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Figura 21 Pitiose em cées. (A) Massa irregular envolvendo intestino, mesentério
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com necrose central e alteragdes de celulite circundante nas coxas posteriores.
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(b) Visédo aproximada; Fonte: HILTON et al. (2016); ulcera tibial de 15 cm de
diametro com borda proximal infiltrativa e nodular a grande extensdo da lesdo
em vista frontal (A) e em profundidade (B) medial. Fonte: BOSCO et al. (2005).

Figura 29 A: leséo ulcerativa granulada na face medial da perna esquerda; B:
angiografia por subtracdo digital mostrando oclusdo das artérias femorais
superficiais esquerdas distais e poplitea com enchimento colateral; C: superficie
da artéria poplitea revelando parede fibrotica aneurismatica com coagulo
intraluminal. Fonte: LAOHAPENSANG et al. (2009).......ccooeiiieiiiiniiiiiiieeeeeeees 38
Figura 30 A: fotografia com lampada de fenda da cérnea infectada demonstra
infiltrados centrais, densos, branco-acinzentados com extensdes semelhantes a
tentaculos (cabeca de seta) e infiltrados subepiteliais semelhantes a pontos
irradiando em um padrao reticular da leséo (seta). Fonte: CHITASOMBAT et al.
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CARNAUBA, R.T.M.S. Pythium insidiosum e pitiose: uma revisdo de
literatura. Botucatu, 2023. 99 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.
RESUMO

O objetivo deste estudo foi fazer um levantamento bibliografico sobre Pythium
insidiosum (P. insidiosum) e a pitiose, para melhor compreenséo do que se tem
de conhecimento até o momento sobre o agente. P. insidiosum é o agente
etiologico da pitiose, causador da doenca em animais e humanos. A doenca é
caracterizada por lesdes no tecido cutaneo/subcutaneo, lesbées gastrointestinais,
vasculares e raramente ocorrendo disseminacdo para o6rgdos internos. O
diagnéstico € obtido por meio exame clinico, anamnese e métodos laboratoriais.
O tratamento baseia-se na exérese cirurgica da lesdo com margens livres do
patégeno e uso de medicamentos como Anfotericina B, lodeto de Potassio e a
imunoterapia como forma de modular a resposta imune do hospedeiro. A revisdo
€ do tipo narrativa e foi realizada por meio de busca simples e avancada nas
bases de dados PubMed, Scielo e Google Scholar para obter uma visao
aprofundada dos estudos relevantes disponiveis. Os artigos abordados séo dos
ultimos 40 anos, sendo priorizado os publicados nos dltimos dez anos, nos
idiomas inglés, portugués e espanhol. Foram selecionados estudos
retrospectivos, artigos de revisao sistematica, relatos de caso e artigos originais.
Esta revisdo avaliou as pesquisas ja realizadas sobre o patdégeno, P. insidiosum,
bem como sobre os aspectos epidemioldgicos, diagndésticos e terapéuticos da
pitiose. Reforca-se a necessidade de pesquisas voltadas ao diagnostico rapido
e novas abordagens terapéuticas visando melhorar o prognéstico. E importante
a utilizac&do da biologia molecular para identificacdo das culturas obtidas a partir
dos casos clinicos, assim como mais estudos de isolamento ambiental com
consequente analises filogenéticas para melhor caracterizar os clados que

podem ser encontrados e mapear possiveis focos da doenga nas regides.

Palavras — chave: oomiceto, zodsporos, swamp cancer, kunker.



CARNAUBA, R.T.M.S. Pythium insidiosum and pythiosis: aliterature review.
Botucatu, 2023. 99 p. Dissertation (Master's) — Faculty of Veterinary Medicine
and Animal Science, Botucatu Campus, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The objective of this study was to carry out a bibliographic survey on Pythium
insidiosum (P. insidiosum) and pythiosis, for a better understanding of what is
known so far about the agent. P. insidiosum is the etiological agent of pythiosis,
which causes the disease in animals and humans. The disease is characterized
by lesions in the cutaneous/subcutaneous tissue, gastrointestinal and vascular
lesions and, rarely, dissemination to internal organs. The diagnosis is obtained
through clinical examination, anamnesis and laboratory methods. Treatment is
based on surgical excision of the lesion with pathogen-free margins and the use
of drugs such as Amphotericin B, Potassium lodide and immunotherapy as a way
to modulate the host's immune response. The review is of the narrative type and
was carried out through a simple and advanced search in the PubMed, Scielo
and Google Scholar databases to obtain an in-depth view of the relevant studies
available. The articles covered are from the last 40 years, with priority being given
to those published in the last ten years, in English, Portuguese and Spanish.
Retrospective studies, systematic review articles, case reports and original
articles were selected. This review evaluated the research already carried out on
the pathogen, P. insidiosum, as well as on the epidemiological, diagnostic and
therapeutic aspects of pythiosis. It reinforces the need for research aimed at rapid
diagnosis and new therapeutic approaches aimed at improving the prognosis. It
IS important to use molecular biology to identify the cultures obtained from clinical
cases, as well as further studies of environmental isolation with subsequent
phylogenetic analyzes to better characterize the clades that can be found and

map possible outbreaks of the disease in the regions.

Keywords: oomycota, zoospores, swamp cancer, kunker



1. INTRODUCAO

Micologia é a ciéncia que estuda os seres eucaridticos, heterotrofos, que
apresentam grande variabilidade de formas, funcdes, habitat e possuem
distribuicdo mundial, denominados fungos. Eles contam com representantes
macroscopicos, como 0s cogumelos e orelhas-de-pau, e microscopicos, como
as leveduras e os fungos filamentosos (BENCHIMOL; SA, 2004).

Os fungos filamentosos possuem um importante papel, causando
impactos na vida humana e no meio ambiente, onde estdo relacionados a
producdo de alimentos e produtos de saude e na reciclagem de compostos
organicos na biosfera. Seu potencial bioquimico e a adaptacdo a condicfes
extremas de vida vem sendo explorados para a producdo de produtos como
antibioticos (por exemplo, penicilina, cefalosporinas), enzimas (a-amilase,
celulase) (HAJJAJ et al., 2000), acidos organicos (por exemplo, acido citrico)
(KUBICEK; ROHR; REHM, 1985; MOREIRA et al., 1996), corantes alimentares
(por exemplo, Anka) (LIN, 1973), vitaminas, polissacarideos, polibis, lipidios e
glicolipidios (ADRIO; DEMAIN, 2003).

As leveduras e fungos filamentosos vem sendo usados para a producéo
de alimentos e bebidas fermentados em todas as culturas do mundo, onde
podemos citar como exemplos 0s queijos, paes, cervejas, vinhos, cidra, arroz e
molho de soja (MCGOVERN et al., 1996; SAMUEL, 1996; MCGOVERN et al.,
2004; SALQUE et al., 2013). Além disso, ha uma utilizacdo em larga escala das
leveduras para a producéo de proteinas intracelulares e extracelulares de origem
humana, animal e vegetal (ROMANOS; SCORER; CLARE, 1992; ROMANOS,
1995). Os cogumelos ja eram utilizados com finalidades medicinais desde os
tempos mais antigos para combater hemorragias, célicas, feridas, asma e outros
problemas, como também alguns sao utilizados para o fim alimenticio sendo as
estruturas sexuais de basidiomicetos e ascomicetos (trufas e cogumelos),
utilizadas para este fim (BONONI et al., 1995; DUPONT et al., 2017).

Estima-se que existam de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies de fungos, no
entanto, se conhece algo em torno de 3 a 8% deles. Cerca de 600 espécies de
fungos sé@o conhecidas como agentes patogénicos de plantas (fitopatogénicos),



insetos e animais (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). O papel da micologia
médica é muito importante, sendo ela responséavel pelo estudo das infecbes
causadas pela ampla variedade de fungos existentes. Dada a complexidade dos
pacientes em risco de infeccdo, estas doencas sao consideradas um grande
desafio no campo do diagnostico e terapéutica (PFALLER; DIEKEMA, 2004).

Os oomicetos sao organismos que se assemelham morfologicamente aos
do Reino Fungi; porém, em sua classificacdo taxonémica, pertencem ao Reino
Stramenopila, sendo geneticamente mais semelhantes a organismos aquaticos,
como algas e diatomaceas (ADHIKARI et al., 2013). Embora em sua maioria
sejam saprotroficos, a capacidade de algumas espécies de infectar uma
variedade de hospedeiros € uma caracteristica da classe. Sdo conhecidos ha
muito tempo como “fungos aquaticos” por possuirem hifas com poucos septos,
parecidos com fungos zigomicetos, e incluem uma diversidade de organismos,
desde os de vida livre, até patégenos de plantas, mamiferos, insetos, peixes,
crustaceos e algas (ADHIKARI et al., 2013; MENDOZA; VILELA, 2013).

Pythium spp. sé@o ecologicamente e fisiologicamente Unicos. Eles séo
encontrados em habitats de agua doce, marinha e terrestre em todo o mundo e
mais de 140 espécies de Pythium sdo conhecidas (LEVESQUE; De COCK,
2004; KAGEYAMA, 2014). Existem diversos fitopatbgenos que estédo
associados a causa de podriddes radiculares e tombamento de plantulas.
Algumas espécies do género Pythium estdo entre os fitopatdgenos de maior
interesse, por ter uma distribuicdo ampla e afetar uma grande variedade de
culturas de importancia economica (MARTIN; LOPER, 1999).

Pythium insidiosum (P. insidiosum) foi por muito tempo considerado o
Unico patdgeno do género a causar doenca em mamiferos, mas ja existem
relatos na literatura da infeccéo causada pela espécie Pythium aphanidermatum
em soldados combatentes e, recentemente, acometendo uma mulher na
Tailandia, apontando que outras espécies do género podem ser patogénicas
para humanos e animais (GAASTRA et al.,, 2010; CALVANO et al.,, 2011;
FARMER et al.,, 2015; THONGSUK et al., 2021). A pitiose em mamiferos é
caracterizada pelo desenvolvimento de lesGes cutaneas, subcutaneas,
vasculares e intestinais e, menos frequentemente, pelo acometimento de ossos

e pulmdes. Se nao for tratada, a doenca progride rapidamente, tornando-se uma



ameaca a vida (GAASTRA et al., 2010). O diagnoéstico da pitiose é dificil, pois
frequentemente o patégeno é confundido com fungos zigomicetos em cortes
histologicos (KAUFMAN, 1998).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO E ETIOLOGIA

O termo pitiose foi proposto em 1980 por Chandler et al., mesmo sem a
identificacdo do agente etiolégico, como um nome mais apropriado para a
doenca equina varias vezes referida como bursatii, sanguessugas de cavalos da
Flérida, dermatite granular, Hyphomycosis destruens equi, ficomicose,

granuloma ficomicotico e “swamp cancer” (CHANDLER et al., 1980).

Desde o século XIX ha relatos de possiveis casos de pitiose, o qual
cursaram clinicamente com o quadro de lesbées granulomatosas. Em 1901, o
agente causador desta doenca granulomatosa foi isolado de amostras de
equinos e denominado Hyphomycetes destruens por de Haan e Hoogkamer,
porém, ndo conseguiram classificar o agente (MENDOZA et al., 1996). Em 1974,
Austwick e Copland isolaram um organismo semelhante de cavalos com leséo
granulomatosa, no qual observaram a capacidade de produzir zodsporos
biflagelados. Com base nessa caracteristica morfoldgica Unica, eles relataram
gue o organismo em questdo pertencia ao género Pythium (AUSTWICK;
COPLAND, 1974).

Em 1980, Ichitani e Amemiya classificaram um isolado de equino como
Pythium gracile ap6s comparar as caracteristicas reprodutivas de diferentes
espécies de Pythium (ICHITANI; AMEMIYA, 1980). Anos depois, P. insidiosum
foi formalmente descrito com base em sua esporulacédo sexual (DE COCK et al.,
1987). Isso aconteceu simultaneamente com W.A. Shipton descrevendo uma
nova espécie, Pythium destruens, que mais tarde foi considerada idéntica a P.
insidiosum por sequenciamento génico e, finalmente considerada a
denominacdo mais correta em 1989, quando MENDOZA e MARIN
demonstraram que os isolados P. insidiosum (De Cock) e P. destruens (Shipton)



apresentavam o mesmo perfil antigénico (SHIPTON, 1987; MENDOZA; MARIN,
1989).

O agente etiolégico da pitiose € o microrganismo eucariotico filamentoso
denominado Pythium insidiosum, que taxonomicamente pertence ao supergrupo
Stramenopiles-Alveolata-Rhizaria. Inicialmente foi classificado como um fungo e,
posteriormente, teve sua classificacdo alterada, pertencendo ao reino
Stramenopila, filo Oomycota, classe Oomycetes, ordem Peronosporales e
familia Pythiaceae (DE COCK et al., 1987). A diferenca entre os oomicetos e 0s
fungos estd retratada a nivel celular através de alteracbes na parede e
composicdo da membrana (SANTURIO et al., 2006; GAASTRA et al., 2010). As
cristas mitocondriais nos fungos verdadeiros sado achatadas, enquanto nos

oomicetos sao tubulares.

No filo Chytridiomycota (reino Fungi), oS microrganismos possuem
zoo6sporos uniflagelados, enquanto os do filo Oomycota possuem esporos
biflagelados. A parede celular é composta principalmente por quitina e a e B
glucanas em fungos verdadeiros, enquanto em oomicetos € composta por 3
glucanas, celulose e hidroxiprolina. A principal diferenca esta na membrana
celular que explica o insucesso do tratamento médico da pitiose: a auséncia de
ergosterol, que € o principal alvo dos antifingicos (GRIFIFITH et al., 1992;
ALEXOPOULOS et al., 1996; GAASTRA et al., 2010).

