesoes ulcerativas nas patas e também nas regides pré-
escapular e abdominal.

6. Pitiose em Humanos

A maioria dos casos de pitiose humana foi ob-
servada na Tailindia e esporadicamente, nos EUA,
Austrélia, Haiti e Nova Zelandia. Os primeiros casos
foram relatados em 1986, por Thianprasit na Tailandia
[55]. As infecgdes por Pythium insidiosum em huma-
nos, podem apresentar-se de trés formas: 1) lesoes
granulomatosas no tecido subcutdneo de pacientes
talassémicos. 2) forma sistémica, caracterizada por de-
senvolvimento de arterite cronica, trombose arterial
e gangrena, atingindo geralmente a extremidade dos
membros inferiores de pacientes talassémicos. 3) ce-
ratite; podendo ou ndo ser associada a talassemia [34].

Sathapatayavongs et al. [96] relataram cinco
casos de arterite, desses relatos de arterite, dois evolui-
ram para a ruptura fatal da aorta, dois necessitaram a
amputacdo da perna afetada e um paciente foi curado
com ressecciao do aneurisma. A evolucio desses casos
demonstra a gravidade da pitiose arterial em humanos.
Dois fatores contribuem para importancia da pitiose
humana na Tailandia: a prevaléncia da alfa e beta-
talassemia e presenca de grandes dreas algadicas uti-
lizadas para agricultura [34,106]. Casos de ceratite, cau-
sada por Pythium insidiosum, foram descritos na Nova
Zelandia [73] e Tailandia [35]. As lesdes apresentaram-
se na regido periorbital e o aspecto histopatolégico
apresentou-se similar ao das infec¢des em eqiiinos,
porém ndo foram detectados “kunkers”. Relata-se
também, um caso de pitiose pulmonar, em um menino
com 12 anos de idade, portador de leucemia [27] e 0O

primeiro caso de pitiose humana no Brasil no Estado
de Sao Paulo [8].

7. Pitiose em Coelhos

Até o presente, ndo foi possivel reproduzir a
enfermidade através de infec¢do experimental nas es-
pécies animais infectadas naturalmente. No entanto,
a susceptibilidade de coelhos como modelo experi-
mental para a pitiose foi demonstrada pela inoculagdo
subcutinea de dgua rica em zodsporos. Houve o desen-
volvimento de nédulos que evoluiram para fibrogra-
nulomas eosinofilicos. Os coelhos inoculados por via
intra-peritonial desenvolveram hepatite severa e peri-
tonite, com dreas de necrose contendo hifas, reacdo
granulomatosa com infiltrado de neutréfilos e eosi-
ndfilos. As lesdes apresentaram caracteristicas simila-
res a infecgao natural dos eqiinos e o Pythium insidiosum
foi isolado das mesmas [65].

A inoculacdo subcutanea com zodsporos pro-
voca abscedacio progressiva, mas nao ocorrem ulce-
ragdes comparaveis com a doenga natural nos eqiinos,
e tampouco a formacdo de “kunkers”. No entanto, na
avaliac@o leucocitdria, o quadro da pitiose em coelhos
¢ semelhante aos eqiiinos, ou seja, ocorre progressiva
leucocitose com moderada neutrofilia e leve monoci-
tose [65,66]. Portanto esta espécie serve como modelo
experimental para estudo soroldgico e avaliacio de
imunoterapia [44, 93].

8. Diagnostico

Tradicionalmente, o diagndstico da pitiose ba-
seava-se nos aspectos clinicos, histopatoldgicos e no
isolamento e identificacdo do agente através de suas
caracteristicas culturais, morfolégicas e reprodutivas.
A identificacdo precoce da doenga, no entanto, torna-
se dificil através desses métodos. Atualmente, métodos
como imunohistoquimica e técnicas soroldgicas auxi-
liam e suportam um diagnéstico precoce e correto [55].
Em 1988, Brown et al. [10] descreveram pela primeira
vez o método de imunohistoquimica para diagndstico
da pitiose eqiiina, que foi posteriormente utilizada
por varios autores [18,31,78]. O diagndstico diferencial
inclui habronemose, neoplasia, tecido de granulagio
exuberante e granulomas flingicos e bacterianos [11].

