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TRATAMENTO DA PITIOSE EM MEMBROS DE EQUINOS POR MEIO DE
PERFUSAO REGIONAL INTRAVENOSA COM ANFOTERICINA B

RESUMO - Avaliaram-se os efeitos da perfusdo regional intravenosa com
anfotericina B, um antimicético, em membros de equinos acometidos por pitiose,
combinada com a excisao cirurgica. Foram utilizados 16 equinos, jovens e adultos, da
raga pantaneira, com pitiose em membro toracico ou pélvico, distalmente as
articulacées do cotovelo ou joelho, distribuidos em dois grupos experimentais. Um
constituido de 12 equinos tratados, ap6s excisao cirurgica e termocauterizagdo, por
perfusdo regional intravenosa do membro com anfotericina B (Ganf) e outro constituido
de quatro equinos nao tratados (controle, Gc). As feridas foram fotografadas e avaliadas
antes do inicio do tratamento (D0O) e apés sete (D7), catorze (D14), vinte e um (D21),
vinte e oito (D28), trinta e cinco (D35) e sessenta (D60) dias e foi realizado exame do
aparelho locomotor. No Ganf, 92% dos animais apresentaram cicatrizacdo das feridas
de pitiose e no Gc 100% apresentaram recrudescéncia da afeccdo. No Ganf, 58%
exigiram administracdo unica de anfotericina B pela técnica de perfusdo regional do
membro e 42% exigiram uma readministracdo, apo6s 14 dias. No Ganf, 33%
apresentaram ulceracdo no local da administracdo da anfotericina B e 42%
apresentaram aumento de volume do membro e dor a palpacédo na regiao perfundida
pela anfotericina B. No Ganf, 100% dos animais apresentavam claudicacdo severa no
D0 e 92% néao apresentavam claudicagdo no D21. Conclui-se que a administracao de
anfotericina B, por perfusdo regional intravenosa, promove a cura da pitiose, com
minimas reacbdes adversas, sendo uma alternativa terapéutica para o tratamento de

pitiose em membros de equinos.

Palavras-Chave: anfotericina B, equinos, perfusao regional intravenosa, pitiose
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PYTHIOSIS TREATMENT IN EQUINE LIMBS BY INTRAVENOUS REGIONAL
PERFUSION WITH AMPHOTERICIN B

SUMMARY - The effects of intravenous regional perfusion with amphotericin B,
an antifungal drug, in equine limbs with pythiosis associated with surgical excision were
evaluated. 16 horses, young and adults, pantaneira breed, with pythiosis in thoracic or
pelvic limbs, distally to the elbow or knee joints, were allocated into two experimental
groups. One constituted by 12 horses treated, after surgical excision and
thermocauterization, by intravenous regional limb perfusion with amphotericin B (Ganf)
and other constituted by four not treated horses (control, Gc). The wounds were
photographed and evaluated before the beginning of the treatment (D0) and after seven
(D7), fourteen (D14), twenty-one (D21), twenty-eight (D28), thirty-five (D35) and sixty
(D60) days and examination of the locomotor system was performed. 92% of the
animals with pythiosis presented wound healing in Ganf and, in Gc, 100% presented
recrudescence of the disease. In the Ganf, 58% of the animals needed single
administration of amphotericin B by regional limb perfusion and 42% of the animals
needed one more administration after 14 days. In the Ganf, 33% of the animals
presented ulceration in the amphotericin B injection site and 42% of the animals
presented limb edema and pain during palpation of the amphotericin B perfused region.
In Ganf, 100% of the animals presented severe lameness at DO and 92% of the animals
presented no lameness at D21. It can be concluded that the administration of
amphotericin B by intravenous regional perfusion promotes pythiosis remission with
minimal side effects, being a therapeutic alternative to the pythiosis treatment in equine

limbs.

Keywords — amphotericin B, equine, intravenous regional perfusion, pythiosis
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1. INTRODUCAO

A zigomicose constitui um conjunto de afecgcdes micoticas de estreita
semelhanca anatomopatoldgica, que acomete a pele e o tecido subcutaneo, o trato
digestorio e o respiratério, especialmente de equinos (RODRIGUES & LUVIZOTTO,
2000; BIAVA et al., 2007). Constitui um grupo complexo de doencgas piogranulomatosas
que inclui a pitiose, a conidiobolomicose e a basidiobolomicose causadas pelo Pythium
insidiosum, Conidiobolus coronatus e Basidiobolus haptosporus (Basidiobolus ranarum),
respectivamente (MENDOZA et al., 1996; BIAVA et al., 2007). A pitiose € uma doenca
cutanea, gastrintestinal ou multissistémica, granulomatosa, que atinge equinos, caninos,
bovinos, ovinos, felinos e humanos e ocorre em areas tropicais, subtropicais ou
temperadas (MEIRELES et al., 1993; FOIL, 1996; MENDOZA, et al., 1996; SANTURIO
et al., 1998; LEAL et al., 2001b), causada pelo oomiceto Pythium insidiosum (De COCK
et al., 1987). Este organismo filamentoso encontra-se em ambientes aquéaticos,
especialmente em regides pantanosas, com temperaturas superiores a 25° C, como o
Pantanal Mato-Grossense (LEAL et al., 2001a). Em equinos, a enfermidade caracteriza-
se pela formacao de granulomas eosinofilicos, com a presenca de massas necréticas
denominadas “kunkers” (MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELES et al., 1993). A
pitiose é considerada uma doenga emergente (VANITTANAKOM et al., 2004) e, apenas
recentemente, foi descrita no Brasil em humanos (BOSCO et al., 2005) e em ovinos
(TABOSA et al., 2004). Tradicionalmente, o diagnéstico da pitiose no Brasil baseia-se
nos dados clinico-epidemioldgicos, confirmados pelo exame histopatoldégico e/ou
micologico. O diagnoéstico é relativamente facil em casos crénicos, porém, lesbes

cutaneas iniciais ou sistémicas sdo de dificil deteccdo pelos métodos tradicionais e
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influenciam, decisivamente, no sucesso do tratamento (LEAL et al., 2001b). O exame
histopatol6gico é auxiliar no diagnostico e necessita de outras provas para confirmacao,
como a imuno-histoquimica (BROWN et al., 1988). A pitiose causa prejuizos
significativos na criacdo de equinos no Brasil, seja pela morte dos animais, pela perda
de fungdo ou pelos gastos com tratamentos (LEAL et al., 2001a). Varios métodos
terapéuticos tém sido utilizados, principalmente em equinos, incluindo tratamento
medicamentoso (antimicéticos), cirdrgico e imunoterapico (SANTURIO et al., 2004).
Existe dificuldade no tratamento devido as caracteristicas deste oomiceto, que nao
apresenta esterdéis de membrana, sendo, portanto, resistente a maioria dos
antimicéticos (FOIL, 1996). Ademais, a falta de diagndstico agrava o quadro e faz com
que a doenga seja uma ameaca a vida dos equinos (SANTURIO et al., 2004).