Produz zoosporos biflagelados (estagio reprodutivo assexuado) em um
ambiente aquatico adequado e ndo precisa de um hospedeiro suscetivel, pois €
capaz de sobreviver e se multiplicar em plantas em decomposicdo (AUSTWICK;
COPLAND, 1974; DE COCK et al., 1987; GAASTRA et al., 2010). O esporangio
€ produzido nas extremidades dos ramos das hifas, onde o protoplasma da
vesicula inicia uma clivagem progressiva para formacdo dos zodsporos
(MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993).

O tempo que leva entre a formacao de esporangios indiferenciados e a
liberacéo de zoosporos moéveis € em torno de 35 minutos, quando em condi¢cdes
adequadas (com agua, material vegetal e temperaturas em torno de 37 °C a 40
°C) (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993). Uma vez liberados, os

zooOsporos penetram no material vegetal submerso na agua (para continuar seu



ciclo de vida) ou penetram na pele lesionada de animais presentes em ambientes
aguaticos (BOSCO et al., 2019). Os zo6sporos sdo células nucleadas Unicas que
podem nadar com a ajuda dos flagelos, sendo eles um anterior e outro posterior.
Acredita-se que o flagelo posterior seja responsavel pelo movimento através da
agua e o anterior tenha a funcao de direcionar o zoosporo. Os zoosporos hadam
em um padrao helicoidal, sendo algumas vezes interrompido por mudancas
aleatorias de direcdo (WALKER; VAN WEST, 2007).

Pode ser cultivado aerobiamente em meios de cultura que ndo contenham
cicloheximida. A cultura em meio &gar Sabouraud a 37 °C mostra um
crescimento rapido (24 h) (DE COCK et al., 1987; MENDOZA; HERNANDEZ;
AJELLO, 1993). A colbnia tem aspecto filamentoso com micélio curto de
coloracdo branca a bege, com textura aveludada a membranosa (Fig. 1).
Microscopicamente, possui hifas grandes (4-10 um de diametro), ramificacbes
perpendiculares, cenocitica (em hifas jovens), septacdo esparsa (em um
organismo envelhecido) e pontas de hifas arredondadas, sem esporos (Fig. 2)
(DE COCK et al.,, 1987). Apressorios e tumefacdes medindo 12-28 pm de
diametro, sdo comumente observados nas culturas (Fig. 3) (MENDOZA, 2016).

Os esporos sao produzidos apenas em ambientes aquaticos na natureza ou um

meio de indugdo apropriado em condi¢gbes in vitro, (Fig. 4) (MENDOZA;
PRENDAS, 1988).

3
ey

Figura 1 Aspecto macroscépico de uma coldnia de P. Figura 2 Aspecto microscopico de hifas cenociticas de

insidiosum em agar Sabouraud dextrose 4% com 5 dias P+ Insidiosum com diametro meédio de 8 mm e
de cultivo. Fonte: BOSCO et al. (2019). ramificacbes perpendiculares. Mycelia sterilia (micélio
com auséncia de corpo de frutificacdo) (lactofenol azul

de algodao, 200 x). Fonte: BOSCO et al. (2019).



Figura 3 Formacao de vesiculas globosas e hifas
em uma folha sdo os primeiros passos na
colonizagdo de uma planta hospedeira (a, b).
Fonte: MENDOZA (2016).

Figura 4 Inducdo de zoosporangénese de Pythium insidiosum. (a) Colocac¢&o de blocos
de &gar Sabouraud dextrose 2% com cultivo de P. insidiosum na superficie de placas de
Petri contendo agar agua. (b) Colocacéo de laminas de grama estéril no topo dos blocos
de Sabo Sabouraud 2%. (c) Vista de placas contendo agar-agua com laminas de grama
antes de serem incubadas a 37 °C por 2 dias. (d) Laminas de grama apoés 5 horas de
incubacéo em meio de inducéo a 37 °C mostrando esporangio (seta). Fonte: BOSCO et
al. (2019).
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Filogenia molecular de P. insidiosum

Os genes de P. insidiosum depositados no GenBank e utilizados para
estudos sobre a pitiose incluem: rDNA, exo-1, COX I, COX Il, gene codificador
da elicitina (ELI025), genes putativos da urease, genes flagelares (pfl6 e da
proteina tubular do mastigonema (ocml) (SCHURCKO et al., 2003a,b;
KRAJAEJUN et al., 2010; AZEVEDO et al., 2012; ROBIDEAU et al., 2014;
LERKSUTHIRAT et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017; KRAJAEJUN et al., 2018a).

Schurko et al. (2003a) analisaram 21 isolados de Pythium insidiosum e
dois de P. destruens utilizando a regido ITS do DNA ribossomal. Os isolados de
P. insidiosum e P. destruens formaram um clado separado das demais espécies
de Pythium utilizadas na analise (P. grandisporangium, P. deliense e P.
aphanidermatum), ndo havendo diferenca de gendtipo entre os isolados das
diferentes espécies acometidas. No entanto, os isolados avaliados foram
divididos em trés clados/clusters de de acordo com a origem geogréfica. O Clado
| continha 12 isolados de P. insidiosum representando uma variedade de
hospedeiros mamiferos (equinos, caninos, felinos e humanos) da Costa Rica,
Haiti, Brasil e EUA. O Clado Il continha sete isolados de varias regides da
Australia, sudeste da Asia e Estados Unidos. O Clado Il continha isolados da
Tailandia e Estados Unidos (Fig. 5) (SCHURKO et al., 2003a).
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Figura 5 Arvore filogenética baseada na andlise de sequéncia do rDNA ITS mostrando
relagBes entre isolados de Pythium insidiosum e P. destruens e a separagdo em trés clados
distintos, de acordo com a regido geografica (entre paréntese) SCHURKO et al. (2003a).

Posteriormente Schurcko et al. (2003b) analisaram o perfil filogenético de
diferentes isolados de P. insidiosum a partir da amplificacdo do gene IGS
(Intergenic Spacer) do DNA ribossomal e a seguir digestdo enzimatica pela
técnica de RFLP (Restrict Fragment Lenght Polimorphism) e corroboraram com
o0 estudo anterior. No clado | foram observados 16 isolados do continente
americano (Costa Rica, Brasil, Haiti, Estados Unidos), clado Il com sete isolados
asiaticos (india, Tailandia, Jap&o, Nova Guiné), um isolado da Austrélia, dois
isolados de Pythium destruens e um isolado de P. insidiosum proveniente dos
Estados Unidos, provavelmente de um paciente que se infectou na regido do
Oriente Médio. O clado Il foi o0 mais distante dos dois anteriores e consistiu em
dois isolados da Tailandia e um isolado dos Estados Unidos. Na ocasido, 0s
autores se referiram ao clado Ill como mais distantes dos outros dois clados,

podendo ser uma representar outra espécie (Fig. 6) (SCHURCKO et al., 2003b).
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Figura 6 Fenograma mostrando relagfes entre isolados de P. insidiosum. O hospedeiro e o
pais de origem sdo indicados entre parénteses (Host/Pais) com as seguintes abreviaturas:
Hospedeiro: Ca, canino; Cq, larva Culex quinquefasciatus; Eq, equino; Hu, humano; To,
Tremarctos ornatus; Pais: Austrélia; BR, Brasil; CR, Costa Rica; HA, Haiti; IN, india; JA, Jap&o;
NG, Nova Guiné; TH, Tailandia; EUA, Estados Unidos. Fonte: SCHURCKO et al., 2003b.

Ao contrario das regides ITS, COX Il (citocromo oxidase II) € um gene
codificado pelo DNA mitocondrial que geralmente € considerado mais variavel
do que o DNA nuclear, por acumular muta¢des ao longo da evolucéo, tornando-
o util para a determinacdo de relacBes filogenéticas (MARTIN, 2000).
Kammarnjesadakul et al. (2011) utilizaram 32 isolados de P. insidiosum da
Tailandia (ambiental e humano) e dois isolados de equinos das Américas (Costa
Rica e EUA) para realizacao de analises filogenéticas baseada em ITS e COX Il
Ambas as andlises (ITS ou COX II) revelaram trés clados entre os isolados de P.
insidiosum: Atx, Bri € Ctr. Clados Bt e Crh incluiram a maioria dos isolados de
fontes humanas e ambientais (Tailandia), enquanto os isolados remanescentes
de equinos dos EUA foram agrupados como clado Atu (Fig. 7 e 8). Porém, na
analise do gene COX ll, os dois clados tailandeses, Bth e CtH, ainda foram

divididos em trés subclados e dois grupos irmaos, respectivamente (Fig. 7), onde
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os autores afirmam que por COX |l ser capaz de separar o nivel intra-espécie, e,

além disso gerar arvore filogenética com maior resolucdo do que adaregiao ITS,

sendo melhor indicada para estudos filogenéticos de P. insidiosum

(KAMMARNJESADAKUL et al., 2011).
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Figura 7 Arvore filogenética baseada na regido rDNA ITS. Fonte: Kammarnjesadakul et al.

(2011).
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Figura 8 Arvore filogenética baseada na regido de COX Il, na qual é possivel observar
as subdivisdes nos clados B TH e C TH. Fonte: Kammarnjesadakul et al. (2011).

Azevedo et al. (2012) analisaram amostras de diversas regides brasileiras
usando a regido ITS e COX Il, além disso avaliaram os niveis de diferenciacao
dos isolados brasileiros para isolados norte-americanos e tailandeses e também
afirmaram que a utilizacdo do gene COX Il representava melhor a filogenia e
poderia separar os isolados tailandeses dos isolados brasileiros e norte-
americanos (Fig. 9) (AZEVEDO et al., 2012).
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Figura 9 Arvore filogenética com base nas sequéncias do citocromo oxidase Il (COX Il) onde ha
diferenciacéo de clados entre amostras americanas e da Tailandia. Fonte: Azevedo et al. (2012).

Ribeiro et al. (2017) confirmaram a parafilia entre isolados tailandeses e
brasileiros utilizando o gene exo-1, anteriormente sugerida por Azevedo et al.

(2012) com marcadores ITS e cox2.

Miraglia et al. (2022) descreveram uma nova espécie baseada em
andlises filogenéticas e por MALDI-TOF a partir da analise de isolados do cluster
I, isolados da india, Israel, EUA e Tailandia. Essa nova espécie recebeu o nome
de Pythium periculosum (MIRAGLIA et al., 2022).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

Os casos de pitiose sdo observados em regides de clima tropical,
subtropical ou temperado, podendo acometer diferentes espécies, como
equinos, caninos, humanos, bovinos, pequenos ruminantes, felinos e animais
silvestres, sendo as trés primeiras espécias as mais afetadas pela doenca
(BOSCO et al., 2019).

O primeiro relato da doenca acometeu cavalos e ocorreu em 1983 na
Australia (MILLER et al., 1983). Apos, a pitiose foi cada vez mais relatada, sendo
descrita no EUA, Brasil, India, Tailandia, Australia, Colémbia, Egito, Venezuela,
Costa Rica, China, Uruguai, Papua Nova Guine, Japdao, Israel, Espanha, Mexico,
Malasia, Coréia do Sul, Jamaica, Haiti, Mali, Nova Zelandia, Taiwan (Fig. 10)
(YOLANDA; KRAJAEJUN, 2022).

Ha registro de cinco casos onde os pacientes foram diagnosticados como
pitiose em seus paises de origem (Franca, Espanha e EUA) apds voltarem de
viagem a paises onde h& casos registrados (HUNG; LEDDIN, 2014; LELIEVRE
et al.,, 2015; ROS CASTELLAR et al., 2017; BERNHEIM et al., 2019). Esses
pacientes foram definidos como casos importados, sendo mapeados no pais
onde provavelmente adquiriram a infeccdo; assim, a pitiose pode nao ser
incomum e pode ser diagnosticada em qualquer lugar, ndo se limitando aos
paises endémicos. O conhecimento da doenca pelos profissionais de saude e a
disponibilidade de uma ferramenta de diagndstico nos laboratérios clinicos séo
fundamentais para a deteccéo de novos casos (YOLANDA; KRAJAEJUN, 2022).

Desde o século passado, o ambiente aquatico tem sido relacionado a
casos de granulomas cutaneos em equinos, onde foi observado que, apés os
cavalos terem pastado por um longo periodo em agua estagnada, eles
frequentemente desenvolviam pitiose. Assim, suspeitava-se de uma relagao
entre habitats Umidos e esta doenca desde o inicio de sua historia (RIVIERRE et
al., 2005). Os animais também podem se infectar bebendo agua contaminada
com zodsporos ou comendo plantas, especialmente gramineas, onde o0s
zooGsporos podem se encistar (GAASTRA et al., 2010; PRESSER; GOSS, 2015).
Fatores como idade, sexo ou raca nao influenciam na aquisicdo da infeccdo. O

principal fator € a permanéncia do animal em agua estagnada, local propicio ao
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desenvolvimento dos zodsporos, forma infectante do patdgeno (BOSCO et al.,
2016).

1(0.02)
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Figura 10 Distribuicdo geografica da pitiose em humanos e animais. Os nimeros de casos e porcentagens
(entre parénteses) sdo adicionados aos paises onde os pacientes adquiriram pitiose. A escala de cores
representa a densidade de casos (variando de 1 a 1890 casos) as estrelas indicam as areas ou paises onde
P. insidiosum foi isolado com sucesso do meio ambiente. Fonte: YOLANDA; KRAJAEJUN (2022).

Um levantamento feito através de um estudo em 2022 por Yolanda e
Krajaejun, no qual rastrearam casos de pitiose confirmados em animais e
humanos, no periodo de janeiro de 1980 a dezembro de 2021, mostrou a
distribuicdo global desses casos. O estudo mostra 4203 casos, sendo 3432
animais e 771 humanos distribuidos nos paises ocorridos, detalhando as
principais espécies afetadas (Tabela 1) (YOLANDA; KRAJAEJUN, 2022).



Tabela 1 Distribuigdo da pitiose humana e animal em 23 paises.