O desenvolvimento de técnicas soroldgicas
foi impulsionado por pesquisadores, que desenvol-
veram técnicas para o diagndstico e monitoramento da
resposta imunolégica em eqiiinos afetados [62]. Esses
autores desenvolveram as técnicas de imunodifusdo
em gel de 4gar (ID), fixacdo do complemento (FC) e
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um teste de hipersensibilidade intradérmica (TI), para
diagnosticar e avaliar a resposta imune humoral e ce-
lular de cavalos com pitiose. Os testes realizados em
cavalos com pitiose clinica comprovada, diagnosti-
caram positivamente 100% (ID), 82% (FC) e 64% (TI)
dos casos. Esses dados comprovaram que o teste de
ID apresenta alta sensibilidade e especificidade para a
deteccdo de anticorpos anti P. insidiosum [62]. O teste
de FC foi utilizado somente na Austrélia, pois além de
menos sensivel e especifico que ID, é um teste dificil
de realizar e requer pessoal experiente para sua reali-
zagdo [55].

A eficiéncia da ID para o soro-diagnéstico das
zigomicoses causadas por Basidiobolus ranarum e
Conidiobolus coronatus em humanos e animais, assim
como para pitiose foi demonstrada, o que comprovou
que este teste é eficiente para o diagndstico diferen-
cial destas trés micoses em humanos e animais [37].
Outros autores também demonstraram a eficiéncia e
utilidade da ID para o diagndstico da pitiose.

Mendoza et al. [56] desenvolveram um teste
de ELISA para o soro-diagndstico de pitiose em hu-
manos e animais, utilizando antigeno soltvel de hifas
sonicadas. Amostras de soro de humanos e animais
sauddveis e com pitiose clinica foram testadas e os re-
sultados comparados com o teste de ID. Os resultados
indicam que o teste de ELISA ¢ eficiente para o diag-
néstico da pitiose e possui especificidade semelhante
a ID, porém com melhor sensibilidade. No Brasil, o
desenvolvimento de um teste de ELISA para diagnos-
tico de pitiose eqiiina [87] e uma técnica de “ELISA-
conta” para deteccdo da soropositividade de eqiiinos
[5] apresentaram bons resultados. Ja outros autores
descreveram a padronizagdo do teste ELISA para de-
teccdo de IgG em coelhos imunizados com antigenos
de P. insidiosum [95]. Testes de ELISA para diagn6s-
tico soroldgico precoce de pitiose em caninos e huma-
nos também foram desenvolvidos [23, 38].

Um teste de dot-blot modificado foi desenvol-
vido para deteccdo de IgG anti-Pythium em coelhos
e eqiiinos. A técnica desenvolvida utilizou sistema de
luminescéncia quimica para visualizacdo da reacdo,
no entanto, a técnica pode ser adaptada para um siste-
ma de visualizagdo direta na membrana, podendo ser
utilizada como um teste de campo, pela sua especifi-
cidade, sensibilidade, praticidade e baixo custo [42].

O sucesso no isolamento de P. insidiosum é
alto quando amostras de bidpsias forem armazenadas
ou transportadas a temperatura ambiente, com o acrés-
cimo de antibidticos, entre 1 e 3 dias antes de seu pro-

cessamento no laboratério. Quando o meio de trans-
porte da bidpsia ndo contiver antibidticos € melhor
transporta-la a 4°C [22]. Estes dados sugerem que a
inibi¢do do crescimento bacteriano, que contamina a
amostra, aumenta as chances de isolamento de P. insidio-
sum dos tecidos infectados. Alguns autores também su-
gerem O uso, como rotina para isolamento do agente,
de 4gar V8 [59], acrescido de estreptomicina (200ug/mL)
e ampicilina (100ug/mL). Pedagos pequenos de tecido
fresco, ndo macerados, podem ser distribuidos direta-
mente na superficie do dgar e incubado a 37°C. Cres-
cimento tipico € observado entre 12 e 24 horas apés
[24]. A identificacdo de isolados de P. insidiosum pode
ocorrer através do aspecto da coldnia e na caracteris-
tica das hifas. As col6nias em dgar V8, sabouraud dex-
trose ou dgar farinha de milho (CMA), apresentam-se
submersas de colorac@o branca ou hialina [14]. Os zo4s-
poros podem ser produzidos, a partir do cultivo de P,
insidiosum com 1 a 2 dias de cultivo, em folhas de
grama estéreis sobre dgar 4gua a 2% e incubagio a 37°C
pelo periodo de 18 a 24 horas. Apds as folhas infec-
tadas pelo Pythium sio colocadas em solucdo de sais
minerais diluida a 1%. Cerca de 2-4 horas de incu-
bacdo a 37°C os zodsporos crescem a partir de hifas
terminais [24].