A perfusdo regional é uma técnica que consiste na infusdo de uma substancia
em uma regido do organismo isolada vascularmente da circulagdo sistémica
(MARTINEZ, 2004). Surgiu com BIER e colaboradores, em 1908, e consiste na
aplicagdo regionalizada de um farmaco ou medicamento restringindo-se,
temporariamente, a sua absorcdo sistémica. As primeiras aplicagdes clinicas da
perfusdo regional em animais datam da década de 60, inicialmente, com o objetivo de
conseguir anestesias regionais das areas distais das extremidades (ANTALOVSKY,
1965; AVEMANN, 1974; PRENTICE et al., 1974) e, posteriormente, para o tratamento
de infeccdes localizadas (FINSTERBUSCH et al., 1970; FESSL & AWAD-MASALMEH,
1975; HAUCK-BAUER, 1977). A administracdo conjunta de um anestésico local e de
um antibiético, em uma mesma perfusdo regional, permite, ao mesmo tempo, a
administracdo de um antibiético para o tratamento da infecgdo e a realizagdo de um
debridamento cirdrgico dos tecidos afetados, sem anestesia geral (HAUCK-BAUER,
1977; STANEK et al., 1984).

As primeiras aplicagdes de antibidticos por perfusao regional em animais foram
descritas em coelhos, em 1970 (FINSTERBUSCH et al., 1970). A partir de 1975
apareceram estudos na espécie bovina (FESSL & AWAD-MASALMEH, 1975; DIETZ et
al., 1980; STANEK et al., 1984). Em 1990, DIETZ & KEHNSCHERPER descreveram

pela primeira vez, nos equinos, a técnica de perfusdo regional do membro com
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antibiéticos. Com base nestas experiéncias desenvolvidas majoritariamente na
Alemanha e, devido ao crescente interesse por desenvolver novas formas de
veiculagédo local ou regional de antibiéticos, que permitam melhorar a efetividade do
tratamento das infecgbes ortopédicas em cavalos, numerosos investigadores, em nivel
mundial, tem desenvolvido trabalhos, frutos dos quais, atualmente, a perfusdo regional
do membro € considerada uma técnica efetiva para o tratamento de processos
infecciosos das extremidades dos animais (WHITEHAIR et al., 1992a; MURPHEY et al.,
1994; SANTSCHI et al., 1998; CRUZ, 1999; MURPHEY et al., 1999).

Com a perfusao regional, o antibiético alcanca os tecidos, mediante difuséo, a
partir do compartimento ou leito vascular préximo. Durante a perfusdo regional, se
produz uma dilatacao dos capilares, das vénulas pés-capilares e dos vasos linfaticos, o
que origina o relaxamento dos contatos entre as células endoteliais e os pericitos, com
uma maior difusdo, sem produzir danos celulares (LANGER et al., 1996). As altas
concentragdes de antibiético no sistema vascular e a pressurizagdo do mesmo geram
um gradiente de concentragcao muito elevado entre 0 espago intravascular e os tecidos,
0 que maximiza o processo de difusao a todos estes (liquido sinovial, tecidos moles e
0Ss0), incluindo os pouco vascularizados, onde os patdégenos se encontram protegidos
(FINSTERBUSCH & WEINBERG, 1972).

Dessa forma, com a finalidade de oferecer aos médicos veterinarios
conhecimentos complementares que permitam uma alternativa aos tratamentos atuais
para pitiose nos membros de equinos, se objetivou, com este estudo, avaliar a técnica
de perfusao regional intravenosa do membro com anfotericina B, um antimicético, para

o tratamento de infec¢des por pitiose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O género Pythium pertence ao filo Oomycota, cujos membros se caracterizam
pela producdo de zoosporos biflagelados (reproducédo assexuada), reproducao sexuada
oogamica, parede celular composta de B-glucanos, celulose e hidroxipolina, talo
dipléide, mitocéndria com crista tubular e caracteristicas moleculares e bioquimicas
proprias, destacando-se uma rota alternativa para a sintese de lisina (ALEXOPOULOS
et al., 1996; MOORE-LANDECKER, 1996), particularidades que os diferenciam dos
fungos verdadeiros. Esse género possui mais de 120 espécies, sendo a maioria
habitante do solo e engloba, também, o patégeno de plantas, responsavel pela doenca
“tombamento das mudas” (“damping-off’), que causa prejuizos na agricultura.
Entretanto, o Pythium insidiosum € a Unica espécie, do género, que além de plantas,
pode infectar mamiferos, incluindo o homem (ALEXOPOULOS et al., 1996; MOORE-
LANDECKER, 1996; GROOTERS & GEE, 2002).

A pitiose em equinos € uma doenca ulcerativa, proliferativa e granulomatosa que
envolve a pele e o tecido subcutaneo, causada pelo Pythium insidiosum, um oomiceto
aquatico zoospérico, do reino Stramenopila, filo Oomycota, familia Pythiaceae,
encontrado, principalmente, em regides pantanosas, com temperaturas médias
superiores a 25°C (DE COCK et al., 1987; MEIRELES et al., 1993; MENDONZA et al.,
1996; LEAL et al., 2001b; SALLIS et al., 2003; SANTURIO et al., 2006a).

O agente habita agua estagnada infectando plantas aquaticas. Reproduz-se de
forma sexuada, por esporangiésporos moéveis, liberados dos esporangios, que se
aderem em plantas aquaticas e/ou restos vegetais em decomposi¢do. Nos animais, a
instalacdo desse oomiceto ocorre, principalmente, em solugcdes de continuidade na pele
(MILLER, 1983; MENDOZA et al., 1993; BIAVA et al., 2007).
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A pitiose ocorre em regides de clima tropical, subtropical e temperado, tendo sido
relatada nas Américas, alguns paises europeus, sudeste asiatico, Oceania e,
recentemente, na Africa (CHAFFIN et al. 1995; FOIL, 1996; MENDOZA et al., 1996).
Provavelmente, o Pantanal brasileiro seja o local de maior ocorréncia e prevaléncia de
pitiose equina no mundo, constituindo-se planicie inundavel de, aproximadamente,
140.000 km? com populagdo estimada em 140.000 equinos, sendo a pitiose um
problema frequente para a criagdo de equinos (SILVA et al, 1995; MENDOZA et al.,
1996; SANTURIO et al., 2006a).

As condicoes ambientais favoraveis, determinantes para a producdo de
zoosporos, sao temperatura entre 30 e 40° C e acumulo de agua estagnada, ja que a
maioria dos casos de infeccdo por pitiose ocorre durante ou apds a estacdo chuvosa,
entre os meses de fevereiro e maio (verao-outono), periodo maximo das cheias do
Pantanal (MILLER & CAMPBEL, 1982; LEAL et al.,, 2001a; LEAL et al., 2001b;
SANTURIO et al., 2006a). Ha relatos de 38 casos de pitiose em equinos, na Paraiba, a
maioria ocorrendo nos meses de julho a outubro, sete a dez meses apds o inicio das
chuvas, sugerindo a existéncia de um periodo de incubacdo de varias semanas
(TABOSA et al., 1999; SANTURIO et al., 2004).

Nao ha predisposicdo por sexo, idade ou raca, sendo determinante para a
infecgdo 0s zoOsporos ambientais, ndo havendo relatos de transmissdo direta entre
animais e entre animais e homens (MENDONZA et al., 1996; SANTURIO et al., 2006a).