18

Paises Humanos Animais Total
(%)
Cavalos Cées Bovinos Outros® Todos
EUA 14 1184 623 25 44 1876 1890
(44,97)
Brasil 1 577 29 132 104 842 843
(20,07)
india 434 b - - 2 2 436
(10,37)
Tailandia 293 32 7 - - 39 332
(7,90)
Austrélia 3 259 2 - - 261 264
(6,28)
Coldmbia - 56 - 72 13 141 141
(3,35)
Egito - 98 - - - 98 98
(2,33)
Venezuela - 15 1 63 - 79 79
(1,89)
Costa Rica 1 76 - - - 76 77
(1,83)
China 14 - - - - - 14
(0,33)
Uruguai - 9 - - - 9 9 (0,22)
Papua Nova - 4 - - - 4 4 (0,10)
Guiné
Japéo 1 1 - - - 1 2 (0,05)
Israel 2 - - - - - 2 (0,05)
Espanha 2 - - - - - 2 (0,05)
México 1 1 - - - 1 2 (0,05)
Malésia 1 - - - - - 1(0,02)
Coréia do - - 1 - - 1 1(0,02)
sul
Jamaica 1 - - - - - 1(0,02)
Haiti 1 - - - - - 1(0,02)
Mali - - 1 - - 1 1 (0,02)
Nova 1 - - - - - 1(0,02)

Zelandia
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Taiwan - - - - 1 1 1 (0,02)
Total  de 771 2312 664 292 164 3432 4203
casos (%) (18,34)  (55,01)  (15,80)  (6,95) (3,90) (81,66) (100)

a Qutros animais incluem gatb, mula, burro, carneiro, camelo, passaro, cabra, tigre, Onga, urso,
verme, larva de mosquito e camar&o. ® Nenhum caso € relatado. Fonte: adaptado de YOLANDA,;
KRAJAEJUN (2022).

Os paises com maior prevaléncia da doenca ficam na regido das
Américas, com os dois paises que registram o maior nimero de casos ho mundo
(sul/sudeste dos EUA e Brasil), e no sudeste asiatico (india e Tailandia)
(YOLANDA; KRAJAEJUN, 2022). Sao regides de clima tropical e subtropical, o
gue reafirma a necessidade de uma temperatura elevada, em torno de 28°C e
37°C para a reproducdo e crescimento do agente (DE COCK et al.,, 1987;
KRAJAEJUN et al., 2010).

A maioria dos casos de pitiose em animais ocorreram nos EUA e no Brasil,
gue sao paises das Américas. Em contramao, quase todos os casos de pitiose
humana foram relatados em dois paises asiaticos: india e Tailandia. De acordo
com algumas pesquisas, como as de Schurko et al. (2003) e Rujirawat et al.,
(2017), ha diferentes gendtipos de P. insidiosum nos continentes, os quais foram
divididos em clados; por exemplo, o gendtipo do clado | € quase exclusivamente
encontrado nas Ameéricas, enquanto os genétipos do clado Il e Ill sdo mais
identificados na Asia, podendo ser a predilecio de determinado gendtipo por
seus hospedeiros, sendo humano ou animal, uma das causas desse contraste
de casos (SCHURKO et al., 2003a; RUJIRAWAT et al., 2017).

P. insidiosum habita areas pantanosas, campos de arroz, rios, canais e
reservatorios de agua parada e com vegetacao (MILLER et al., 1983; PRESSER,;
GOSS, 2015; ZAMBRANO et al., 2017; MAR HTUN et al., 2021; JARA et al.,
2021; RUSHFORD; NORTH; MILLER, 2022). As atividades exercidas, a rotina e
hébitos de uma espécie e/ou individuo podem contribuir para diferentes indices
da infeccdo. Equinos, caninos e bovinos sdo as espécies expostas ao habitat de
P. insidiosum (ou seja, uma area pantanosa/alagada) com mais frequéncia do
gue os outros animais domésticos, sendo assim as espécies mais afetadas. Na
Tailandia, a maioria dos pacientes humanos eram agricultores, que

apresentavam um risco aumentado de contrair pitiose por trabalhar em campos
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de arroz, provavelmente sem protecdo adequada (Oculos, luvas e botas)
(KRAJAEJUN et al., 2006a; WORASILCHAI et al., 2018; CHITASOMBAT et al.,
2018; PERMPALUNG et al., 2019; CHITASOMBAT et al., 2020).

Vérios surtos de casos humanos (todos com pitiose ocular) foram
publicados nos ultimos anos por centros médicos indianos (SHARMA et al.,
2015; MITTAL et al., 2017; RATHI et al., 2018; BAGGA et al., 2018; RAGHAVAN
et al., 2018; AGARWAL et al., 2019; HASIKA et al., 2019; APPAVU; PRAJNA;
RAJAPANDIAN, 2020; BAGGA et al, 2021; GURNANI et al, 2021;
VISHWAKARMA et al., 2021; KATE et al., 2022) levando a india a relatar o maior
nimero de casos de pitiose humana até agora. Enquanto a india apresenta um
elevado numero de casos da forma ocular em humanos, ndo sendo
diagnosticado casos de pitiose vascular, a Tailandia tem quase o numero total
de pacientes diagnosticados com essa forma clinica, onde possuiam uma
condicdo hematoldgica subjacente, a talassemia (CHITASOMBAT et al., 2020;
KRAJAEJUN et al., 2006a), sendo ela altamente prevalente na Tailandia e em
outros paises do Sudeste Asiatico. Permanece desconhecido como a talassemia
esta associada a pitiose, podendo estar ligada ao comprometimento imunolégico
dos pacientes (VENTO et al., 2006).

As regides brasileiras com maior prevaléncia de casos de pitiose equina
sdo o Pantanal (Fig. 11) (LEAL et al., 2001; SANTOS et al., 2011; SANTOS et
al.,, 2014) e os Pampas do Rio Grande do Sul (Fig. 12) (MARCOLONGO-
PEREIRA et al., 2012; WEIBLEN et al., 2015), onde fatores como altas
temperaturas, areas alagadas e o grande numero de animais podem estar
relacionados (SANTURIO et al., 2006; SANTOS et al., 2014).

A pitiose gera prejuizos econdmicos significativos para a equideocultura,
uma vez que ndo ha tratamento especifico para a doenca, ficando assim incerto
0 seu prognostico (SANTOS et al.,, 2011) podendo levar a invalidez e/ou
encerramento precoce da vida atlética dos animais acometidos, como também a
morte (ALVAREZ et al., 2013).

Embora a doenca ocorra com maior frequéncia em equinos, casos de
pitiose em bovinos tém sido diagnosticados na regido do Pantanal (SANTURIO
et al., 1998; SANTOS et al., 2011), nas regides Oeste (GABRIEL et al., 2008) e
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Sul do Rio Grande do Sul (GRECCO et al., 2009) e regido costeira tropical e
semiarida do Nordeste (MAIA et al., 2020). Comparando com 0s equinos, as
perdas econdmicas com a pitiose bovina sdo bem menos expressivas, pois 0s
bovinos apresentam cura espontdnea com remissao total das lesées em um
periodo de trés semanas a trés meses, sem que haja grandes prejuizos
(SANTOS et al., 2011).
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Figura 12 Regido do Pantanal, Brasil, mostrando gado e equino  Figura 11 Pampa Gaucho. Ambiente com areas alagadas e
em regido alagada e com bastante vegetacdo. Fonte: presenca de animais (bovino, equino). Fonte: comprerural.com
cnabrasil.org.br

Nos EUA, as espécies mais frequentemente diagnosticadas com
infecgbes por P. insidiosum foram a equina e canina, e apresentaram
distribuicbes geograficas semelhantes, sendo o foco os estados do Sudeste
(Arkansas, Alabama, Florida, Georgia, Louisiana, Mississippi e Texas). A maioria
dos casos nessas duas espécies ocorreu na Flérida e no Texas, com
aglomerados na Louisiana, Mississippi € no sul de Oklahoma. No geral, os
cavalos apresentaram o maior numero de casos durante o verdo e o outono,
enquanto os caes apresentaram mais casos no outono e no inverno (NGUYEN
et al., 2021). O isolamento de P. insidiosum de varios lagos na Flérida explica
em parte o alto indice da doenca nessa regidao (PRESSER; GOSS, 2015).

Em relacdo ao isolamento ambiental, dez publicacBes descreveram o0s
isolamentos e as detec¢cbes moleculares de P. insidiosum em amostras de agua
ou solo em quatro paises. O primeiro isolamento se deu em &reas pantanosas
de Queensland, Australia. O patdgeno também foi isolado em alguns estados do
sudeste e centro-oeste dos EUA. A recuperacdo do organismo foi documentada

nos estados do Rio Grande do Sul e S&o Paulo, nas regides sul e sudeste do
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Brasil. Além disso, trés estudos na Tailandia demonstraram que P. insidiosum
esta bem difundido nos campos de arroz e reservatérios de agua nas provincias
do norte, centro e sul (MILLER et al.,, 1983; SUPABANDHU et al., 2008;
VANITTANAKOM et al., 2014; PRESSER; GOSS, 2015; ZAMBRANO et al., 2017
MAR HTUN et al., 2021; NAVARRO-ACEVEDO et al., 2021; RUSHFORD; JARA
et al., 2021; NORTH; MILLER, 2022; PAZ et al., 2022).

Ha dois relatos de isolamento de P. insidiosum de larva de mosquito. O
primeiro foi cultivado a partir de uma larva de mosquito infectada na india
(SCHURKO et al., 2003a), no qual os detalhes sobre condi¢cdes do isolamento
da cultura e caracteristicas patolégicas do mosquito infectado ndo estéo
disponiveis (VILELA et al., 2018). O segundo estudo é o primeiro relato completo
de P. insidiosum infectando espécies de insetos e relata a caracterizacdo dos
isolados obtidos a partir de larvas de mosquitos infectados coletadas no estado
do Tocantins, regido central do Brasil, onde foi feito sequenciamento molecular,
analise filogenética, uso de caracteristicas soroldgicas e fisioldgicas para
verificacdo da identidade das cepas (VILELA et al., 2018). Esses relatos podem
indicar a importancia de estudos em artropodes como possiveis disseminadores

da doencga.

2.3 PATOGENESE

Pythium spp. sdo microrganismos ecologicamente versateis, ocorrendo
em praticamente todos os solos e ambientes umidos (RIVIERRE et al., 2005).
Seu ciclo ecoldgico é baseado na colonizacdo de plantas aquaticas, utilizadas
como substrato para o desenvolvimento e reproducdo do organismo, dando
origem aos zoosporangios (DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1993).

Os zoo6sporos (propagulos infecciosos) livres na agua, movimentam-se
através de seus flagelos a procura de pélos de animais, feridas, pele danificada,
mucosa intestinal e folhas de plantas, na qual se encistam e emitem o tubo
germinativo, dando origem a um novo micélio e completando o seu ciclo
(MILLER, 1983; DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1993).

Lesbes causadas por puncdes e picadas de insetos também podem ser
uma "porta de entrada” para P. insidiosum (MENDOZA et al., 1993; MENDOZA
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et al., 1996; REES, 2004). Apos a liberacdo de zodsporos, a invasao de tecidos
vegetais e animais € permitida atraveés da ativacdo de varios mecanismos, no
qual o zodsporo encista-se nos tecidos danificados e secreta glicoproteina
amorfa para facilitar a adesao a superficie (MENDOZA et al., 1993; MENDOZA,
2016). Estimulados pela temperatura corporal do hospedeiro, os zodsporos
encistados desenvolvem-se em hifas que se estendem para o tecido infectado e

invadem os vasos sanguineos (GAASTRA et al., 2010).

A presséao exercida pela ponta da hifa ja foi determinada por Ravishankar
et al. (2001) e os autores concluiram que, apesar da forca de 6,9 mN, esta nao
é suficiente para que haja penetracéo da pele. A acdo de enzimas proteoliticas,
somadas a forca exercida pela ponta da hifa, sdo fundamentais para que as hifas
do patogeno penetrem o interior dos tecidos (RAVISHANKAR et al. 2001; DAVIS
et al. 2006). Chechi et al. (2019) avaliaram o perfil proteico de isolados de P.
insidiosum e inferiram que a enzima enolase poderia ter papel importante na
patogénese, uma vez que essa enzima esta envolvida na degradacao da matriz

extra-celular e nos processos de adeséao.

Conforme a hifa de P. insidiosum vai se desenvolvendo no tecido ocorre
a liberacdo de exo-antigenos, os quais sdo quimiotaticas para as células
apresentadoras de antigenos, particularmente as células dendriticas, as quais
secretam interleucina 4 (IL-4) que estimula a subpopulagéo de linfécitos ThO a
diferenciarem-se em perfil de resposta imune do tipo Th-2. Dessa forma ha mais
liberacédo de IL-4 sobre as células B, as quais irdo produzir IgM, IgG e IgE. IL-5
e IgE mobilizam eosinéfilos e mastocitos para o local da infeccéo, formando uma
reacdo granulomatosa eosinofilica levando ao desenvolvimento de um material
tipo Splendore-Hoeppli ao redor das hifas, que s&o encontradas no centro dos

microabscessos eosinofilicos.

O processo patogénico da pitiose tem sido associado a degranulacdo de
eosinofilos e mastocitos (células inflamatdrias) ao redor das hifas e esse fato
contribui para o dano tecidual, levando a lesdes extensas. Em equinos a reacao
€ tdo pronunciada que os eosindfilos degranulam fortemente ao redor das hifas
de P. insidiosum formando as concregdes firmes denominadas “kunkers”. E
interessante destacar que o patdogeno estd camuflado dentro do material

eosinofilico, fato que representa uma estratégia evolutiva que protege P.
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insidiosum de se apresentar plenamente as defesas do hospedeiro (MILLER;
CAMPBELL, 1982; MENDOZA et al., 1992; MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003;
MENDOZA; NEWTON, 2005).

2.4 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos dependem da espécie afetada, indo de lesao
granulomatosa em tecidos cutaneo e subcutaneo, lesdo em tecido
gastrointestinal e ocular, a oclusédo arterial e envolvimentos de 6rgaos internos
(BOSCO et al., 2016).