O sequenciamento génico com amplificacdo
do RNA ribossomal, regido ITS 1, através de PCR (rea-
¢do de polimerase em cadeia) é uma ferramenta po-
derosa para deteccdo e identificacdo de P. insidiosum
[21,73].

9. Histopatologia

Histologicamente nos eqiiinos, os “kunkers”
apresentam-se como codgulos eosinofilicos de tama-
nho variado e forma circular com contornos irregu-
lares. Estes codgulos sao compostos de hifas, coldgeno,
arteriolas e células inflamatdrias, especialmente eosi-
ndfilos. Em torno das hifas, os eosinéfilos estdo degra-
nulados e em direcdo a periferia os granulos tornam-
se mais evidentes. Na borda ¢ comum encontrar-se eosi-
ndfilos intactos. A drea ao redor do coagulo é com-
posta por um exsudato inflamatério espesso de neu-
tréfilos e eosindfilos. A drea entre os “kunkers” € carac-
terizada por inflamacdo granulomatosa e supurativa
[10,67]. Em cortes histolégicos corados com coloragdo
especial de prata, pode-se observar as hifas com pa-
redes espessas, esparsamente septadas, irregularmente
ramificadas (normalmente em angulo reto) e medindo
de 2 a 6 mm de didmetro [12,67].
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Os achados histopatoldgicos da pitiose intes-
tinal eqiiina variam de tecido conjuntivo fibroso com
areas de necrose de coagulacdo e focos de mineralizagio,
células inflamatérias (macréfagos e neutréfilos) de-
generadas, sem infiltrado eosinofilico [9], até ao granu-
loma eosinofilico cronico [4,72,78]. As hifas sdo visuali-
zadas através da coloracio especiais com sais de prata,
medindo de 2 a 8 mm de didmetro, com parede es-
pessa, raras septacdes e ramificacdes irregulares, ge-
ralmente encontrados dentro de focos de mineralizacéo.
Os “kunkers”, caracteristicos das lesdes cutineas nao
foram observados nos casos de pitiose intestinal [4.9,
72,78].

A histopatologia das lesdes da pele de coelhos
inoculados via subcutinea, apresentaram alteragdes
progressivas com necrose aguda acompanhada de in-
filtrado granulocitico 3 dias apds a inoculacdo expe-
rimental. Vinte dias pés-inoculagdo, os coelhos pas-
saram a apresentar lesdes com abscesso eosinofilico
fibrogranulomatoso [75,92,93].

10. Tratamento

O tratamento de infeccdes causadas pelo Pythium
insidiosum em animais e humanos é complicado pelas
caracteristicas singulares do agente. O P. insidiosum di-
fere dos fungos verdadeiros na producio de zodsporos
moéveis e na composi¢cdo de sua parede celular. Os
fungos verdadeiros possuem quitina em sua parede,
enquanto o Pythium contém celulose e B-glucanas. A
membrana plasmdtica ndo contém esterdides, como o
ergosterol, que € o componente-alvo de acdo da maio-
ria das drogas antiftingicas [20]. Devido a essas carac-
teristicas, ndo existe droga antifingica eficiente contra
0 P, insidiosum [20,96]. Os fitopatdgenos do gé€nero Pythium
sdo sensiveis aos inseticidas normalmente utilizados
em plantas, porém esses compostos sdo toxicos aos ma-
miferos, impossibilitando seu uso para o tratamento da
pitiose [96]. Um fungicida utilizado em plantas (Meta-
laxil) foi testado no tratamento de caes, porém com re-
sultados pouco consistentes, em parte pela toxicidade
do composto [20].

O sucesso das diferentes formas de tratamento
¢ varidvel e, em muitos casos influenciados pelo tama-
nho e duracgdo da lesdo, idade e estado nutricional do
animal. O tratamento tradicional da pitiose eqiiina é
cirdrgico, sendo o procedimento mais utilizado. A in-
tervengdo cirdrgica requer retirada de toda drea afe-
tada, com margem de seguranga para evitar as recidi-
vas, porém isso € dificultado pelas estruturas anato-
micas envolvidas, principalmente nos membros [60].

O tratamento cirdrgico apresenta bons resultados ape-
nas em lesdes pequenas e superficiais, onde seja possi-
vel a retirada de toda 4rea afetada.