Em 1983, MILLER propés um ciclo biolégico para descrever o comportamento
ambiental e a cadeia infecciosa desse oomiceto zoospodrico. O ciclo comega com a
colonizacdo em plantas aquaticas, substrato para o desenvolvimento e reproducao
desse microorganismo, originando os zoosporangios. Os zodsporos livres na agua,
movimentam-se até encontrar outra planta (ou animal), onde se ancoram e emitem o
tubo germinativo, para a formacao de um novo micélio, completando o ciclo. Andlises in
vitro sugeriram uma quimiotaxia dos zodsporos por pelos e tecidos animais e vegetais,
atribuida ao tropismo por substancias presentes nesses tecidos. Apds aderéncia e
encistamento do zodsporo no hospedeiro, uma substancia amorfa, possivelmente uma

glicoproteina, € liberada, provavelmente, em resposta ao fator quimiotatico do préprio
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hospedeiro, a qual atuaria como um adesivo para fixar o zodsporo, permitindo a
formacgéo do tubo germinativo (MENDOZA et al., 1993). Uma vez aderidos ou fixados, o
oomiceto produz filamentos em forma de hifas que, com a secrecdo de enzimas
proteoliticas, penetram nos tecidos superficiais adjacentes, promovendo a afeccao
denominada pitiose. A infeccdo no homem e em animais é casual e ndo tem
importancia na manutengcdo do agente no ambiente. H4 somente o crescimento
vegetativo das hifas, sem producéo das formas propagativas infectantes.

Assim, 0s equinos em contato com aguas contaminadas poderiam atrair os
zobsporos, 0s quais germinariam a partir de uma pequena lesdo cutanea (MILLER,
1983; MENDOZA et al.,, 1993). Ha, também, a possibilidade de penetracdo dos
zoosporos pelos foliculos pilosos, pois foram detectadas hifas no interior de foliculos de
bovinos infectados naturalmente, sugerindo existir quimiotaxia ativa no pelo dentro do
foliculo (SANTURIO et al., 1998). Entretanto, hifas, esporos encistados (resting spores)
e oogbnias de Pythium insidiosum tem sido associados com a transmissdo da pitiose
(MENDOZA et al., 1996). Sendo assim, exsudato de material contaminado pode ser
considerado como uma fonte de infecgao zoonoética (CHAFFIN et al., 1995). Isto indica
que o potencial zoondtico exato desta afec¢ao ainda precisa ser elucidado (HEADLEY
et al., 2002).

No Brasil, a pitiose ja foi descrita em equinos, bovinos, ovinos, caninos e no
homem, sendo alta a prevaléncia do oomiceto em lesbes cutaneas em equinos
(TABOSA et al., 2004; MARQUES et al., 2006; SANTURIO et al., 2006a). O primeiro
relato, em equinos, ocorreu no Rio Grande do Sul, por SANTOS & LONDERO (1974). A
partir desse momento, os relatos de pitiose no pais, somam em estados como o Rio
Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Pard, Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Bahia, Paraiba e Pernambuco (CARVALHO et al., 1984;
SANTOS et al., 1987; MEIRELES et al., 1993; TURY & COROA, 1997; TABOSA et al.,
1999; LEAL et al., 2001a,b; HEADLEY et al., 2002; LUVIZARI et al., 2002; REIS JR &
NOGUEIRA, 2002; SALLIS et al., 2003; HEADLEY & ARRUDA, 2004; FREY JR et al.,

2007). Além disso, hd os casos suspeitos, relatos informais e comunicagdes em
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congressos feitas por médicos veterinarios, indicando a presenca da doengca em varios
estados brasileiros.

A doenca em equinos € conhecida por outros nomes como hifomicose,
zigomicose, dermatite granular, “bursattee”, “Florida leeches”, granuloma ficomicético e
“swamp cancer”. Nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, 0 nome popular
mais conhecido € “ferida da moda” (CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996; LEAL et al.,
2001a; SANTURIO et al., 2006a). O termo hifomicose inclui outras doengcas causadas
por fungos, especialmente Conidiobolus ranarum e Basidiobolus haptosporum, além de
membros da ordem Mucorales (BROWN & ROBERTS, 1988).

Os animais com pitiose no aparelho locomotor apresentam claudicacao, prurido,
dor, apatia, inapeténcia, perda de peso e hipoproteinemia. O prurido e a dor levam os
animais a auto-mutilacdo, mediante mordidas e choques contra objetos rigidos
(MEIRELES et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995; MENDONZA et al., 1996; LEAL et al.,
2001a). Os proprietarios dos animais, normalmente, procuram tratamento quando as
feridas j4 apresentam carater cronico, relatando que o surgimento foi repentino e com
crescimento rapido das lesbes (FREY JR et al., 2007).

As lesdes cutaneas sdao as mais frequentes e atingem, principalmente, as
extremidades distais dos membros e a porcdo ventral da parede toracoabdominal,
provavelmente, devido ao contato com aguas contaminadas com zoosporos (CHAFFIN
et al., 1995; FOIL, 1996). As feridas sado inicialmente pequenas e com aspecto
inofensivo, de forma circular, podendo aumentar sobre uma area que estava apenas
tumefacta, de maneira ulcerativa. Em fung¢do da proliferacédo tecidual exacerbada para
os tecidos circunvizinhos, a afecgdo pode se disseminar até mesmo para 0s vasos
linfaticos e linfonodos regionais, podendo, em alguns casos, chegar até a cavidade
abdominal (KNOTTEMBELT & PASCOE, 1998; LUVIZARI et al.,, 2002). Os sinais
clinicos caracterizam-se por lesdes ulcerativas granulomatosas, formando grandes
massas teciduais, com bordas irregulares, de aparéncia tumoral, com hifas recobertas
por células necroéticas que formam massas brancoamareladas, semelhantes a corais,
chamadas, internacionalmente, de “kunkers”. Os “kunkers” variam de 2 a 10 mm de

diametro, tem forma irregular, ramificada, com aspecto arenoso e penetram no tecido
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granular, dentro de seios formados ao longo do seu trajeto. O tamanho das lesdes
depende do local e duracdo da infeccdo e apresentam secrecdo serossanguinolenta,
mucossanguinolenta, hemorragica e, as vezes, muco-purulenta e fétida, que drenam
dos tecidos granulomatosos e necréticos, em forma de colméias. A lesédo
piogranulomatosa alastra-se rapidamente pelos tecidos, associada a formagéo de
tecido de granulacdo e hemorragias. Essa perda sanguinea pode ser suficiente para
causar anemia nos animais acometidos (KNOTTEMBELT & PASCOE, 1998; LUVIZARI
et al., 2002). Na maioria dos casos, cada animal apresenta foco Unico da lesao, porém,
lesdes cutaneas multifocais ja foram relatadas (MILLER & CAMPBELL, 1982; CHAFFIN
et al., 1992).

A pitiose intestinal é a segunda forma mais freqlente da infeccdo em equinos.
Os casos descritos cursaram com episddios de cdlica, causadas pela presenca de
massas teciduais, levando a redugao e/ou obstrucao do lumen intestinal. Os achados
de necropsia e excisdo cirurgica revelam ulceracao intestinal e massas nodulares de
até 20 cm de didmetro na parede do jejuno. Os achados histopatolégicos variam de
tecido conjuntivo fibroso com areas de necrose de coagulacao e focos de mineralizacao
(sem infiltrado eosinofilico) a granuloma eosinofilico crénico, porém, sem a observagao
de “kunkers” (ALLISON & GILLIS, 1990; MORTON et al., 1991; PURCELL et al., 1994).

Outros tecidos também podem ser atingidos secundariamente as lesdes
cutaneas (REIS JR et al., 2003), incluindo lesbes Osseas adjacentes a lesdo primaria.
As lesGes Osseas caracterizam-se por exostoses, ostedlises e osteomielite no exame
radioldgico e presenca de granulomas eosinofilicos, com areas de necrose e massas
necroéticas contendo hifas no exame histopatoldégico (ALFARO & MENDOZA, 1990;
EATON, 1993). ALFARO & MENDOZA (1990) citam quatro animais acometidos com
pitiose, envolvendo o tecido 6sseo, em que houve a necessidade de eutandsia.