*Equideos

Nos equinos, a principal forma € a cutanea, onde devido ao contato com
aguas contaminadas com zodsporos pode desenvolver a infecgdo
principalmente nas extremidades distais dos membros e por¢dao ventral da
parede toraco-abdominal (CHAFFIN et al., 1995; LEAL et al., 2001; MARTINS et
al.,, 2012; PESSOA et al., 2014). Consistem em tecido ulcerativo nodular
piogranulomatoso grande (5 a 500 mm), arredondado, que drenam um exsudato
serossanguinolento de odor fétido, e o animal apresenta prurido intenso (Fig. 13)
(GAASTRA et al., 2010). Também pode haver a formagéo de "kunkers” (Fig. 14),
gue consiste em material necrético amarelo-acinzentado advindo do tecido
acometido e das fistulas de drenagem que ele possui, e é especifico da pitiose
em equideos (GAASTRA et al., 2010). Essas massas variam de 2 a 10 mm de
diametro, tém forma irregular, ramificada, com aspecto arenoso e penetram no
tecido granular, dentro de “sinus” formados ao longo do seu trajeto (MEIRELLES
et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995).

Quando as lesbGes se desenvolvem nos membros (principalmente perto
das articulacdes), a claudicacdo € um achado frequente (MENDOZA, 2016). A
forma cutanea também pode envolver os linfonodos (CHAFFIN et al., 1995;
MARTINS et al., 2012) e os ossos (MENDOZA et al., 1988; ALFARO;
MENDOZA, 1990; EATON, 1993).
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Figura 13 Ulceracbes granulomatosas, sobressalentes e elevadas com bordas
irregulares e em forma de cratera. Fonte: ALVAREZ; VILORIA; AYOLA (2013).

Figura 14 “Kunkers”: material necrético amarelo-acinzentado. Fonte: ALVAREZ;
VILORIA; AYOLA (2013).

Os casos descritos de pitiose intestinal em equinos cursaram com
episédios de cdlica, causadas pela presenca de massas teciduais, levando a
reducdo e/ou obstrugdo do lumen intestinal (BROWN; ROBERTS, 1988;
BEZERRA JUNIOR, 2010).

Ha um caso descrito na literatura de pitiose pulmonar em um equino que
um ano apos leséo cutanea tratada por meio de exérese onde houve cicatrizagdo
completa, apresentou secrecao nasal sanguinolenta bilateral com trés meses de
evolucao e tosse durante o exercicio. A principal anormalidade fisica foram os

sons respiratérios asperos. As radiografias toracicas revelaram grande
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guantidade de liquido pleural e consolidacdo dos lobos antero-ventrais do
pulméo (GOAD, 1984).

Ha poucos casos na literatura descrevendo a pitiose afetando a regiédo
nasal de equinos. Souto et al. (2016) descreveram como sinais clinicos grave
inchaco das narinas com &rea central ulcerada e secre¢cdo serossanguinolenta
em um equino. Outro caso cursou com perda de peso progressiva, desidratacéo,

dispneia, edema facial e ferida nasal fétida com secrecédo serossanguinolenta.

Devido ao quadro clinico grave e prognostico ruim, ambos animais foram
eutanasiados (Fig. 15) (SOUTO et al., 2016).

Figura 15 A: cavidade contendo areas de necrose e kunkers no vestibulo nasal. B: Areas necréticas contendo
grande infiltracdo de “kunkers” nos cornetos nasais, meatos (asterisco) e regido etmoidal (seta). Fonte:
SOUTO et al. (2016).

Um caso recente na Tailandia descreveu uma égua de quatro anos com
histéria de uma massa nodular no septo nasal direito com evolucao de um més.
A massa estava a aproximadamente 10 cm do focinho; o tamanho era de
aproximadamente 3 cm de diametro com ferida ulcerativa com presenca de
“kunkers” e secrecgao serossanguinolenta onde a dor intensa na regidao também
se fazia presente (TONPITAK et al., 2018).

Ha um relado de pitiose em uma fémea asinina (Equus asinus), que
apresentava multiplos nédulos, arredondados, firmes, variando de 1 a 11 cm de
diametro, alguns ulcerados e outros sem pélos, distribuidos na regido ventral do

térax e abddébmen, membros anteriores, membros posteriores e glandula
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mamaria. As lesdes maiores eram ulceradas, com exsudato serossanguinolento,
e, adjacente aos focos, foram observadas algumas pequenas cavidades
contendo “kunkers” (Fig. 16) (MAIA et al., 2016).

Figura 16 A. Lesbes cutaneas nodulares e ulcerativas drenando exsudato
serossanguinolento, do térax de uma asna (Equus asinus). B. Superficie de corte da
lesdo cutdnea mostrando “kunkers” e um trato de drenagem hemorragico circundado por
tecido castanho claro a b branco, liso e brilhante. Fonte: MAIA et al. (2016).

*Ruminantes

Nos bovinos, a doenca foi descrita afetando a regido de membros
torcicos e pélvicos, algumas vezes estendendo-se até a regido toracica ventral,
onde os animais podem apresentar massas tumorais com fistulas, tecido
ulcerado edematoso, podendo apresentar profuso exsudato serossanguinolento.
As areas afetadas sao extremamente dolorosas. Também pode ocorrer infeccao
bacteriana secundaria (Fig. 17) (GAASTRA et al., 2010; GRANT et al., 2016). A
literatura descreve casos de remissdo espontdnea em alguns bovinos
acometidos apos o periodo do desenvolvimento das lesdes (KONRADT et al.,
2016).

Figura 17 Bovinos afetados por pitiose cuténea. A: Lesdo ulcerada na face lateral da porgéo
distal do metatarso. B: Les&o ulcerada entre a face lateral e caudal da porcao distal do metatarso.
Ha edema da porcéo distal do membro. Fonte: GRECCO et al. (2009).
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Em ovinos, a pitiose tem sido relatada como causadora de lesdes
cutaneas em diferentes regides do corpo e como doenca rinofaringea (TABOSA
et al., 2004; RIET-CORREA et al., 2008). A forma cutanea é caracterizada por
edema local com dermatite ulcerativa progressiva nos membros, bem como nas
regibes abdominal e pré-escapular. Dor, anorexia e claudicacdo também séo
observados (Fig. 18) (DO CARMO; UZAL; RIET-CORREA, 2021).

Figura 18 Pitiose em ovinos. A: dermatite ulcerativa e
celulite na regido pré-escapular, sugestivas de lesédo
priméria em linfonodo pré-escapular. B: granuloma
ulcerativo grave no metatarso. Fonte: DO CARMO;
UZAL; RIET-CORREA (2021).

Os sinais clinicos envolvendo a rinofaringe sdo caracterizados por
aumento acentuado e deformidade da regido nasal, dificuldade respiratéria grave
e secrecdo nasal sanguinolenta. E comum a observacéo de fistulas oronasais
com Ulceras no palato duro e aumento dos géanglios linfaticos retrofaringeos e
parotideos (Fig. 19) (DO CARMO; UZAL; RIET-CORREA, 2021).
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Figura 19 Pitiose em ovinos. Acentuado
alargamento e deformidade da regido nasal.
Exsudato purulento € observado na boca como
resultado de ulceracéo do palato duro. Fonte: DO
CARMO; UZAL; RIET-CORREA (2021).

Ha um relato de pitiose no trato digestivo de dois filhotes onde os sinais
clinicos cursaram com regurgitacdo alimentar, letargia e anorexia/hiporexia. Os
dois animais foram a 6bito (PESSOA et al., 2012).

Foi relatado um caso de pitiose em um caprino que apresentava
claudicacdo e emagrecimento associado a extensa lesdo cutanea ulcerativa,
exsudativa e pruriginosa na regido metatarso-falangica do membro posterior
esquerdo onde os sinais clinicos iniciais foram observados ao longo 1 més (Fig.
20). Realizou-se excisdo cirargica completa da lesdo e tratou a ferida cirdrgica
como ferida aberta com clorexidina e repelente de insetos. Duas semanas apos
a exciséo, a cabra ndo apresentava sinais clinicos de pitiose (DO CARMO et al.,
2015).
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Figura 20 Pitiose em caprinos.
Extensa leséo cutanea
ulcerativa em regido metatarso-
falangica do membro pélvico
esquerdo. Fonte: DO CARMO
et al. (2015).

*Cées

Os caes afetados séo geralmente de regides rurais e se infectam ao entrar
em contato ou beber agua, em lagoas ou rios, contaminada com zoGsporos
(FOIL et al., 1984). Nos cdes a doenca também se manifesta nas formas
cutanea/subcutanea e gastrointestinal. A forma gastrointestinal é a mais comum
e o diagnostico €, geralmente, post mortem (Fig. 21), onde manifesta-se com
distarbios digestivos como anorexia crénica, fraqueza, perda de peso, vomitos,
tenesmo, diarreia que podendo ser sanguinolenta, e presenca de massa nodular
firme quando submetidos a palpacdo abdominal (FISCHER et al., 1994;
AEFFNER et al., 2015; SUKANAN et al., 2022). As lesdes podem se espalhar
para tecidos adjacentes, como pancreas, Utero, linfonodos mesentéricos e
prostata, levando a hipertrofia prostatica e tenesmo (JAEGER; ROTSTEIN; LAW,
2002; MENDOZA, 2016). LesBes na orofaringe, laringe e por¢do cranial do
esb6fago também podem ser encontradas (PATTON et al., 1996; HELMAN;
OLIVER, 1999).
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Figura 21 Pitiose em cées. (A) Massa irregular envolvendo intestino, mesentério e
pancreas. (B) Superficie em corte transversal do intestino mostrando
espessamento da parede intestinal, com &reas multifocais amareladas e estenose
do limen. (C) Espessamento da derme e subcutdneo com areas multifocais a
amarelo coalescente intercaladas com tecido esbranquicado. (D) Espessamento
da parede do reto e areas focais de ulceracdo na jungdo mucocutanea. Fonte:

FRADE et al. (2017).

As formas cutaneas/subcutdneas cursam com dermatite hemorragica,
piogranulomatosa e ulcerada com bordas reativas e irregulares, podendo conter
areas de necrose e sdo geralmente localizadas nos membros e na regido ventral
do pescoco, face, perineo e térax, bem como linfadenopatia regional (Fig. 22)
(PEREIRA et al., 2010; OLDENHOFF et al., 2014; CHINDAMPORN et al., 2020).
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Figura 22 Pele de cao: apresentacdo clinica da lesdo
mostrando uma grande Ulcera com borda bem demarcada e
multiplos trajetos fistulosos de drenagem. Fonte: NETO et al.
(2009).

*Felinos

A pitiose em gatos é pouco relatada na literatura, onde os relatos sédo
descritos afetando pele e tecido subcutéaneo, regido nasal e retrobulbar, cavidade
oral e intestinos (SOUTO et al., 2020). Os sinais clinicos presentes na infec¢ao
retrobulbar e nasal incluem, respectivamente, protrusdo da membrana nictitante
com conjuntivite e edema no palato duro, estridor respiratorio leve e
linfadenopatia submandibular bilateral foram observados (BISSONNETTE et al.,
1991). Na forma intestinal foi observado obstrucéo intestinal e as apresentacées
clinicas foram anorexia e vémito. (RAKICH; GROOTERS; TANG, 2005). Relatos
recentes de pitiose na cavidade oral cursaram com a presenca de massa
multilobular e irregular em regido sublingual (Fig. 23); volume facial com
deformidade e halitose ocasionados pela presenca de massa esbranquicada no
palato mole, disfagia, oligodipsia e perda de peso (Fig. 24) (FORTIN et al., 2017;
SOUTO et al., 2020). As lesdes cutaneas foram observadas como dermatite

ulcerativa nodular ou em placa (DOWST et al., 2019) ou massas dérmicas e
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subcutaneas profundas com presenca ou néo de ulceracdes (Fig. 25) (SOARES
et al., 2019; SOUTO et al., 2020). Felinos selvagens, como a onca-pintada e o
tigre-de-bengala, tém sido relatados com pitiose pulmonar e cutanea,
respectivamente (CAMUS et al., 2004; BUERGELT et al., 2006).

Figura 23 Vistas laterais da massa sublingual 5 dias ap6s a bidpsia. Fonte: FORTIN et al.
(2017).

Figura 24 A: aumento de volume da bochecha direita, com assimetria e deformidade da
face. B: Corte sagital direito da cabeca. Massa nodular esbranquicada (asterisco
vermelho) localizada no palato mole. Fonte: SOUTO et al. (2020).
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Figura 25 1: Lesao redonda coberta por uma superficie crostosa necrética. A e B: Leséo apés a
remoc¢ao da crosta necrética. Fonte: DOWST et al. (2019).

*Aves

O primeiro relato de pitiose em aves ocorreu na Califérnia, EUA, em um
filhote de Carauna-de-cara-branca (Plegadis chihi) o qual apresentou apenas
acometimento cutaneo (PESAVENTO et al., 2008). Este relato mostra que P.
insidiosum tem potencial infeccioso para aves e, portanto, 0s veterinarios que
lidam com aves, especialmente as de ambiente aquatico, devem investigar
lesGes de pele semelhantes para a presenca deste oomiceto (GAASTRA et al.,
2010).

No Brasil j& foi relatado um caso de lesdo esofagica em avestruz (Struthio
camelus) que apresentava hiporexia ha uma semana e disfagia devido a
presenca de uma massa no terco médio do esdfago. O animal foi submetido a
cirurgia para remocao total da massa granulomatosa (SOUTO et al., 2019).

*Camelos

Foi relatada a pitiose em um camelo dromedario (Camelus dromedarius)
gue apresentou como sintomas uma massa no lado direito da face com evolucéo
de um més, apresentando o linfonodo submandibular direito aumentado. As
radiografias da mandibula mostraram edema dos tecidos moles sem
envolvimento 6sseo aparente (WELLEHAN et al., 2004). Outros dois relatos em
camelo dromedario (Camelus dromedarius) envolviam lesdes vulvares (Fig. 26),

apresentando perda de peso, falta de apetite e presenca de grandes lesdes
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granulomatosas vulvares com evolugdo de um més, porém ndo apresentando
prurido (VIDELA et al., 2012).