No tratamento quimico as drogas mais utiliza-
das até o momento foram a anfotericina B, cetoconazole,
miconazole, fluconazole e itraconazole, além dos com-
postos iodinicos como iodeto de potdssio e sodio [93].
Obteve-se 50% de eficiéncia num tratamento associan-
do a remog@o cirtirgica e anfotericina B; 30% apenas
quando se utilizou somente anfotericina B e 20% dos
casos nao responderam aos tratamentos utilizados [48].

O tratamento das ficomicoses subcutineas res-
pondem eficientemente ao iodeto de potdssio quando
este é usado apds a extirpagdo cirtirgica do granuloma
[25]. Alguns autores também relataram o sucesso do
tratamento cirdrgico seguido da utilizacdo de iodeto
de sodio [11]. Entretanto, resultados negativos também
foram observados no tratamento com iodeto de po-
tdssio endovenoso, até mesmo quando associado a
cirurgia [49].

Até o presente momento, nenhuma das tera-
pias antifingicas propostas para a pitiose canina
(sistémica ou cutanea) apresentaram resultados satis-
fatorios. Entre as drogas testadas destacam-se a anfo-
tericina B, 1odeto de sddio, flurocitosina, cetoconazole
[1,5,17]. A dltima droga testada foi o itraconazole (5mg/
kg/60 dias), porém ndo apresentou nenhuma melho-
ra [15]. Segundo alguns autores, a cirurgia continua
como op¢ao mais segura para o tratamento da pitiose
canina [30].

Os resultados obtidos com as drogas antiftin-
gicas sdo controvertidos, tanto no tratamento clinico
como nos testes de sensibilidade in vifro. Em um es-
tudo, os poliénicos anfotericina B, hamycina e seus
andlogos ndo apresentaram atividade satisfatéria, en-
quanto os azodlicos fluconazole, cetoconazole e mico-
nazole inibiram os isolados de P. insidiosum testados
in vitro, com o miconazole apresentando os melhores
resultados [99]. Em outro estudo de sensibilidade, as
drogas anfotericina B, flucitosina, miconazole e griseo-
fulvina no inibiram o crescimento do fungo, enquan-
to o itraconazole apresentou atividade moderada e a
terbinafina foi ativa contra o P. insidiosum testado [100].
De acordo com estes autores, a associacio de terbina-
fina e itraconazole apresentou efeito sinérgico e foram
utilizados, com sucesso, no tratamento de um menino
com infec¢do facial. Em outro relato, dois jovens com
infeccdo subcutdnea na regido periorbital responderam
bem ao tratamento com anfotericina B [106], contrarian-
do os resultados obtidos nos testes in vitro. Também
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se obteve remissao clinica de um quadro de pitiose
pulmonar, em um menino com 12 anos de idade aco-
metido de leucemia, apds 12 meses de tratamento com
itraconazole em combinacdo com anfotericina B li-
possdmica [27].

Como alternativas de tratamento, obteve-se su-
cesso no uso de raio laser vermelho de aluminio, neo-
dimio e {trio como terapia suplementar apos a remogao
cirdrgica de lesdes de pitiose eqiiina [98]. Porém, alguns
autores afirmam que a resseccdo cirdrgica total do gra-
nuloma combinada com imunoterapia especifica para
P. insidiosum € o tratamento mais indicado para cura
de pitiose clinica em eqiiinos [32].

11. Imunoterapia

Uma alternativa interessante para o tratamento
da pitiose eqiiina foi proposto por Miller [60]. Este pes-
quisador desenvolveu um imunobioldgico (imunotera-
pico) a partir de culturas do préprio agente, utilizando
um macerado de hifas, sonicadas e acondicionados em
frascos. O indice de eficiéncia da imunoterapia foi em
torno de 53% e 75% quando associado a cirurgia [60,62].

No decorrer da década de 80 e 90 vérios au-
tores utilizaram a imunoterapia, cada um com modifi-
cacOes na técnica originalmente descrita. A utilizag@o
de antigeno obtido do sobrenadante das culturas, com
o objetivo de diminuir a reacdo no local de aplicag@o,
induziu a recuperacio de 3 animais entre os 5 tratados
[50]. Mendoza et al. [52], compararam duas vacinas para
tratamento da pitiose equina em 71 cavalos infectados.
Uma vacina utilizou massa celular como antigeno e a
outra utilizou um antigeno soltivel concentrado. As duas
vacinas apresentaram resultado positivo em cavalos
com lesdes com menos de dois meses, com 60% e 70%
de eficiéncia, respectivamente.