Casos de metastase, via linfatica, para os pulmdes e linfonodos regionais, tais
como os linfonodos cervicais inferiores, inguinais e submandibulares, ja foram relatados
(MURRAY et al., 1978; GOAD, 1984; LEAL et al., 1997). Os linfonodos atingidos
apresentavam “kunkers”, dos quais foi possivel o isolamento do agente etioldgico
(MILLER & CAMPBELL, 1984).
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Tradicionalmente, o diagnéstico da pitiose baseia-se nos aspectos clinicos,
histopatologicos e no isolamento e identificacdo do agente por meio de suas
caracteristicas culturais, morfolégicas e reprodutivas. O isolamento do Pythium
insidiosum pode ocorrer mediante o aspecto das col6nias e das caracteristicas das
hifas (BROWN et al., 1988; HOWERTH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; PURCELL et
al., 1994). Este isolamento requer colheita de material adequado e pode ser dificultado
por contaminagdes secundarias da lesdo. A correta identificagdo do Pythium insidiosum
deve incluir a inducdo da zooesporogénese, que demanda tempo e pessoal treinado, o
que torna, portanto, o diagndstico precoce dificil de ser realizado (MENDOZA et al.,
1987; LEAL et al., 2001b; SANTURIO et al., 2006b; PEREIRA et al., 2008).

Histologicamente, a pitiose caracteriza-se por inflamacdo granulomatosa e
granulocitica. Nos equinos, os “kunkers” apresentam-se como areas de necrose
eosinofilica, de tamanho variado, forma circular e com contornos irregulares, compostas
por hifas, colageno, arteriolas e células inflamatérias, especialmente eosinéfilos. Em
torno das hifas, os eosinéfilos estdo desgranulados e, em direcdo a periferia, os
granulos tornam-se mais evidentes. Na borda é comum encontrar eosindfilos intactos. A
area entre os “kunkers” é caracterizada por inflamacao granulomatosa e supurativa,
composta por exsudato inflamatorio espesso de neutréfilos e eosindfilos (MILLER &
CAMPBELL, 1984; BROWN et al., 1988; CHAFFIN e al., 1995; HEADLEY & ARRUDA,
2004).

Em cortes histoldgicos, corados com métodos histoquimicos a base de prata,
podem-se observar hifas com paredes espessas, esparsamente septadas,
irregularmente ramificadas (normalmente em angulo reto) e medindo de 2 a 6 um de
didmetro (MILLER & CAMPBELL, 1984; CHAFFIN et al, 1995; HEADLEY & ARRUDA,
2004; SANTURIO et al., 2006a). Porém, a identificacdo precoce da doenca torna-se
dificil com a utilizacao desse método (SANTURIO et al., 2004) e requer diferenciacao
de outras lesdes granulomatosas (CHAFFIN et al., 1992; LEAL et al., 2001a). O
diagnéstico diferencial inclui, principalmente, a habronemose, e, também, neoplasias,
tecido de granulagédo exuberante e granulomas fungicos e bacterianos (CHAFFIN et al.,
1992).
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Atualmente, métodos como a imuno-histoquimica (BROWN et al.,, 1988),
imunodifusdo (MILLER & CAMPBELL, 1982; KAUFMAN et al., 1990), ensaio
imunoenzimatico ELISA (MENDOZA et al., 1997; SANTURIO et al., 2006b) e, mais
recentemente, os métodos moleculares (GROOTERS & GEE, 2002; SCHURKO et al.,
2004; VANITTANAKOM et al, 2004) auxiliam e suportam o diagndstico precoce e
correto (MENDOZA et al., 1996).

Em 1988, BROWN et al. descreveram pela primeira vez 0 método de imuno-
histoquimica para diagnéstico de pitiose equina, que foi posteriormente utilizado por
varios autores (HOWERTH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; PURCELL et al., 1994).
O teste imuno-histoquimico de coloragao, utilizando a técnica de peroxidase indireta,
diferencia o Pythium insidiosum de outros fungos. Consiste na coloragdo seletiva das
hifas de Pythium insidiosum e na auséncia de coloragdo das hifas de fungos dos
géneros Basidiobolus e Conidiobolus, com base em cortes histolégicos do material
fixado em formalina (BIAVA et al., 2007). Em 2002, REIS & NOGUEIRA comprovaram
que o método de imuno-histoquimica apresenta uma alta especificidade no diagnéstico
de infeccao pelo Pythium insidiosum.

O tratamento de infec¢des pelo Pythium insidiosum, um “pseudo-fungo”, nos
animais e no homem ¢é dificultado pelas caracteristicas da membrana celular desse
patdgeno. Os fungos verdadeiros possuem quitina em sua membrana, enquanto o
Pythium insidiosum contém celulose e B-glucanos. O ergosterol é o componente de
membrana celular alvo da acdo da maioria dos antimicoticos tradicionais, mas como a
membrana celular do Pythium insidiosum nao contém esse esterdide, esses farmacos
nao sao eficazes para combaté-lo (SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; FOIL, 1996).

A pitiose merece destaque pela dificuldade de tratamento e pelo risco que
representa para a vida de animais e humanos afetados. Inumeros tratamentos tém sido
utilizados, principalmente em equinos, incluindo o quimico (antimicéticos), o cirurgico e
a imunoterapia (CHAFFIN et al, 1992; FOIL, 1996; SANTURIO et al., 2006a). O sucesso
do tratamento depende do tamanho, tempo de instalacao, local da les&o, idade e estado
nutricional do animal, sendo, frequentemente, relatado insucesso ou recidiva
(MENDOZA et al., 1997).
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O tratamento tradicional da pitiose eqliina é o cirirgico, realizando-se a excisao
de toda a area atingida, associado a administracdo de medicamentos antimicéticos,
embora a recorréncia seja comum (30%) em lesdes maiores (MILLER, 1981). A ablacao
do micetoma com laser pode resultar em necrose térmica, podendo matar o agente que
estiver infiltrado no tecido adjacente, reduzindo desta forma o risco de recorréncia
(SEDRISH et al., 1997; BIAVA et al., 2007). SEDRISH et al. (1997) relataram o sucesso
do uso de raio laser vermelho de aluminio, neodimio e itrio como tratamento
suplementar ap6s a remogao cirurgica de lesdes de pitiose equina.

Apesar da taxa de recidiva ser relativamente alta, a excisdo cirurgica € a mais
utilizada e a que apresenta os melhores resultados, quando realizada o mais
precocemente possivel e de forma abrangente. A localizagdo e extensédo da leséo e o
envolvimento de estruturas adjacentes podem influenciar nos resultados do tratamento
cirurgico, em virtude da dificuldade de remogdo de todos os focos infecciosos,
principalmente quando estruturas anatdbmicas dos membros estdo envolvidas
(SANTURIO et al., 2006a).

A excisao deve contemplar as bordas da pele, ao redor da regiao ulcerada, que,
aparentemente, encontra-se integra. Geralmente, ocorrem hemorragias que s&o
contidas por cauterizacdo, ligadura dos vasos ou bandagens compressivas. A
cicatrizacdo ocorre por segunda intengcdo e a recorréncia € um achado comum,
especialmente quando o tecido comprometido n&o foi totalmente removido. Entre os
tratamentos mais comumente associados a excisdo cirdrgica, ressalta-se a
administracdo de anfotericina B (RODRIGUES & LUVIZOTTO, 2000; BIAVA et al.,
2007).