Figura 26 A figura mostra as lesBes vulvares em camelos. As lesBes eram secas e hao
pruriginosas. Fonte: VIDELA et al. (2011).

Ha um relato de acometimento gastrico em um camelo bactriano
(Camelus bactrianus), o qual apresentou sinais clinicos de letargia e perda de
peso durante um curso clinico de 30 dias e foi a 6bito. Na necropsia, o terceiro
compartimento estomacal (C-3) apresentou ruptura ao longo da curvatura maior,
onde havia grande presenca de fibrina, e exibia espessamento focal acentuado
da parede (Fig. 27). Proximo a essa area havia lesdes nodulares ulceradas, que
se projetavam para a superficie da mucosa. Na superficie de corte, essas lesdes
nodulares consistiam em massas multifocais a coalescentes amarelas,

irregulares, firmes, mas fridveis (HECK et al., 2018).
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Figura 27 A. Corte sagital do terceiro compartimento do estdmago
(C-3) mostrando acentuado espessamento da parede, com massas
multifocais a coalescentes amareladas e irregulares entremeadas
por tecido esbranqui¢ado (fibrose). Fonte: HECK et al. (2018).

*Humanos

Em geral, a pitiose humana é comumente observada em pacientes com
idade entre 20 e 60 anos e trabalhadores do sexo masculino com ocupacao
relacionada a agricultura e pesca (KRAJAEJUN et al., 2006a).

A doencga pode surgir na forma cutanea/subcutanea, com o aparecimento
de vesicula/bolha, uUlcera cuténea, celulite, edema crénico, lesdo subcutanea
dolorosa, nddulo infiltrativo e Glcera no membro e celulite necrosante (Fig. 28)
(KRAJAEJUN et al., 2006a; KIRZHNER et al., 2015).
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Figura 28 Leséao necrotica com celulite circundante. (a) Mancha hemorragica com necrose central e
alteracbes de celulite circundante nas coxas posteriores. (b) Visdo aproximada; Fonte: HILTON et
al. (2016); ulcera tibial de 15 cm de diametro com borda proximal infiltrativa e nodular a grande
extensdo da lesdo em vista frontal (A) e em profundidade (B) medial. Fonte: BOSCO et al. (2005).

Na forma sistémica, estdo comprometidas as artérias dos membros
inferiores. Os pacientes geralmente possuem um distdrbio hematolégico
subjacente, a talassemia. A maioria dos pacientes apresenta lesdes cutaneas
cronicas que nao cicatrizam, claudicacao intermitente, parestesia, auséncia de
pulso arterial e evidéncia de arterite ou trombose, Ulcera gangrenosa e
aneurisma femoral ou aneurisma aortico, cujo rompimento resulta em morte (Fig.
29) (KRAJAEJUN et al., 2006a; PERMPALUNG et al., 2015; REANPANG et al.,
2015; SERMSATHANASAWADI et al., 2016).
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Figura 29 A: lesdo ulcerativa granulada na face medial da perna esquerda; B:
angiografia por subtracéo digital mostrando oclusédo das artérias femorais superficiais
esquerdas distais e poplitea com enchimento colateral; C: superficie da artéria poplitea
revelando parede fibrética aneurismatica com coagulo intraluminal. Fonte:
LAOHAPENSANG et al. (2009).

Alteracdes na cor e textura da pele, como sequela de insuficiéncia arterial
também podem ser observadas. A pitiose vascular das extremidades superiores
foi  ocasionalmente relatada (KHUNKHET; RATTANAKAEMAKORN;
RAJATANAVIN, 2015; WORASILCHAI et al., 2018). Existem apenas alguns
casos de envolvimento da artéria carétida, uma condicdo extremamente rara,
mas potencialmente fatal, que resulta em meningite, embolia séptica cerebral,
abscessos cerebrais e morte (HOFFMAN; CORNISH; SIMONSEN, 2011;
HILTON et al., 2016; CHITASOMBAT et al., 2018b).

Pacientes com pitiose ocular (também conhecida como ceratite por
Pythium) possuem alguns fatores predisponentes para o desenvolvimento da
doenca, como o desenvolvimento de atividade agricola ou, quando sao
individuos sem atividade agricola, higiene inadequada das lentes de contato
(LEKHANONT et al., 2009; LELIEVRE et al., 2015; BAREQUET; NEUFELD et
al., 2018; RAGHAVAN et al., 2018; MAENO et al., 2019; BERNHEIM et al., 2019)
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e exposicdo a poeira ou algum corpo estranho em seus olhos (BAGGA et al.,
2018; HASIKA et al., 2019). Podem apresentar dor ocular, irritacdo, fotofobia,
diminuicdo da acuidade visual, vermelhiddo conjuntival e inchaco da palpebra,

semelhante a uma ceratite microbiana.

O inicio clinico da pitiose ocular pode variar de dois dias a mais de um
més. A ceratite por Pythium insidiosum geralmente é clinicamente indistinguivel
da ceratite fungica, porque o0s agentes causadores compartiiham algumas
caracteristicas clinicas (como a presenca de infiltrados estromais branco-
acinzentados com margens emplumadas na biomicroscopia de lampada de
fenda) e achados microscoépicos (como estruturas ramificadas lineares septadas
em uma amostra de raspagem da cornea) (Fig. 30) (CHITASOMBAT et al.,

2020), o que leva a necessidade de um teste para o correto diagnéstico.

\

Lomr

Figura 30 A fotografia com lampada de fenda da cérnea infectada
demonstra infiltrados centrais, densos, branco-acinzentados com
extensdes semelhantes a tentaculos (cabeca de seta) e infiltrados
subepiteliais semelhantes a pontos irradiando em um padréo
reticular da lesdo (seta). Fonte: CHITASOMBAT et al. (2020).

No Brasil, o primeiro e até entéo unico relato de pitiose humana foi descrito
por Bosco et al. (2005) e Marques et al. (2006), ao relatarem o surgimento de
ferimento ulcerado em extremidade de membro pélvico de um homem apds

participar de atividade de pescaria.
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2.5 DIAGNOSTICO

O diagnoéstico da pitiose inicialmente era baseado no aspecto clinico,
histopatolégico e isolamento e identificacdo do agente, o que tornava o
diagnéstico precoce dificil, causando impactos diretos no sucesso do tratamento.
Posteriormente, métodos como imunohistoquimica e técnicas sorologicas foram
implementadas levando a um diagndstico precoce e mais assertivo (MENDOZA
et al., 1996). Técnicas de diagnéstico molecular também estéo disponiveis para
deteccdo da sequéncia de DNA especifica de Pythium insidiosum em amostras
clinicas, assim como mais recentemente, o emprego de andlise protebmica
(BOSCO et al., 2005; KEERATIJARUT et al., 2015; WORASILCHAI et al., 2018;
KRAJAEJUN et al., 2018; MANI et al., 2019).

*Manuseio da amostra e identificagcdo na cultura

O transporte de material de um paciente com suspeita de pitiose para um
laboratério € uma etapa de grande importancia para o sucesso no isolamento. O
controle da temperatura € essencial para garantir a viabilidade da amostra,
tendo-se como ideal para P. insidiosum entre 28°C e 37-°C; temperaturas
relativamente baixas ou altas demais podem inibir completamente o crescimento
ou mesmo matar o organismo (KRAJAEJUN et al., 2010). A falha no isolamento
esta ligada ao armazenamento da amostra clinica em baixa temperatura, como
geladeira ou freezer (BROWN; ROBERTS, 1988). Quando o transporte imediato
de uma amostra de cultura ndo é possivel, € recomendado armazenar a amostra
em agua destilada estéril durante o periodo de transferéncia para o laboratério
(MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996).

A coleta para cultura deve ser feita assepticamente da borda dos tecidos
infectados, lavada trés vezes em solugdo salina ou agua destilada estéreis e
cortada em pequenos fragmentos que devem ser imersos no meio de cultura de
escolha, sendo eles: agar Sabouraud dextrose, agar batata dextrose, agar
farinha de milho e agar sangue (CHAIPRASERT et al., 1990; GROOTERS et al.,
2002; BOSCO et al., 2019). Apenas em equideos a cultura deve ser realizada a
partir dos “kunkers”, caso contrario, o isolamento néo € possivel (BOSCO et al.,
2019). Apos a inoculagcdo no meio de escolha, uma colénia plana esbranquicada

ou incolor pode ser observada dentro de 24 horas a trés dias (DE COCK et al.,
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1987; KRAJAEJUN et al., 2010). A zoosporogénese pode ser induzida no
laboratorio usando folhas de grama estéreis e a solucao de indugcédo (MENDOZA,
PRENDAS, 1988).

*Sorodiagostico

Vérios métodos foram desenvolvidos para detectar anticorpos especificos
de P. insidiosum no soro (CHITASOMBAT et al., 2020). A imunodifuséo (ID) é
um ensaio simples, econémico e especifico, projetado para observar linhas de
imunoprecipitacdo em gel, geradas por anticorpos anti-P. insidiosum no soro do
paciente e no extrato de proteina bruta de P. insidiosum; mas, infelizmente,
apresenta baixa sensibilidade, levando a resultados falso-negativos e maior
tempo de resposta (em média 24 horas) (IMWIDTHAYA; SRIMUANG, 1989;
PRACHARKTAM et al., 1991; MENDOZA et al., 1997; KRAJAEJUN et al., 2009).

Para contornar a limitacdo da ID, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
Western blot (WB) foram introduzidos; porém, contava com outras limitacoes
como dificuldade em ser realizado na rotina devido a vérias etapas necessarias
e equipamentos indisponiveis (MENDOZA et al., 1997; KRAJAEJUN et al., 2002;
JINDAYOK et al., 2009). A hemaglutinagédo (HA) e o teste imunocromatografico
(ICT) séo testes rapidos e faceis de usar que detectam anticorpos anti-P.
insidiosum dentro de 30-60 minutos (KRAJAEJUN et al., 2009; JINDAYOK et al.,
2009; CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2013; INTARAMAT et al., 2016).

O uso de coloragcdo histolégica padrdo, como a coloracdo de prata
metenamina de Grocott-Gomori (GMS) ou acido periédico-Schiff (PAS) nédo é
eficaz para a diferenciacdo entre P. insidiosum e alguns outros fungos
filamentosos, o0s quais compartiham morfologias microscopicas como
Aspergillus spp., Fusarium spp., fungos zigomicetos, entre outros (KAUFMAN,
1998; MENDOZA; PRASLA; AJELLO, 2004; KRAJAEJUN et al., 2006a). Ensaios
de coloracdo imuno-histologica foram desenvolvidos para facilitar a deteccgéo
microscopica de P. insidiosum (MENDOZA, AJELLO, MCGINNIS, 1996;
KEERATIJARUT et al., 2009; INKOMLUE et al., 2016), como, por exemplo, o
ensaio de imunofluorescéncia direta usando anticorpos anti-P. insidiosum de

coelho conjugados com isotiocianato de fluoresceina (MENDOZA; KAUFMAN;
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STANDARD, 1987; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Esses ensaios de
imunocoloracéo requerem um exame cuidadoso sob um microscépio de luz ultra-
violeta para confirmar a presenca de P. insidiosum em tecidos infectados
(CHITASOMBAT et al., 2020).

*Histopatoldgico

O uso de coloragdo histolégica padrdo, como a coloracdo de prata
metenamina de Grocott-Gomori (GMS) ou acido periédico-Schiff (PAS) nédo é
eficaz para a diferenciacdo entre P. insidiosum e alguns outros fungos
filamentosos, o0s quais compartiham morfologias microscépicas como
Aspergillus spp., Fusarium spp., fungos zigomicetos, entre outros (KAUFMAN,
1998; MENDOZA; PRASLA; AJELLO, 2004; KRAJAEJUN et al., 2006a). Ensaios
de coloracdo imuno-histologica foram desenvolvidos para facilitar a deteccéo
microscopica de P. insidiosum (MENDOZA, AJELLO, MCGINNIS, 1996;
KEERATIJARUT et al., 2009; INKOMLUE et al., 2016), como, por exemplo, o
ensaio de imunofluorescéncia direta usando anticorpos anti-P. insidiosum de
coelho conjugados com isotiocianato de fluoresceina (MENDOZA; KAUFMAN;
STANDARD, 1987; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Esses ensaios de
imunocoloracao requerem um exame cuidadoso sob um microscépio de luz ultra-
violeta para confirmar a presenca de P. insidiosum em tecidos infectados
(CHITASOMBAT et al., 2020).

*Analises moleculares

A regido do DNA ribossémico (rDNA), que é um gene multicépia que
contém 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA e o espacador intergénico,
€ a sequéncia alvo mais usada para detectar muitos microorganismos, incluindo
P. insidiosum (GROOTERS; GEE, 2002; SCHOCH et al., 2012). Inicialmente foi
desenvolvido um ensaio de nested PCR, usando a regido rDNA-ITS
(GROOTERS; GEE, 2002; ZNAJDA; GROOTERS; MARSELLA, 2002). Apos, foi
desenvolvida uma nested PCR de tubo uUnico usando um conjunto diferente de
primers (CPL6, CPR8, YTL1 e YTR1) para deteccéo especifica de P. insidiosum
(THONGSRI et al., 2013).
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Keeratijarut e colaboradores propuseram um ensaio de PCR em tempo
real direcionado a EXO1, utilizando-se os primers Pr77 e Pr78, para deteccéo de
P. insidiosum. A sensibilidade de deteccédo (100%) e especificidade (100%) da
PCR em tempo real foram altas e o tempo de execugdo foi diminuido por eliminar
etapas laboriosas e toxicas, como a eletroforese em gel e a coloragdo com
brometo de etidio (KEERATIJARUT et al., 2015).