No Brasil, o teste de eficiéncia de um imuno-
bioldgico (PitiumVac) para o tratamento da pitiose eqiiina,
produzido a partir de culturas do Pythium insidiosum,
baseando-se na metodologia anteriormente descrita por
Miller, demonstrou indice de cura que variou de 50%
a 83,3% entre os grupos tratados [70]. Recentemente,
a utilizacdo do imunoterdpico na pitiose bovina demons-
trou eficécia de aproximadamente 100%. Em contra-
partida aos resultados obtidos em eqiiinos e bovinos,
a imunoterapia em cdes e gatos tem sido desaponta-
dora. Somente 33% dos caninos e nenhum dos gatos
tratados responderam ao tratamento [58].

Ap0s insucesso com tratamentos a base de an-
fotericina B, iodetos, cetoconazole e cirurgia, o uso de
um imunoterdpico em um menino talassémico de 14

anos de idade, infectado pelo P. insidiosum, induziu
a cura ap0s duas aplicagdes (100ul) do imunoterdpico,
com intervalo de 14 dias [105].

Apesar dos estudos sobre a doenca e a imuno-
terapia, ainda ndo ha um completo conhecimento dos
mecanismos envolvidos na infec¢do por Pythium in-
sidiosum, em parte pelas diferengas entre o Pythium
insidiosum e os fungos patogénicos para os mamiferos.
De acordo com Miller [60], o carater progressivo da
doenga em eqiiinos imunocompetentes sugere uma
resposta imunoldgica inadequada ou um bloqueio na
resposta imunoldgica. Esse autor acredita que mesmo
sendo antigénicas, as hifas ndo sdo completamente re-
conhecidas pelo hospedeiro, devido & marcante reacdo
inflamatdria. O possivel mecanismo imunoldgico de-
sencadeado na pitiose eqiiina foi proposto em 1996
[55]. De acordo com esta hipdtese, no inicio da infec-
¢do, as hifas de P. insidiosum liberariam antigenos so-
ltveis que estimulariam a producio de IgE. Essas imu-
noglobulinas ligar-se-iam a superficie das hifas e ati-
variam os mastdcitos, que liberariam seus fatores qui-
miotaxicos para atrair eosinéfilos para o sitio da infec-
cdo. Os eosindfilos ligar-se-iam a por¢ao Fc das IgE
nas hifas e eventualmente degranulariam, protegendo
a hifa do sistema imune. O mecanismo proposto seria
semelhante ao relatado nas infecg¢des parasitdrias. Se-
gundo os autores, hd evidéncias da presenca de anti-
genos soliveis dispersos na lesdo e ndo apenas no in-
terior dos “kunkers” [57].

As explicagdes para cura induzida pela imu-
noterapia sdo apenas propostas, baseadas nas caracte-
risticas clinicas, histopatolégicas e soroldgicas da in-
feccdo e seu tratamento. Acredita-se que os antigenos
citoplasmaticos expostos ao sistema imune dos ani-
mais via vacinac¢do originariam uma resposta humoral
e celular capaz de combater a infec¢do natural. A res-
posta humoral pode ser demonstrada pelos testes de
imunodifusdo e Western immunoblot, enquanto que
a resposta celular pode ser evidenciada pelo teste de hi-
persensibilidade intradérmica e alteracdo no infiltrado
inflamatdrio [55]. O soro de eqiiinos infectados, testa-
dos pelo immunoblot, demonstraram a presenca de
trés proteinas imunodominantes (28, 30 e 32 kDa) e
amostras de soro eqiiino obtidas um ano apds a cura
pela imunoterapia também apresentaram anticorpos
contra esses trés antigenos [53].

Trabalhando com western immunoblot Leal et
al. [45] sugerem a presenca de 5 antigenos imunodo-
minantes. A avaliacdo de soro eqiiino pré e pds-trata-
mento com imunoterdpico, ndo apresentou alteracdes
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no perfil de IgG durante a imunoterapia. Isso questiona
sobre a real importancia desses antigenos imunodomi-
nantes na cura dos eqiiinos.