Os antimicoticos, aplicados por via sistémica, muitas vezes nao sao eficazes no
tratamento da pitiose, sendo mais comumente empregados a anfotericina B, o
cetoconazol, o miconazol, o fluconazol e o itraconazol. Além desses, usam-se
compostos iodinicos, como os iodetos de potassio e de sédio (MCMULLAN et al., 1977;
CHAFFIN et al., 1992; LEAL et al.,, 2001b; SALLIS et al., 2003; SANTURIO et al.,
2006a; BIAVA et al., 2007). Segundo estudo de SEKHON et al. (1992), os poliénicos,

como a anfotericina B, ndo apresentaram atividade satisfatoria, enquanto os azdélicos
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(fluconazol, cetoconazol e miconazol) inibiram o crescimento in vitro de Pythium
insidiosum. Em outro teste, os farmacos anfotericina B, flucitosina, miconazol e
griseofulvina ndo inibiram o crescimento do oomiceto, enquanto o itraconazol
apresentou atividade moderada e, apenas a terbinafina foi ativa contra o Pythium
insidiosum. A associagao de terbinafina e itraconazol apresentou efeito sinérgico e foi
eficaz em infeccao facial por Pythium insidiosum, no homem (SHENEP et al., 1998).
TRISCOTT et al. (1993) descreveram que, no homem, a anfotericina B debelou dois
casos de infeccao periorbital e HEALTH et al. (2002) obtiveram remissao clinica de um
quadro de pitiose pulmonar humana, com a associagao de itraconazol e anfotericina B.
Porém, devido a nefrotoxidade desses farmacos, necessitam-se monitorar,
constantemente, concentracbes séricas de uréia e creatinina. Aléem disso, a forte
irritacdo causada por estes farmacos antimicoticos pode causar flebite (NOBRE et al.,
2002). Segundo GONZALES et al. (1979), a extirpagéo cirrgica do granuloma mostrou-
se eficaz contra as ficomicoses subcutadneas, associada ao iodeto de potassio. O
tratamento cirtrgico também pode ser associado ao iodeto de sddio para tratar a pitiose
cutanea (CHAFFIN et al., 1992).

Atualmente, tem sido proposta a imunoterapia empregando-se culturas de fungo
fenolizadas, expostas as ondas ultrassOnicas, onde as hifas sdo maceradas e
liofilizadas (MARIELLO & DE BOER, 2000; BIAVA et al., 2007). A imunoterapia pode
ser realizada utilizando-se varios antigenos derivados de Pythium insidiosum. Esta
modalidade terapéutica constitui uma alternativa concreta para o controle da doenca e
tem apresentado resultados promissores (MILLER, 1981; LEAL et al., 2001b; BIAVA et
al., 2007). Porém, o diagnostico precoce e a intervencéo cirdrgica, associado ao
tratamento imunoterapico, sdo fundamentais para a eficacia do tratamento (MENDOZA
et al., 1992).

O indice de cura aproxima-se a 100% quando o tratamento imunoterapico é
precedido de remocdo ou debridamento cirurgico das lesdes, mas, se usada
isoladamente, apresenta sucesso de 50%. A aplicacdo do composto causa reagdes
como inchago, dor e aumento de temperatura no local das inje¢cdes ou formagdes de
abcessos (RODRIGUES & LUVIZOTTO, 2000; BIAVA et al., 2007). Os primeiros sinais
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de melhora ocorrem, geralmente, entre 7 a 21 dias apdés a primeira aplicacao,
observando-se a redugdo do prurido, das secre¢des (exsudatos) e estabilizacdo do
tamanho da lesdo, sendo os “kunkers” expelidos. A epitelizacdo inicia-se 14 a 21 dias
seguintes as injegdes iniciais. Por outro lado, as lesdes crénicas sdo mais dificeis de
tratar devido a resposta baixa a imunoterapia e, geralmente, possuem infeccoes
secundarias (NEWTON & SCHUMACHER, 1997; BIAVA et al., 2007).

McMULLAN et al. (1977) descreveram que a anfotericina B, em doses entre 0,5 a
1,5 mg/kg de peso, diluida em 1 litro de solucdo de glicose 5%, para aplicagao
intravenosa, foi 50% eficaz quando associada a remoc¢ao cirurgica; 30% apenas com a
anfotericina B e 20% das ficomicoses subcutaneas nao responderam aos tratamentos.
MALECAZE et al. (1992) recomendaram a anfotericina B topica no tratamento das
queratomicoses, pela penetracdo rapida no tecido e menor toxicidade, sendo que as
solugdes de anfotericina B (50 mg) em dimetilsulféxido (DMSO — 10 mL) aumentam a
absorcao dérmica (MARIELLO & DE BOER, 2000; THOMASSIAN, 2005; BIAVA et al.,
2007).

O prognéstico da pitiose, em equinos, depende do comprometimento de
estruturas adjacentes a ferida, como tenddes, articulagbes, fascias e tecido 6sseo. A
linfadenopatia regional € frequente, proporcionando a disseminagdo do agente a
regides distantes como trato gastrintestinal e pulmées (RODRIGUES & LUVIZOTTO,
2000; BIAVA et al., 2007). A evolucao € rapida, pois, devido ao prurido, 0s animais
dilaceram a ferida, causando sangramento profuso, levando ao emagrecimento e
debilidade organica (LEAL et al., 2001a; BIAVA et al., 2007).

Nos ultimos anos, estdo sendo desenvolvidas novas técnicas de administracao
local e regional de antibidticos que permitam alcancgar altas concentracbes de antibibtico
no local da infec¢do, enquanto se mantém as concentragcfes sistémicas abaixo do grau
de toxicidade do farmaco e permitem o emprego de farmacos cuja administracao
sistémica, em cavalos, resultaria economicamente proibitiva (WERNER et al., 2003;
MARTINEZ, 2004; GILLIAM et al., 2008; ERRICO et al., 2008).

Durante anos, a administracdo local de agentes antimicrobianos foi considerada

um tabu, porque as solugdes variavam o pH fisiol6gico, 0 que era considerado nocivo
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para os tecidos. No entanto, ja é comprovado que os efeitos prejudiciais da
administracdo local de antibidticos foram excessivamente exagerados e, esta €
considerada um dos avangos mais importantes no manejo das infecgdes ortopédicas
dos cavalos, pois, a administragdo de antibioticoterapia regional elimina de maneira
eficaz as infecgbes articulares e 6sseas (LLOYD et al., 1990; WININGER & FASS,
1996; WERNER et al., 2003; MARTINEZ, 2004; ERRICO et al., 2008; GILLIAM et al.,
2008).

A administragdo sistémica de antimicrobianos se mantém como terapia
complementar importante, mas a administracdo loco-regional permite alcancar
concentragdes, locais e regionais, muito superiores a administracao sistémica e oferece
vantagens como: maior seguranga de que o antimicrobiano alcance concentracdes
terapéuticas no local de infeccao; concentragées do antimicrobiano, locais e regionais,
superiores a concentragao inibitéria minima (CIM), o que reduz o aparecimento de
resisténcia emergente; diminuicao ou eliminagcéo do risco de desenvolvimento de efeitos
adversos sistémicos, como a nefrotoxicidade, a ototoxicidade e a neurotoxicidade e
custo econdmico reduzido, o que possibilita a utilizacdo de farmacos onerosos em
animais de grande porte, como os equinos (BERTONE et al., 1990).