Também foi desenvolvida a PCR multiplex, a qual baseia-se no
polimorfismo de nucleotideo Unico (direcionando o gene rDNA) para identificar e
genotipar P. insidiosum simultaneamente (RUJIRAWAT et al., 2017).
Worasilchai e colaboradores desenvolveram uma técnica de qPCR-HRM (PCR
em tempo real - High Resolution Melting), baseada no gene da Cox-Il, a qual
permite identificar P. insidiosum em amostras clinicas e posiciona-lo quanto ao

clado pertencente.

Em 2018 Worasilchai e colaboradores padronizaram da técnica RFLP
(Restriction Fragment Lengh Polymorphism - analise de restricdo por tamanho
do fragmento), a partir da amplificacdo de um fragmento de 91 pares de bases
do gene Cox-ll pela helicase termofilica (tHDA). Apés a digestdo enzimatica, foi
possivel distinguir P. insidiosum dos outros fungos testados, mostrando ser um
teste de bastante acuracia e potencial uso para aplicacdo em amostras clinicas
(WORASILCHAI et al., 2018).

*Analise protedmica

Sao poucos estudos na area protedmica de P. insidiousm, quando
comparado a outros fungos, e o conhecimento do perfil proteico podera auxiliar
na busca de proteinas especificas com alvo para diagnostico e tratamento.

Em relacdo ao estudo proteico com foco em diagndstico, Krajaejun e
colaboradores (2006), na Tailandia, avaliaram por Western blotting soros de
pacientes com pitiose e observaram que tais pacientes reconheciam uma
proteina de 74KDa, considerada imunodominante para a resposta imunoldgica
(KRAJAEJUN et al., 2006). Esta mesma proteina foi investigada por analise de
espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF) e foi identificada como sendo uma

B-glucanase, uma vez que apresentou homologia com proteina semelhante em
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Phytophythora infestans, oomiceto filogeneticamente proximo a P. insidiosum
(KRAJAEJUM et al., 2010).

Em pesquisa realizada por Lerksuthirat e colaboradores (2015), com o
secretoma do P. insidiosum, foi observada a presenca abundante de elicitina,
ELI025, proteina encontrada apenas em oomycetos, principalmente em espécies
do género Phytophthora e Pythium. Em oomycetos fitopatogénicos, elicitinas
estdo associadas ao transporte de moléculas e estimulam a defesa da planta.
Em teste realizado com anticorpos de coelho anti-ELI025, verificou-se forte
reacdo com ELIO25 em P. insidiosum e, a partir disto, vem sendo desenvolvido
um teste de identificacdo especifico para a espécie. A proteina ELIO25 foi
encontrada somente em isolados de P. insidiosum, quando comparada com
outros fungos patogénicos.

Em ensaio imunohistoquimico anti-ELI e anti-CFA, realizado com 38
seccles histologicas de P. insidiosum, observou-se 100% de sensibilidade. A
partir dos resultados obtidos com a ELIO25, a proteina pode se tornar um
biomarcador para a realizagdo de ensaios imunohistoquimicos (INKOMLUE et
al., 2016).

Um estudo recente do perfil protéico de P. insidiosum, realizado no Brasil,
detectou antigenos de diferentes massas moleculares que foram reconhecidos
em diferentes espécies animais, como caes, coelhos, equinos e bovinos. As
proteinas imunodominantes tinham massas entre ~ 50 — 55 Kda e ~ 34 Kda e foi
observado baixo reconhecimento de proteinas de ~ 74 Kda, ~ 60 Kda, ~ 30 Kda
e ~ 24 Kda (DAL BEM et al., 2017).

Uma abordagem inédita empregada na analise protedbmica de P.
insidiosum foi realizada a partir de 2D-SDS-PAGE (gel de eletroforese em
poliacrilamida bidimensional), no qual foram observados 186 spots proteicos
com massa molecular de 12 a 89 KDa, e ponto isoelétrico entre 4-7. Desse total,
103 foram recortados e submetidos ao sequenciamento peptidico por
espectrometria de massas, revelando um total de 36 diferentes proteinas, as
quais foram identificadas e agrupadas de acordo com fung¢fes relacionadas a
viruléncia, metabolismo e respiracao celular, transporte e fun¢des nucleares. As
classificadas como proteinas relacionadas a viruléncia foram a B 1,3 glucano
sintetase, Hsp 70, enolase, peroxirredoxina-2, proteina G e proteassoma
unidade B (CHECHI et al., 2018). Ainda nessa mesma abordagem, Chechi e
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colaboradores (2021) avaliaram quais proteinas eram reconhecidas em soros de
equinos e humanos com pitiose. Observou-se que alguns antigenos foram
comumente reconhecidos: glucan 1,3-beta-glucosidase, fructose-bisphosphate
aldolase, serine/threonine-protein phosphatase, aconitate hydratase, and 14-3-3
protein épsilon, podendo ser futuros candidatos paa uso em diagndéstico e
terapéutica (CHECHI et al., 2021).

A técnica do MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization
— Time of Flight) consiste num sistema ao qual o material biolégico € colocado
em uma placa contendo matriz polimérica e a seguir, com o uso de um laser, a
amostra é vaporizada causando a ionizacao de varias moléculas, as quais séo
aspiradas num tubo de vacuo e levadas a um detector (PASTERNAK et al., 2012;
COSTA, 2016; MARTINS, 2019). As proteinas brutas do microrganismo
desconhecido sao extraidas usando um protocolo otimizado e submetidas a
geracado do perfil espectral de massa (MSP), que posteriormente é pesquisado
em um banco de dados de referéncia que contem MSPs dos microrganismos ja
tipificados (LAU et al., 2013; SINGHAL et al., 2015; BECKER et al., 2014). Os
bancos de dados de espectrometria de massa agora sdo complementados com
0os MSPs de P. insidiosum, sendo essa uma nova ferramenta auxiliar na
identificacdo do agente em amostras clinicas (KRAJAEJUN et al., 2018; MANI et
al., 2019).

2.6 TRATAMENTO

Ampla exciséo cirurgica, medicamentos e imunoterapia tém sido utilizados
com algum sucesso no tratamento da pitiose, uma vez que as infec¢cOes
causadas por P. insidiosum respondem mal & terapia antifungica. Independente
do tratamento escolhido, € de extrema importancia que seja iniciado o mais
precocemente possivel (GAASTRA et al., 2010).

*Pitiose animal

O tratamento da pitiose animal é dificil, pois muitas vezes o progndstico é
piorado pela demora no diagnostico. O desbridamento cirdrgico extenso é a
principal escolha na maioria dos casos, quando tal abordagem é viavel.
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Recidivas sdo comuns ao procedimento cirirgico quando a remoc¢ao do tecido
infectado é feita de forma incompleta, por isso € de extrema importancia que a
cirurgia possua margens cirargicas livres do patégeno (MENDOZA, 2016;
BOSCO et al., 2019).

Dois grupos principais de farmacos sdo comumente usados para tratar a
pitiose: iodeto de potassio e anfotericina B. O iodeto de potassio tem sido usado
desde o inicio do século na pitiose equina com resultados contraditorios. O uso
de anfotericina B tem sido limitado em parte devido ao custo da terapia, baixa
taxa de sucesso e seus efeitos colaterais toxicos (MENDOZA, 2016).

Visando contornar a toxicidade sistémica, Déria e colaboradores (2012)
realizaram bloqueio regional intravenoso para administragdo de anfotericina B
apoOs remocao cirargica e cauterizacao do tecido granulomatoso. Cerca de 92%
dos animais avaliados obtiveram cura das lesdes ap6s 35 (uma unica aplicacao)
ou 60 dias (duas aplicacbes). Posteriormente, esse mesmo grupo de
pesquisadores avaliaram o bloqueio regional de anfotericina B em associacao
ao DMSO (dimetil sulfoxido), tendo-se observado cura das lesdes apés seis a

nove semanas de tratamento com uma Gnica aplicacédo (DORIA et al., 2015).

Outra possibilidade é a imunoterapia com antigenos de P. insidiosum
(Pitium Vac®). O principal mecanismo de acao da imunoterapia para cicatrizacao
de feridas € a mudanca da resposta Th2 para Thl, que é mediada por células
mononucleares, principalmente mondcitos e linfécitos (MENDOZA; MANDY;
GLASS, 2003; SANTURIO et al., 2003).

Inicialmente a imunoterapia foi empregada para auxiliar no tratamento da
pitiose em equinos na Australia (MILLER, 1981), O sucesso da imunoterapia
depende do tamanho e tempo de evolucéo da lesdo (MILLER, 1981; MENDOZA,
ALFARO, 1986; WHITE et al., 2008). Normalmente a imunoterapia € realizada
concomitante a outra forma de tratamento, por exemplo cirdrgico,
medicamentoso ou ambas. Nesse sentido, Pereira e colaboradores (2013)
relataram a cura em um cao com pitiose gastroentérica, com sinais clinicos de
vomito, perda de peso e inapeténcia. Apos 48h de diagndstico, o tratamento foi
iniciado com a associacdo do imunoterapico (seis aplicacfes) e antifingicos
(terbinafina e itraconazol), observando-se a cura da les@o géstrica apds 75 dias
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de tratamento. Esses mesmos autores fazem uma reviséo da literatura sobre o
tratamento da pitiose canina e mostram que, de um total de 41 cées tratados
(cirurgia, antifingicos, antibacterianos, imunoterapia), seis obtiveram cura, dez
foram a O&bito, nove foram eutanasiados e dois animais ndo tiveram
acompanhamento (PEREIRA et al., 2013).

*Pitiose humana

A cirurgia radical (com margens livres do patégeno) em pacientes com
arterite grave é a base do tratamento bem-sucedido, que geralmente leva a
amputacao das extremidades (SERMSATHANASAWADI et al., 2016). Pacientes
com lesbes que nao cicatrizam, aqueles com lesdes suprainguinais ou
acometimento aortico, geralmente vao a oObito (PERMPALUNG et al., 2015;
SERMSATHANASAWADI et al., 2016). Angiotomografia computadorizada do
vaso afetado € recomendada para diagnéstico da possivel arterite
(SERMSATHANASAWADI et al.,, 2016; CHITASOMBAT et al., 2018a) e é
importante para determinar o local de amputagdo mais apropriado (MENDOZA,
2016). No acometimento ocular, em casos de envolvimento de grande area de
esclera ou endoftalmite, evisceragdo ou enucleacdo pode ser necessaria
(LEKHANONT et al., 2009; NEUFELD et al., 2018).

Pacientes com arterite causada por P. insidiosum ndo responderam ao
iodeto de potassio, mas pacientes com pitiose subcutanea parecem ter
respondido bem a esse farmaco (THIANPRASIT, 1990). A principal
desvantagem do iodeto e da anfotericina B é sua toxicidade (MURRAY et al.,
1978). A anfotericina B no tratamento da pitiose humana também apresentou
resultados contraditérios (MENDOZA, 2016).

A pitiose vascular afeta principalmente pacientes com talassemia e a
sobrecarga de ferro tem sido associada a patogénese da pitiose (KRAJAEJUN
et al., 2006a), uma vez que altera a proliferacdo de linfécitos T e B, levando a
susceptibilidade a infeccbes devido a resposta imune prejudicada em
mondcitos/macréfagos e producdo de citocinas (WANACHIWANAWIN et al.,
1993; UD-NAEN et al., 2019). Clinicamente, véarios quelantes de ferro foram

usados como terapia adjuvante em pacientes com talassemia para tratar a
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sobrecarga de ferro (PERMPALUNG et al., 2015; WORASILCHAI et al., 2018),
porém, ndo pareceu alterar o resultado do tratamento na pitiose vascular
(PERMPALUNG et al., 2015)

O uso da vacina imunoterapéutica preparada a partir do extrato de
proteina bruta de P. insidiosum mostrou uma eficiéncia limitada no tratamento
das formas da doenca (PERMPALUNG et al.,, 2015; CHITASOMBAT et al.,
2018b).

2.7 PROFILAXIA E CONTROLE

A infeccao por P. insidiosum ocorre apds exposicao dos hospedeiros com
lesGes na pele a ambientes umidos contendo zodsporos do patdgeno. Com isso,
a recomendacdo para prevenir novas ocorréncias da doenca € evitar a
permanéncia de animais em 4guas estagnadas com vegetacdo e manter 0s
animais em um ambiente mais seco durante as estacdes chuvosas (GAASTRA
et al., 2010; BOSCO et al., 2019).

Em humanos, é recomendado o uso de equipamentos de protecéo
individual (EPI), como 6culos de natacdo para uso em rios/lagoas, botas de
borracha, luvas e 6culos para entrar em campos alagados. Outra possibilidade
€ a divulgacdo de alertas de risco de infeccdo em rios/lagoas em é&reas
endémicas para pitiose (BOSCO et al., 2019).

3. OBJETIVOS

Tendo em vista a complexidade, importancia e impactos na saude Unica
e economia, foram revisadas as caracteristicas gerais do agente Pythium
insidiosum, bem como da doenca causada por ele, a pitiose, para melhor
compreensao do que se tem de conhecimento até 0 momento e assim direcionar

futuras pesquisas.

4. METODOLOGIA
Neste trabalhou realizou-se uma revisao de literatura narrativa por meio

de busca eletrdnica simples e avancada nas bases de dados PubMed, Scielo e
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Google Scholar para obter uma visdo aprofundada dos estudos relevantes

disponiveis.

Para a busca simples, utilizou-se como palavras-chave: Mycology,
Oomycete, Pythium, Pythium insidiosum, Pythiosis. Para a busca avangada, as
combinagdes utilizadas foram: epidemiology of pythiosis, pythiosis in animals,
pythiosis in humans, diagnosis of pythiosis, phylogeny of Pythium insidiosum. Os
artigos abordados nesta revisdo sao dos ultimos 40 anos, sendo priorizado os
publicados nos ultimos dez anos, nos idiomas inglés, portugués e espanhol. Os
artigos mais antigos foram utilizados para o abordar o historico do agente e
doenca, definicdes e primeiros casos clinicos. Apos a leitura dos artigos, outras

bibliografias foram incluidas, como capitulos de livros de doencas infecciosas.