Dois modelos para explicar a acdo dos anti-
corpos foram propostos. O primeiro seria um mecanis-
mo de citotoxicidade dependente de anticorpo e me-
diado por células, que envolveria linfécitos, macréfa-
gos e talvez eosindfilos ligados a anticorpos, sobretudo
IgG. O segundo modelo envolveria anticorpos € o Sis-
tema complemento, os anticorpos especificos estimu-
lados pela vacina ativariam o sistema complemento,
danificando a parede celular e promovendo a lise do
agente [60].

Acredita-se que os mecanismos envolvidos na
cura pela imunoterapia baseiam-se principalmente na
resposta celular. Este fato € sustentado pelas alteracdes
teciduais apds inicio da imunoterapia, com mudanca
de inflamac@o eosinofilica inicial para uma resposta
mononuclear, mediada por macréfagos e linfocitos T
ao final da resposta. E provéavel que os antigenos pre-
sentes no imundgeno induzam esta alteracdo no pa-
drdo inflamatorio, culminando com a cura dos animais
[55]. Entretanto, outros autores verificaram que o nivel
de anticorpos anti-Pythium aumenta em eqiiinos doen-
tes submetidos a imunoterapia. Assim sendo, o aumen-
to do nivel de anticorpos pode auxiliar na cura [75].

A hipétese que explica os efeitos curativos
dos imunoterdpicos contra pitiose, baseada em dados
de humanos e eqiiinos, encontra-se bem descrita [57,58].
Quando o hospedeiro entra em contato, através de
uma ferida, com zooporos de P. insidiosum, este forma
um tubo germinativo que penetra mecanicamente no
tecido. Uma vez nos tecidos, as hifas liberam exoan-
tigenos denominados de antigenos de apresentacio
celular (APC). Os APC liberam IL4 (interleucina 4)
que estimula a atrac@o dos linfécitos T auxiliar (ThO),
que também estimulam linfécitos Th2, que por sua
vez induzem a producdo de mais IL4 e ILS. As IL4
regulam a expressdo de Thl e estimulando, por sua
vez, células B para producdo de IgE, IgM e IgG que
podem ser detectadas por testes de diagndstico. As ILS

e IgE desencadeiam a mobilizacido de eosinofilos e
mastdcitos para o local da lesdo. Estas células vao de-
granular (sdo responsdveis pelas lesdes teciduais) sobre
as hifas de P, insidiosum, provocando o fendmeno de
Splendore-Hoeppli que, mais tarde, ird desenvolver
os “kunkers” na pitiose eqiiina, somente. As hifas de
P, insidiosum multiplicam-se no interior dos “kunkers”
onde produzem exoantigenos em grande quantidade;
um evento que, no final, bloqueia a resposta imune de-
vido ao Th2. Quando os imunégenos do imunoterapico
sdo injetados no hospedeiro com pitiose, os antigenos
que estdo presentes no seu APC sio distintos daqueles
da infec¢do natural. Os APC liberam interferon y (INF
v) que ativam ThO para Thl. O Thl ativado produz
mais IFN vy e, tambem, IL2. Por sua vez, IL2 e INF y
irdo ativar mediadores de células mononucleares como
resposta imune (CMI) composta por linfécitos T e ma-
créfagos que danificam e destroem a hifa de P. insi-
diosum. N@o estéd claro se durante a imunoterapia, as
IL2 e IFN y também estimulariam linfécitos B para pro-
duzir IgG protetores. A producdo de IFN v, no local
da infecc@o, pelos APC e o Thl produzidos, irdo resul-
tar numa menor transformacdo Th2. Portanto, a atra-
cdo de Thl e o bloqueio de Th2 poderia explicar por-
que eqiiinos, cdes e humanos com pitiose sao curados
apods injegdes com imunoterapicos.

Os imunoterdpicos em uso podem ter sua atua-
cdo prolongada e potencializada através de adjuvantes,
como ficou demonstrado em coelhos [44].

IV. CONCLUSOES

A pitiose € uma micose zoospérica que, nos ul-
timos anos, vem paulatinamente a merecer destaque
na micologia clinica tanto veterindria como humana.
Agora nio é, tdo somente, objeto de estudo em eqiii-
nos, mas também, em todos os animais que possam
entrar em contato com o agente em ambientes alaga-
dos, inclusive os humanos. Também € importante des-
tacar que, em virtude do Pythium insidiosum resistir a
maioria dos antifiingicos, as pesquisas com imunotera-
pia avancaram de maneira significativa a partir de 1998.
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