Tem-se desenvolvido varios métodos para a administracdo local ou regional de
antibidticos, tais como a administracdo intra-articular, os implantes de
polimetiimetacrilato  (PMMA) ou de polimeros biodegradaveis impregnados com
antibidticos, as bombas de infusdo e a perfusdo regional intraéssea e intravenosa
(WERNER et al., 2003; MARTINEZ, 2004; ERRICO et al., 2008; GILLIAM et al., 2008).

A perfusé@o regional intravenosa dos membros de equinos € uma técnica de
administracdo de farmacos, por meio da qual se promove difusao local destes aos
tecidos, pelo sistema venoso regional, utilizando-se de uma veia superficial. Para a
realizacdo desta técnica, um garrote (torniquete) é colocado proximal ao local de
infeccao (ou lesdo) e um antimicrobiano é injetado, sob pressao, no sistema venoso, de
forma que a presséo utilizada durante a infusédo intravenosa do farmaco resulte em
difusdo do antibidtico ao tecido afetado (GAGNON et al., 1994; MURPHEY et al., 1994;
MURPHEY et al., 1999; BUTT et al., 2001).
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O grande determinante para uma resposta clinica a terapia com antimicrobianos
€ que a concentragdo inibitéria minima deste farmaco seja atingida no tecido infectado.
O efeito bactericida dos antimicrobianos € proporcional ao pico de concentragdo dos
farmacos nos tecidos (MOORE et al., 1987). Dessa forma, os tecidos infeccionados
apresentam, normalmente, trombose vascular e isquemia, limitando a entrega dos
antibidticos sistémicos aos tecidos infectados, em concentragdes suficientes para efeito
bactericida (McILWRAITH, 1983). Ja a perfusdo regional € uma técnica que produz
maiores concentracdes de antimicrobianos nas porc¢des distais dos membros quando
comparada a administracdo sistémica (BUTT et al., 2001).

A perfusado regional tem se tornado uma técnica de escolha por ndo requerer
equipamentos especiais, ser rapidamente realizada e de baixo custo, além de alcangar
elevadas concentracbes de antibidticos nos tecidos infectados, pobremente
perfundidos, na extremidade distal dos membros de equinos (PALMER & HOGAN,
1999; BUTT et al., 2001). Algumas limitacbes tém sido encontradas nesta técnica nas
situagbes clinicas. O edema acentuado, devido a celulite ou trauma aumenta a
dificuldade na identificacdo das veias, assim como, cateteriza¢cées ou venopungdes
sucessivas sao, frequentemente, dificultadas devido a hemorragia localizada e
tromboflebite (BUTT et al., 2001).

Muitos estudos buscam a dose apropriada do farmaco, melhor volume de
administracdo, o intervalo apropriado entre as perfusbes e o numero de perfusdes
necessarias para conter condi¢cdes sépticas nas porgdes distais dos membros de
equinos. Ja foi demonstrado que doses inadequadas podem, em excesso, promover
necrose de tecidos moles na regido perfundida (SANTSCHI et al., 1998). Da mesma
forma, ndao existem dados informando o volume de perfusao ideal para que se alcance a
completa difusdo do farmaco no tecido afetado. Presumivelmente, o volume a ser
infundido deve estar correlacionado com o tamanho do membro (BUTT et al., 2001).

WHITEHAIR et al. (1992c) demonstraram em seus estudos que a realizacao da
perfusdo regional do membro, em equinos adultos, com um grama de gentamicina
promoveu a concentracao de 221,2 + 71,4 ug/mL deste farmaco no liquido sinovial, 24

horas apds o procedimento e que quatro administragbes de 2,2 mg/kg, a cada seis
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horas, via intravenosa, deste mesmo antibiético, promoveu a concentracdo de apenas
de 7,6 £ 1,6 pg/mL, intra-articular. Atualmente, ha pesquisas que comprovam que a
técnica de perfusdo regional do membro de equinos com antibidticos, como
gentamicina, ceftiofur, amicacina, vancomicina e enrofloxacina promove concentra¢des
0sseas, intra-articulares, peri-articulares e nos tecidos perfundidos pelo farmaco, varias
vezes maiores que a concentracdo inibitéria minima dos patégenos, durante varias
horas (MURPHEY et al., 1999; WERNER et al., 2003; MARTINEZ, 2004; PILLE et al.,
2005; ERRICO et al., 2008; GILLIAM et al., 2008).

A perfusdo regional tem sido considerada mais eficaz que a administracao
sistémica para o tratamento de artrite infecciosa e osteomielite (WHITEHAIR et al.,
1992a,b,c; KETTNER et al., 2003), permitindo a eliminacao de infeccbes resistentes a
terapia convencional e sua aplicagcdo, em combinacdo com a antibioticoterapia
sistémica, incrementa as taxas de sobrevivéncia até valores maiores que 70%
(FINSTERBUSH et al., 1970; SANTSCHI et al.,, 1998; PALMER & HOGAN, 1999).
Outras afeccdes dos equinos que tem sido tratadas com resultados satisfatérios sao a
laminite séptica, a osteite séptica da falange distal e dos 0ossos sesamoideos proximais,
a artrite séptica das articulagbes dos dedos, a tenossinovite séptica, a bursite séptica do
sesamoide distal e feridas no casco (SANTSCHI et al.,, 1998). Os ossos da porcao
isolada pelo torniquete também sao perfundidos e, neles, a concentragdo do antibibtico
também é elevada (BERTONE, 2003).

Nao se conhece o numero, nem a frequéncia de perfusdes regionais que se deve
realizar para conseguir a cura das infeccées ortopédicas. Para o tratamento das
infeccbes ortopédicas clinicas, em cavalos, se tém realizado perfusbes uUnicas
(WHITEHAIR et al, 1992a; PALMER & HOGAN, 1999), duplas (DIETZ &
KEHNSCHERPER, 1990; WHITEHAIR et al., 1992a), triplas (KETTNER et al., 2003) ou
até quadruplas (PALMER & HOGAN, 1999). No entanto, como as caracteristicas
mérbidas de cada caso sao diferentes e a combinacdo de tratamentos aplicados
também, o estabelecimento de conclusdes generalizadas é muito complicado. Apos
quatro a seis sessdes de perfusao regional, feridas cronicamente infectadas produziram
culturas estéreis em pessoas (FINSTERBUSH & WEINBERG, 1972); uma ou duas
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perfusdes regionais intravenosas tem sido eficazes para curar artrite e tenossinovite em
vacas (FESSL & AWAD-MASALMEH, 1975); uma Uunica perfusdo regional com
antibiético produziu culturas negativas em dois de trés cavalos (WHITEHAIR et al.,
1992b,c).

A anfotericina B € um antimicético pertencente ao grupo dos antibidticos
macrolideos poliénicos, produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces
nodosus, cujo mecanismo de acao se baseia na ligagcdo com os esteréis da membrana
celular, provocando alteracao funcional com saida de metabdlitos essenciais,
nucleotideos e proteinas, levando a morte celular (SANDE & MANDELL, 1987;
RICHARDSON & WARNOCK, 1993). Foi isolada em meados de 1955 (GOLD et al.,
1956; VANDEPUTTE et al., 1956) e, desde entdo, apenas poucos agentes com acao
antimicética foram descobertos e tornaram-se viaveis para o tratamento das micoses
sistémicas.