Os artigos selecionados foram estudos retrospectivos, artigos de revisao
sistematica, relatos de caso onde houve o completo diagndstico do agente
(isolamento e producao de zodsporos, imunohistoquimica, métodos soroldgicos

e moleculares) e artigos originais.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A pitiose € uma doenca negligenciada que afeta diversas espécies
animais e o ser humano. Possui véarias formas de se apresentar clinicamente de
acordo com a espécie acometida e pode levar o individuo acometido a 6bito. O
levantamento bibliografico revelou importantes lacunas dentro das pesquisas
voltadas ao género Pythium no geral, bem como na doenca provocada por

algumas espécies, como P. insidiosum e o P. aphanidermatum.

Existe uma grande dificuldade em relacdo ao diagnéstico precoce e ao
tratamento. A dificuldade no diagnostico precoce pode ocorrer pelo
desconhecimento da doenca por parte dos profissionais, uma vez que como as
apresentacoes clinicas sdo semelhantes a infec¢des por outros microrganismos,
comumente é confundida, o que pode levar a um diagndstico equivocado de
infeccdo fungica por zigomicetos ou outros fungos de caracteristicas
semelhantes em exames de histopatologia, por exemplo. Em relacdo ao
tratamento, ndo existe um farmaco ou um conjunto de medidas especificos para

a pitiose, o que reflete no alto indice de insucesso no tratamento.
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Esta avaliacdo proporcionou um olhar critico acerca da problematica que
envolve o agente e a doenga, com isso, foi percebido a necessidade da criacao
de cartilhas e campanhas para a divulgacdo da doenca e conscientizacado dos
profissionais. Sao encorajadas pesquisas visando novas abordagens
terapéuticas a fim de se chegar em um tratamento com maior taxa de sucesso e

assim melhorar o prognéstico dessa doenca que ameaca a vida.

Ainda, como outros fatores de importancia para o fechamento de lacunas
sobre a complexidade e possiveis variagdes do agente, como foi demonstrado
no item de filogenia molecular de P. insidiosum, é importante a utilizacdo da
biologia molecular para identificacdo das culturas obtidas a partir dos casos
clinicos. Mais estudos de isolamento ambiental com consequente analises
filogenéticas sdo importantes de serem realizados a fim de melhor caracterizar
os clados que podem ser encontrados, bem como mapear possiveis focos de
contaminacdo ambiental nas regifes para, se possivel, emissdo de alertas de

risco da infeccao.

6. CONCLUSAO

A presente revisdo permitiu a avaliacdo das pesquisas ja realizadas sobre
0 patégeno, Pythium insidiosum, bem como sobre os aspectos epidemioldgicos,
diagndsticos e terapéuticos da pitiose. Quando comparado a outras espécies de
fungos de interesse médico, Pythium se mostrou pouco estudado, com véarias
frentes de pesquisa ainda pouco exploradas e elucidadas, como na parte de
isolamento ambiental, andlises filogenéticas, diagndstico e, principalmente,

terapéutica.
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Pythium insidiosum E PITIOSE - UMA REVISAO DE LITERATURA
RESUMO

Pythium insidiosum é o agente etioldgico da pitiose, sendo ele um microrganismo da
classe dos oomicetos, patogénico e causador da pitiose em varias espécies animais,
incluindo humanos. A doenca é caracterizada por lesGes no tecido cutaneo/subcutaneo,
lesBes gastrointestinais, vasculares, oculares, podendo se disseminar para 6rgaos internos.
A forma cutanea gera granulomas exsudativos, sendo comum a formagao de “kunkers”,
um material necrotico de coloracdo amarelada, apenas nos equideos. O diagnostico é feito
através dos sinais clinicos e histdrico do paciente, cultura e identificacdo do agente e
alguns testes como os sorologicos (imunodifusdo, ELISA, Western blot, hemaglutinagdo
e teste imunocromatografico), histopatologico, imunohistoquimica, testes moleculares e
recentemente, analises proteémicas, como o0 MALDI —-TOF. O tratamento baseia-se na
exérese cirurgica da lesdo com margens livre do patégeno, sendo apenas possivel em
regibes sem comprometimento de importantes estruturas anatbémicas; uso de
medicamentos como Anfotericina B e lodeto de Potéssio e a imunoterapia como forma
de modular a resposta imune do hospedeiro. N&o existe fator predisponente para a
aquisicdo da doenca, sendo o principal risco a permanéncia em aguas estagnadas com
presenca de material vegetal. Dessa forma, a principal forma de infeccéo é evitar, quando
possivel, a manutencdo por longos periodos de animais no interior de lagoas, rios/riachos
ou acudes, bem como utilizar equipamentos de protecédo individual em humanos quando
necessitarem adentrar em tais ambientes.

Palavras — chave: oomiceto, zodsporos, swamp cancer, kunker.

Pythium insidiosum AND PYTHIOSIS: A REVIEW OF LITERATURE
ABSTRACT

Pythium insidiosum is the etiological agent of pythiosis. This microorganism is a
pathogenic oomycete that causes disease in several animal species, such as horses, dogs,
cattle, sheep, goats, cats, birds and also humans. It is a disease characterized by lesions in
the cutaneous/subcutaneous tissues in the form of exudative granulomas, the formation
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of “kunkers” being common in horses. It can also cause damage in gastrointestinal tract,
vascular, ocular, and disseminated to internal organs. The diagnostic methods are, in
addition to clinical signs and patient history, culture and identification of the agent,
serological tests (immunodiffusion, ELISA, Western blot, hemagglutination and
immunochromatographic tests), histopathological, immunohistochemical, molecular
tests and recently, proteomic analysis, like MALDI-TOF. The treatment is based on
surgical exeresis of the lesion with margins free of the pathogen, and this treatment is
only possible in regions without involviment of important anatomical structures; use of
drugs such as Amphotericin B and Potassium lodide and immunotherapy as a way to
modulate the host immune response. There is no predisposing factor for acquiring the
disease, the main risk being staying in stagnant water with the presence of plant material.
Thus, the main form of infection is to avoid, when possible, keeping animals inside ponds,
rivers/streams or dams for long periods, as well as using personal protective equipment
on humans when they need to enter such environments.

Keywords: oomycota, zoospores, swamp cancer, krunker

Pythium insidiosum Y PITIOSIS - UNA REVISION DE LA LITERATURA

RESUMEN

Pythium insidiosum es el agente etioldgico de la pitiosis. Este microorganismo es un
oomiceto patdgeno que causa enfermedad en varias especies animales, como caballos,
perros, bovinos, ovinos, caprinos, felinos, aves y también humanos. Es una enfermedad
caracterizada por lesiones en el tejido cutaneo/subcutaneo en forma de granulomas
exudativos, siendo frecuente la formacién de kunkers en los caballos. También puede
causar lesiones gastrointestinales, vasculares y oculares y diseminarse a los organos
internos. Los métodos diagndsticos son, ademas de los signos clinicos y la historia del
paciente, el cultivo e identificacion del agente, las pruebas seroldgicas (inmunodifusion,
ELISA, Western blot, hemaglutinacion y prueba inmunocromatografica), la
histopatologia, la inmunohistoquimica, las pruebas moleculares y, recientemente, el
andlisis protedbmico, como el MALDI-TOF. El tratamiento se basa en la escision
quirargica de la lesion con margenes libres de patdgenos, y este tratamiento solo es
posible en regiones sin compromiso de estructuras anatomicas importantes; uso de
farmacos como la anfotericina B y el yoduro de potasio y la inmunoterapia como forma
de modular la respuesta inmunitaria del huésped. No existe un factor predisponente para
adquirir la enfermedad, siendo el principal riesgo permanecer en aguas estancadas con
presencia de material vegetal. Asi, la principal forma de infeccion es evitar, en lo posible,
mantener a los animales dentro de estanques, rios/arroyos o represas por periodos
prolongados, asi como usar equipo de proteccion personal en humanos cuando necesitan
ingresar a dichos ambientes.

Palabras clave: oomiceto, zoosporas, cancer de pantano, kunker.
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INTRODUCAO

Os oomicetos sdo organismos que se assemelham morfologicamente aos do Reino
Fungi; porém, em sua classificacdo taxonémica, pertencem ao Reino Stramenopila, sendo
geneticamente mais semelhantes a organismos aquaticos, como algas e diatoméaceas [1].
Embora em sua maioria sejam saprotréficos, a capacidade de algumas espécies de infectar
uma variedade de hospedeiros € uma caracteristica da classe. Sdo conhecidos ha muito
tempo como “fungos aquaticos” por possuirem hifas com poucos septos, parecidos com
fungos zigomicetos, e incluem uma diversidade de organismos, desde os de vida livre,
até patdgenos de plantas, mamiferos, insetos, peixes, crustaceos e algas [1,2]. Pythium
spp. sao ecologicamente e fisiologicamente Unicos. Eles ocorrem no solo e habitats
aquaticos em todo o mundo. Pythium insidiosum, no entanto, € o inico membro do género
que foi reconhecido como patégeno de mamiferos [3], embora j& existam dois casos
descritos na literatura da doenga, em humanos, causada pela espécie Pythium
aphanidermatum [4,5]. A pitiose em mamiferos é caracterizada pelo desenvolvimento de
lesbes cutaneas, subcutédneas, vasculares e intestinais e, menos frequentemente, pelo
acometimento de o0ssos e pulmdes. Se ndo for tratada, a doenca progride rapidamente,
tornando-se uma ameaca a vida [3]. O diagndstico da pitiose é dificil, pois frequentemente
0 patdgeno é confundido com fungos zigomicetos em cortes histologicos [6]. O objetivo
desta revisao foi reunir e resumir as principais literaturas sobre Pythium insidiosum e a
pitiose, desde a histdria da doenca até profilaxia e controle, servindo como embasamento
tedrico para pesquisas futuras. Para tanto, foi realizada busca de artigos empregando-se
as palavras-chaves “Pythium insidiosum” e “Pythium insidiosum or pythiosis” na base de
dados do PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), pertencente ao National Center for
Biotechnology Information (NCBI) dos Estados Unidos. A busca encontrou para o termo
“Pythium insidiosum” um total de 352 artigos entre os anos de 1987 a 2023. Ja para os
termos “Pythium insidiosum or pythiosis” foi possivel encontrar 424 artigos entre os anos
de 1983 a 2023. Em ambas as buscas, 0 nimero de artigos de acordo com o ano de
publicacdo ficou na casa das unidades, sendo observado um aumento do nimero de
publicacdes a partir do ano de 2003 para a casa das dezenas (13 artigos para cada conjunto
de palavras-chave), retornando a casa das unidades em 2004 até 2008, quando entdo o
namero de publicacfes vem se mantendo na casa das dezenas até a presente data, com
excecdo do ano de 2023 para a palavra-chave “Pythium insidiosum”, que conta com nove
artigos publicados (Quadro 1).

Breve histdrico da pitiose e a descoberta de seu agente etiologico

Em 1901, o agente causador de uma doenca granulomatosa foi isolado de amostras
de equinos e denominado “Hyphomycosis destruens” por de Haan e Hoogkamer, porém,
ndo conseguiram classificar o agente [7]. Em 1974, Austwick e Copland isolaram um
organismo semelhante de cavalos com lesédo granulomatosa, no qual observaram a
capacidade de produzir zodsporos biflagelados. Com base nessa caracteristica
morfoldgica Unica, eles relataram que o organismo em questdo pertencia ao género
Pythium [8].
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Em 1980, Ichitani e Amemiya classificaram um isolado de equino como Pythium
gracile apds comparar as caracteristicas reprodutivas de diferentes espécies de Pythium
[9]. Anos depois, Pythium insidiosum foi formalmente descrito com base em sua
esporulacdo sexual [10]. Isso aconteceu simultaneamente com W.A. Shipton descrevendo
uma nova espécie, Pythium destruens, que mais tarde foi considerada idéntica a P.
insidiosum por sequenciamento génico e, finalmente considerada a denominagdo mais
correta em 1989, quando Mendoza e Marin demonstraram que os isolados P. insidiosum
(De Cock) e P. destruens (Shipton) apresentavam o mesmo perfil antigénico[11,12].

O agente etiologico da pitiose € o0 microrganismo eucaridtico filamentoso
denominado Pythium insidiosum, onde inicialmente foi classificado como um fungo e,
posteriormente, teve sua classificacdo alterada, atualmente pertencendo ao reino
Stramenopila, filo Oomycota, classe Oomycetes, ordem Peronosporales e familia
Pythiaceae [10]. A diferenca entre os oomicetos e os fungos estdo retratadas a nivel
celular através de alteraces na parede e composicdo da membrana [13]. As cristas
mitocondriais nos fungos verdadeiros sdo achatadas, enquanto nos oomicetos sao
tubulares. No filo Chytridiomycota (reino Fungi), 0s microrganismos possuem zo0sporos
uniflagelados, enquanto os do filo Oomycota possuem esporos biflagelados. A parede
celular é composta principalmente por quitina e o ¢ p glucanas em fungos verdadeiros,
enquanto em oomicetos ¢ composta por 3 glucanas, celulose e hidroxiprolina. A principal
diferenca esta na membrana celular que explica o insucesso do tratamento médico da
pitiose: a auséncia de ergosterol, que é o principal alvo dos antifangicos [3].

Microscopicamente, P. insidiosum € caracterizado por hifas largas (4-10 um de
didmetro), ramificacdes perpendiculares, cenocitica (em hifas jovens), septacdo esparsa
(em um organismo envelhecido) e pontas de hifas arredondadas [10]. Produz zoGsporos
biflagelados (estagio reprodutivo assexuado) em um ambiente aquatico adequado e ndo
precisa de um hospedeiro suscetivel, pois é capaz de sobreviver e se multiplicar em
plantas em decomposicdo [3, 8, 10, 14]. Os zodsporos sdo considerados os propagulos
infecciosos, no qual apresentam quimiotaxia e encistam quando entram em contato com
o tecido vegetal e/ou animal em decomposigéo ou lesionado [3].

Seu ciclo ecoldgico é baseado na colonizacdo de plantas aquaticas, utilizadas
como substrato para o desenvolvimento e reproducdo do organismo, dando origem aos
zoosporangios. Os zodsporos (propagulos infecciosos) livres na agua, movimentam-se
através de seus flagelos a procura de pélos de animais, feridas, pele danificada, mucosa
intestinal e folhas de plantas, na qual se encistam e emitem o tubo germinativo, dando
origem a um novo micélio e completando o seu ciclo [9, 14, 23]. Apos a liberacdo de
zoosporos, a invasdo de tecidos vegetais e animais é permitida através da ativacéo de
varios mecanismos, no qual o zoosporo encista-se nos tecidos danificados e secreta
glicoproteina amorfa para facilitar a adesdo a superficie [14, 24]. Estimulados pela
temperatura corporal do hospedeiro, 0s zoosporos encistados desenvolvem-se em hifas
que se estendem para o tecido infectado e invadem os vasos sanguineos [3]. Foi avaliado
o perfil proteico de isolados de P. insidiosum e inferiram que a enzima enolase poderia
ter papel importante na patogénese, uma vez que essa enzima estd envolvida na
degradacéo da matriz extra-celular e nos processos de adesao [25]. O processo patogénico
da pitiose tem sido associado a degranulacdo de eosinofilos e mastécitos (células
inflamatorias) ao redor das hifas e esse fato contribui para o dano tecidual, levando a
lesbes extensas. Em equinos a reagdo € tdo pronunciada que os eosindfilos degranulam
fortemente ao redor das hifas de P. insidiosum formando as concrecBes firmes
denominadas “kunkers”. E interessante destacar que o patogeno esta camuflado dentro do
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material eosinofilico, fato que representa uma estratégia evolutiva que protege o P.
insidiosum de se apresentar plenamente as defesas do hospedeiro [26-28].

Aspectos filogenéticos de Pythium insidiosum

P. insidiosum é classificado em 3 clados, por analises filogenéticas de diferentes
genes, de acordo com regi&o onde o microrganismo é encontrado. E denominado clado I,
Il e Ill, quando usada a regido do espagador transcrito interno (ITS) ou a regido do
espacador intergénico (IGS) ou gene exo-1,3-B-glucanase (exol); quando utilizado o gene
citocromo C oxidase 11 (COX2), DNA mitocondrial, fica designado como clado AtH, BtH,
Ctn. Clado AtH ou clado | é encontrado principalmente no continente americano; O clado
B ou clado 11 ¢ normalmente encontrado na Asia e na Australia; O clado Crw ou clado
I11é encontrado na Tailandia e nos Estados Unidos [15-18]. Foi descrito uma nova espécie
baseada em analises filogenéticas e por MALDI-TOF a partir da analise de isolados do
cluster 11, isolados da India, Israel, EUA e Tailandia. Essa nova espécie recebeu o0 nome
de Pythium periculosum [18].

Epidemiologia

A pitiose afeta 0 homem e animais como equinos, cées, bovinos, ovinos, caprinos,
felinos, entre outroas espécies e ocorre em areas tropicais, subtropicais ou temperadas,
sendo descrito na EUA, Brasil, India, Tailandia, Australia, Colémbia, Egito, Venezuela,
Costa Rica, China, Uruguai, Papua Nova Guine, Japéo, Israel, Espanha, Mexico, Malasia,
Coréia do Sul, Jamaica, Haiti, Mali, Nova Zelandia, Taiwan [20]. Desde o século passado,
0 ambiente aquatico tem sido relacionado a casos de granulomas cutaneos em equinos,
onde foi observado que, apds os cavalos terem pastado por um longo periodo em agua
estagnada, eles frequentemente desenvolviam pitiose. Assim, suspeitava-se de uma
relacdo entre habitats Umidos e esta doenca desde o inicio de sua histéria [21]. Fatores
como idade, sexo ou raca ndo influenciam na aquisicdo da infeccdo. O principal fator é a
permanéncia do animal em agua estagnada, local propicio ao desenvolvimento dos
zoodsporos, forma infectante do patégeno [22].

Aspectos clinicos

Os sinais clinicos dependem da espécie afetada, indo de lesdo granulomatosa em
tecidos cutaneo e subcutaneo, lesdo em tecido gastrointestinal e ocular, a ocluséo arterial
e envolvimentos de érgdos internos [22]. Nos equinos, a principal forma é a cutanea, onde
devido ao contato com aguas contaminadas com zodsporos pode desenvolver a infeccao
principalmente nas extremidades distais dos membros e por¢do ventral da parede toraco-
abdominal [29, 30]. Consistem em tecido ulcerativo nodular piogranulomatoso grande (5
a 500 mm), arredondado que drenam um exsudato serossanguinolento de odor fétido, e 0
animal apresenta prurido intenso. Também pode haver a formacdo de “kunkers”, que
consiste em material necrético amarelo-acinzentado advindo do tecido acometido e das
fistulas de drenagem que ele possui, e é especifico da pitiose equina [3]. Essas massas
variam de 2 a 10 mm de didmetro, tém forma irregular, ramificada, com aspecto arenoso
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e penetram no tecido granular, dentro de “sinus” formados ao longo do seu trajeto [31,
29]. Quando as lesbes se desenvolvem nos membros (principalmente perto das
articulacdes), a claudicagdo é um achado frequente [24]. Os casos descritos de pitiose
intestinal em equinos cursaram com episodios de cdlica, causadas pela presenca de
massas teciduais, levando a reducédo e/ou obstrucéo do lumen intestinal [32, 33].

Nos bovinos, a doenca foi descrita afetando a regido de membros, onde os animais
apresentam massas tumorais com fistulas e tecido ulcerado, levando a claudicacdo. As
areas afetadas sdo extremamente dolorosas e a maioria dos animais ndo consegue se
levantar, o que geralmente leva a desidratacdo e a morte. Também pode ocorrer infeccédo
bacteriana secundéria [3].

Em ovinos, a pitiose tem sido relatada como causadora de lesdes cutaneas em
diferentes regides do corpo e como doenca rinofaringea [34, 35]. Observa-se lesdes
granulomatosas nos membros e nas areas rinofaringeas. Os sinais clinicos envolvendo a
rinofaringe incluem secrec¢do nasal serosanguinolenta bilateral, inchago das narinas e pele
da face [35].

Foi relatado um caso de pitiose em um caprino que apresentava claudicacdo e
emagrecimento associado a extensa lesdo cutanea ulcerativa, exsudativa e pruriginosa na
regido metatarso-falangica do membro posterior esquerdo onde os sinais clinicos iniciais
foram observados ao longo 1 més. Realizou-se excisdo cirdrgica completa da lesdo e
tratou a ferida cirargica como ferida aberta com clorexidina e repelente de insetos. Duas
semanas apos a excisdo, a cabra ndo apresentava sinais clinicos de pitiose [36].

Os cées afetados sdo geralmente de regides rurais e se infectam ao entrar em
contato ou beber agua, em lagoas ou rios, contaminada com zodsporos [37]. Nos cées a
doenca também se manifesta nas formas cutanea/subcuténea e gastrointestinal. A forma
gastrointestinal € a mais comum e o diagndstico € apenas post mortem, onde manifesta-
se com distarbios digestivos como anorexia cronica, perda de peso, vomitos e diarreia,
podendo ser sanguinolenta, e presenca de massa nodular firme quando submetidos a
palpacdo abdominal [23, 38].

A pitiose em gatos € rara, havendo poucos relatos na literatura. Os sinais clinicos
presentes nas infeccdes retrobulbar e nasal incluem, respectivamente, protrusdo da
membrana nictitante direita com conjuntivite e edema no palato duro caudal ao ultimo
dente molar a direita, estridor respiratério leve e linfadenopatia submandibular bilateral
foram observados [39]. Na forma intestinal foi observado obstrugéo intestinal e as
apresentacdes clinicas foram anorexia e vomito [40]. Relatos recentes de pitiose na
cavidade oral cursaram com a presenca de massa multilobular e irregular em regido
sublingual; volume facial com deformidade e halitose ocasionados pela presenca de
massa esbranquicada no palato mole, disfagia, oligodipsia e perda de peso [41, 42]. As
lesBes cutaneas foram observadas como dermatite ulcerativa nodular ou em placa [43] ou
massas dérmicas e subcutaneas profundas com presenca ou ndo de ulceracGes [44, 42].
Felinos selvagens, como a oncga-pintada e o tigre-de-bengala, tém sido relatados com
pitiose pulmonar e cuténea, respectivamente [45, 46].

Em humanos, pode se apresentar como lesbes ulceradas granulomatosas com
presenca de exsudato no tecido subcutaneo de pacientes talassémicos; como forma
sisttmica, afetando principalmente extremidades de membros inferiores de pacientes
talassémicos, caracterizada por dor e edema da regido afetada devido a inflamacéo arterial
cronica e ocluséo por invasédo do organismo, resultando em gangrena, formacdo de
aneurisma e resseccdo das artérias afetadas ou amputacao das extremidades afetadas; e
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como ceratite, onde a talassemia n&o foi importante como doenga subjacente [47]. Em
geral, a pitiose humana é comumente observada em pacientes com idade entre 20 e 60
anos e trabalhadores do sexo masculino com ocupacao relacionada a agricultura e pesca
[48].

Diagndstico

O diagnédstico da pitiose inicialmente era baseado no aspecto clinico,
histopatoldgico e isolamento e identificacdo do agente, 0o que tornava o diagnostico
precoce dificil, causando impactos diretos no sucesso do tratamento. Posteriormente,
métodos como imunohistoquimica e técnicas soroldgicas foram implementadas levando
a um diagndstico precoce e mais acertivo [49]. Técnicas de diagndstico molecular
também estdo disponiveis para deteccdo da sequéncia de DNA especifica de Pythium
insidiosum em amostras clinicas, assim como mais recentemente, o0 emprego de analise
protedbmica [50, 51].

Tratamento

O tratamento da pitiose animal é dificil, pois muitas vezes o progndéstico é piorado
pela demora no diagndstico. O desbridamento cirdrgico extenso € a principal escolha na
maioria dos casos, quando tal abordagem é vidvel [52]. Uma deficiéncia comum do
tratamento cirurgico é a recorréncia como resultado da remoc¢éo incompleta do tecido
infectado, por isso € de extrema importancia que a cirurgia possua margens cirurgicas
livres do patdgeno [24, 52].

Dois grupos principais de farmacos sdo comumente usados para tratar a pitiose:
iodeto de potéassio e anfotericina B. O iodeto de potassio tem sido usado desde o inicio do
século na pitiose equina com resultados contraditorios. O uso de anfotericina B tem sido
limitado em parte devido ao custo da terapia, baixa taxa de sucesso e seus efeitos
colaterais toxicos [24].

Outra possibilidade é a imunoterapia com antigenos de P. insidiosum. O principal
mecanismo de acdo da imunoterapia para cicatrizacdo de feridas é a mudanca da resposta
Th2 para Thl, que é mediada por células mononucleares, principalmente mondcitos e
linfécitos [26, 53].

A cirurgia radical (com margens livres do patdgeno) em pacientes com arterite
grave é a base do tratamento bem-sucedido, que geralmente leva a amputacdo das
extremidades [54]. Pacientes com lesfes que ndo cicatrizam, aqueles com lesdes
suprainguinais ou acometimento adrtico, geralmente vdo a O6bito [54, 53]. No
acometimento ocular, em casos de envolvimento de grande area de esclera ou
endoftalmite, evisceracdo ou enucleagdo pode ser necesséria [56, 57].

Pacientes com arterite causada por P. insidiosum né&o responderam ao iodeto de
potassio, mas pacientes com pitiose subcutanea parecem ter respondido bem a essa droga
[59]. A principal desvantagem do iodeto e da anfotericina B é sua toxicidade. A
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anfotericina B em humanos com pitiose também apresentou resultados contraditorios
[24].

O uso da vacina imunoterapéutica preparada a partir do extrato de proteina bruta
de P. insidiosum mostrou uma eficiéncia limitada no tratamento das formas da doenca
[59, 55].

Profilaxia e controle

A infecgdo por P. insidiosum ocorre ap06s exposicdo dos hospedeiros com lesdes
na pele a ambientes umidos contendo zodsporos do patdgeno. Com isso, a recomendacao
para prevenir novas ocorréncias da doenca € evitar a permanéncia de animais em aguas
estagnadas com vegetacdo e manter os animais em um ambiente mais seco durante as
estacdes chuvosas [3, 52].

Em humanos, é recomendado o uso de equipamentos de protecao individual (EPI),
como Oculos de natacdo para uso em rios/lagoas, botas de borracha, luvas e 6culos para
entrar em campos alagados. Outra possibilidade é a divulgacdo de alertas de risco de
infeccdo em rios/lagoas em areas endémicas para pitiose [52].

Considerac0es finais

O ndmero de trabalhos publicados na base de dados do PubMed sobre Pythium
insidiosum/pitiose é pequeno quando comparado a outras infec¢fes fungicas. Apesar de
ainda ser um nimero pequeno de artigos, observa-se um crescimento no nimero de
publicacdes a partir do ano de 2008 (Quadro 1), passando a dezenas de publicacdes por
ano. Durante esses quase 40 anos onde a doenca e seu agente etioldégico vem sendo
estudados, muito se publicou sobre os aspectos etiologicos, especialmente sobre as
relacGes filogenéticas intra e inter-especificas de P. insidiosum, muitos relatos de casos,
pesquisas sobre sensibilidade antimicrobiana, técnicas para seu diagndstico e pouco tem
sido observado sobre a questdo terapéutica.

A revisdo de literatura apresentada permitiu compilar pesquisas importantes para
0 estudo do Pythium insidiosum e da pitiose, a qual mostrou também a grande necessidade
de buscas por questdes tdo importantes, como uma terapéutica mais eficiente, para um
resultado mais satisfatério no tratamento e, consequentemente, progndsticos melhores
para 0s pacientes.
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segundo os termos empregados na busca, de acordo com os anos de publicacéo.
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2016 23 23
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2020 30 31
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2022 30 32
2023 9 12
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