No final dos anos 50, a anfotericina B ja era utilizada em alguns casos clinicos e,
em 1965, foi o primeiro agente antimicotico a ser aprovado pela United States Food and
Drug Administration (U.S. FDA) (WU, 1994; DISMUKES, 2000). Mesmo com sua
elevada toxicidade e com a introdugéao de antimicéticos azélicos sistémicos na década
de 80 (DISMUKES, 2000), a poténcia, o espectro de acdo e os quase 50 anos de
experiéncia clinica tém assegurado que a anfotericina B permaneca como o farmaco de
escolha no tratamento da maioria das micoses sistémicas que acometem pacientes
imunocomprometidos (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

O composto contém 37 atomos de carbono formando um anel macrociclico
fechado por lactonizagdo; possui uma cadeia de duplas ligagbes conjugadas nao-
substituidas (heptaeno) e, na porcdo oposta, uma cadeia poli-hidroxilada com sete
grupos hidroxila livres, o que lhe confere caracteristica anfipatica. Em uma das
extremidades da molécula encontra-se um residuo micosamina (lactona) com um
aminogrupo livre, formando uma cadeia lateral. A molécula tem aproximadamente 24A
de comprimento, ou seja, o equivalente a meia camada de fosfolipideo (GANIS et al.,
1971).
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O nome anfotericina deriva da caracteristica anfotérica de sua estrutura
molecular, formando tanto sais solUveis em meio &cido como em meio basico (ASHER
& SCHURARTZMAN, 1977).

A anfotericina B € pouco soluvel na maioria dos solventes. Com exceg¢do do
dimetilsulféxido (DMSQO) e da dimetilformamida, é praticamente insoluvel em solugbes
aquosas de pH neutro. A solubilidade da anfotericina B em agua pode ser aumentada
por adicdo de lauril sulfato de sédio ou desoxicolato de sédio (DOC). A formulagédo
convencional comercialmente utilizada, denominada Anfotericin B® (Cristalia), constitui-
se de 50 mg de anfotericina B, aproximadamente 41 mg de DOC e 20,2 mg de tampao
fosfato. O DOC é empregado para solubilizagdo da anfotericina B, entretanto o sistema
nao € homogéneo, podendo apresentar em sua constituicdo trés formas diferentes:
monomeérica, oligomérica e agregados de anfotericina B-DOC (LEGRAND et al., 1992)
misturados com micelas puras de DOC (LAMY-FREUND et al., 1991).

Em estudo com membranas bilamelares comparou-se a capacidade de formagéao
de canais ibnicos de anfotericina B frente a membrana contendo ergosterol, colesterol e
na auséncia destes esterdides. Constatou-se que a anfotericina B, tanto na forma
monomeérica quanto na agregada, pode formar canais em membranas contendo
ergosterol, mas somente a forma agregada formou tais canais em membranas contendo
colesterol (HUANG et al., 2002). A maior afinidade por ergosterol pode ser notada em
estudos nos quais a concentragdo de anfotericina B necessaria para promover
permeabilidade foi dez vezes menor para vesiculas contendo ergosterol do que para
aquelas com colesterol (VERTUT-CROQUIN et al., 1983; SAINT-PIERRE-CHAZALET
et al., 1998).

A anfotericina B interage especificamente com o ergosterol, esterdide constituinte
exclusivo da parede celular fungica, levando a formacdo de poros nas membranas
lipidicas (ZYGMUNT, 1966; TEERLINK et al., 1980; BRAJTBURG et al., 1984; BOLARD
et al., 1993). A alteragdo da permeabilidade celular permite, portanto, o escape de
pequenos ions e metabdlitos, principalmente ions potassio, levando eventualmente a
morte celular (BOLARD et al., 1993). Outros experimentos indicaram que danos

oxidativos produzidos quando da interacdo de anfotericina B com a membrana celular
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de eritrocitos (BRAJTBURG et al., 1985), Candida albicans (SOKOL-ANDERSON et al.,
1988) e em leucocitos polimorfonucleares (PMN) (MARZZULLO et al., 1997),
apresentaram importante papel no mecanismo de agéo litica do antimicético.

Assim, embora a anfotericina B possua maior afinidade por ergosterol, muitos
dos efeitos toxicos que Ihe sédo atribuidos sdo resultados da sua capacidade em ligar-se
ao colesterol e outros constituintes da membrana celular de mamiferos (WHITE et al.,
1989; BOLARD et al., 1993; MORIBE et al., 1999; HUANG et al., 2002).

A acado de anfotericina B sobre as células do sistema imune merece atengao
especial, pois este antimicético € amplamente empregado na terapia de pacientes
imunodeprimidos. Estudos indicam que a anfotericina B exerce efeitos moduladores
interessantes, interferindo em muitas das propriedades de leucocitos, como na inibicao
da quimiotaxia (BERNAUDIN et al., 1987), na produgédo de anticorpos (BOGGS et al.,
1991), nas propriedades funcionais dos leucécitos PMN (JULLIEN et al.,, 1991), na
diminuicao significativa da fagocitose e na destruicao de Candida albicans (PALLISTER
& WARNOCK, 1989).

O efeito do DOC no metabolismo oxidativo de leucécitos PMN deve ser
considerado, pois se relatou a parcial responsabilidade pela inibicdo da quimiotaxia
destas células, quando altas doses de anfotericina B-DOC foram utilizadas
(BERNAUDIN et al., 1987).

O aumento do “burst” oxidativo foi mostrado em macréfagos por WILSON e
colaboradores (1991), onde sugeriram que anfotericina B ativaria estas células, via
efeito direto na membrana plasmatica, aumentando a capacidade de producao do anion
superéxido. Outros autores, no entanto, propuseram que o acumulo intracelular do
antimicotico, ainda viavel, permitiria sua acao direta sobre o fungo fagocitado (PONCE
& PECHERE, 1990; FILIPPIN & SOUZA, 2006), fato que auxiliou alguns autores a
direcionar o tratamento de infeccbes fungicas, cujo agente replicava-se
intracelularmente (GRAYBILI & BOCANEGRA, 1995; GARCIA et al., 2000).

Finalmente, um estudo in vivo, tendo como modelo experimental o cobaio,
demonstrou que uma unica dose de anfotericina B ndo possui efeito imunossupressor

sobre linfocitos e neutrofilos, mas apds 3 doses, em dias consecutivos, alteracdes
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quimiotaticas e fagociticas foram observadas; entretanto, os efeitos eram variaveis e
nao possuiam um padrao dose-resposta (DRUMMOND et al., 1995).

As reacgdes adversas agudas da anfotericina B, no homem, séo: febre, calafrios,
tremores, ndusea, vémitos e dor de cabeca e, frequentemente, estado relacionados a
infusdo intravenosa (SCHOFFSKI et al., 1998; NUCCI et al., 1999; WALSH et al., 1999;
MORA-DUARTE et al.,, 2002). Alteragdes cardiovasculares como hipotensao,
hipertensdo e arritmia cardiaca foram observadas com menor frequéncia (WALSH et al.,
1999; MORA-DUARTE et al., 2002). Hipocalemia, hipernatremia, diurese aumentada
(GERBAUD et al., 2003), hipomagnesemia, disfungéo renal e efeitos tdxicos sobre a
medula éssea (anemia, leucopenia e trombocitopenia) estdo associados com
administracdes repetidas (SCHOFFSKI et al., 1998).

O tratamento sistémico com anfotericina B quase sempre resulta em algum grau
de disfungao renal, sendo claramente uma funcao da dose total (MORA-DUARTE et al.,
2002). Um estudo em células renais de ratos, conduzido por VARLAM et al. (2001),
sugeriu que a anfotericina B induzia apoptose em células tubulares renais e em células
intersticiais, em taxa diretamente proporcional a concentracao. Observou-se 90% de
apoptose e necrose, com a concentracdo maxima utilizada (5,0 mg/mL), sendo que em
doses menores, minima apoptose foi relatada.

Efeitos neurotdxicos em pacientes humanos tratados com anfotericina B séo
raros. Observam-se hipertermia, confusdo mental, depressao, delirio, comportamento
psicotico, convulsdo, tremores, perda de audi¢do, opacidade da visao, dentre outras
alteracdes, acompanhadas por degeneracédo da bainha de mielina (RACIS et al., 1990).
A cardiotoxicidade foi descrita especialmente pela indugdo da arritmia ventricular,
secundaria a hipocalemia, em pacientes com funcdo renal diminuida, que sao
suscetiveis a essa alteracdo eletrolitica (CRAVEN et al., 1985; SCHOFFSKI et al.,
1998).

A atividade da anfotericia B € maxima na faixa de pH 6,0 a 7,5 e a agédo pode ser
fungistatica ou fungicida, dependendo da concentragéo sérica e tecidual do antimicético
e da suscetibilidade do patdégeno (FILIPPIN & SOUZA, 2006).
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A anfotericina B possui atividade contra a maioria das espécies de Candida spp
(DAVEY, et al., 1998; CLANCY & NGUYEN, 1999; BURGESS et al., 2000; PFALLER et
al., 2002), fungos filamentosos, incluindo o Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizopus arrhizuz e Paracoccidioides
brasiliensis (HAHN & HAMDAN, 2000).

A anfotericina B também possui atividade contra Histoplasma capsulatum
(GONZALES et al., 2000; LI et al., 2000), Cryptococcus neoformans (DAVEY et al.,
1998), Coccidioides immits e Blastomyces dermatitidis (LI et al., 2000). Sua atividade foi
considerada limitada contra algumas cepas de Fusarium spp (ESPINEL-INGROFF et
al., 1997). Cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis também foram suscetiveis a agao
da anfotericina B, sendo também empregada na terapia de leishmaniose visceral
(DAVIDSON et al., 1991; DURAND et al., 1998) e mucocutanea (AMATO et al., 2000).

Do ponto de vista bioquimico, a resisténcia aos antibiéticos poliénicos poderia
estar associada ao aumento ou diminuicdo dos esterdides da membrana,
especialmente ergosterol e seus precursores. Em um estudo recente, YOUNG et al.
(2003) conduziram um experimento baseado no fato de que a agao litica de anfotericina
B somente ocorreria se houvesse interacdo do farmaco com o ergosterol da membrana
fungica. Os autores, entdo, desenvolveram uma cepa mutante de Candida lusitaniae
(“C. lusitaniae ERG6”) com defeito na biossintese de ergosterol, na qual foi observada
resisténcia in vitro a anfotericina B. A auséncia de ergosterol foi também apontada
como responsavel pela resisténcia de patégenos frente a anfotericina B em um estudo
anterior. A incubagcdo prévia de promastigotas da Leishmania mexicana com
cetoconazol (antimicético que atua na inibicdo da biossintese de ergosterol) reduziu a
ligacdo da anfotericina B a essas células e a consequente formacao de poros, efeitos
que somente ocorreram em fungdo da concentragdo do imidazélico, que resultou no
acumulo progressivo de lanosterol, com redugao drastica de ergosterol (RAMOS et al.,
1994).

A terapéutica antimicotica sistémica ndo permite ainda obter cura clinica
comparavel as que se consegue com os antibidticos. O fato de muitas destas infec¢des

surgirem em hospedeiros imunocomprometidos, dificulta ainda mais a eficicia
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terapéutica. Até agora, a anfotericina B constitui a base terapéutica das infeccoes
fungicas graves (FILIPPIN & SOUZA, 2006).
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3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da perfusdo regional intravenosa com anfotericina B em
membros locomotores de equinos acometidos por pitiose, combinada com a excisao
cirurgica.

Estudar a viabilidade e a eficacia da aplicacdao de anfotericina B por meio da
perfusao regional intravenosa nos membros dos equinos portadores de pitiose.

Determinar os efeitos adversos, locais e regionais, da administracdo da
anfotericina B, na perfuséo regional intravenosa nos membros dos equinos.

Avaliar a evolugéo da reparagao cicatricial de feridas de pitiose localizadas nos

membros de equinos apds perfusao regional intravenosa com anfotericina B.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 16 equinos, jovens e adultos, da raca pantaneira, com escore
corporal entre 2 e 3 (HENNEKE et al., 1983), que apresentavam ferida granulomatosa
devido a infecgdo por pitiose, em membro tordcico ou pélvico, distalmente as
articulagbes do cotovelo (Umero-radial e umero-ulnar) ou do joelho (femoro-tibial e
femoro-patelar), respectivamente, distribuidos em dois grupos experimentais. Um grupo
constituido de 12 equinos, machos (n=4) e fémeas (n=8), tratados por perfusao regional
intravenosa do membro com anfotericina B (Ganf), com idades entre quatro meses e
dez anos (média de idade de quatro anos) e pesos entre 80 e 350 kg (média de peso de
247 kg) e outro grupo constituido de quatro animais controles ndo tratados (Gc),
machos (n=2) e fémeas (n=2), com idades entre dois e 14 anos (média de idade de
nove anos) e pesos entre 200 e 450 kg (média de peso de 300 kg) (Apéndice 1). Os
animais foram selecionados na regidao do Pantanal Mato-Grossense (Apéndice 1),
permaneceram nas propriedades rurais de origem, alojados em piquetes individuais,
livres de areas alagadicas, mantidos em regime de alimentagdo a base de capim,

suplementacao mineral e 4gua ad libitum, durante todo o periodo experimental.
4.2 GRUPOS DE TRATAMENTOS
Grupo Perfusdo Regional Intravenosa com Anfotericina B (n=12; Ganf= exciséo

cirurgica + termocauterizagcdo + perfusdo regional intravenosa com anfotericina B):

representado pelos 12 animais em que realizou-se excisao cirurgica, termocauterizacao
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e administracdo de anfotericina B, pela técnica de perfusdo regional intravenosa do
membro.

Grupo Controle (n=4; Gc= excisdo cirargica + termocauterizagdo + perfusao
regional intravenosa com Ringer lactato): correspondendo aos quatro animais em que
se realizou excisao cirurgica, termocauterizagdo e administracao de Ringer lactato, pela

técnica de perfusado regional intravenosa do membro.
4.3 AVALIACAO CLINICA

No dia do experimento, os equinos foram contidos em tronco individual e
submetidos a exame clinico (FEITOSA, 2004). Avaliou-se a frequéncia cardiaca (FC;
batimentos/minuto) por auscultacao toracica, a frequéncia respiratéria (FR; movimentos
respiratérios/minuto) pela observacdo da movimentagao do gradil costal, o tempo de
preenchimento capilar (TPC; segundos) por compressao digital da gengiva, a motilidade
intestinal (classificada como normal, hipomotilidade ou hipermotilidade) por auscultagéo

abdominal e a temperatura retal (T; °C) por meio de termémetro clinico convencional.
4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.4.1 PRIMEIRA ETAPA

Os animais foram submetidos a jejum alimentar, doze horas antes do inicio do
experimento. Apds avaliagdo clinica, em ambos os grupos, colocou-se um cateter
intravenoso', 14G, na veia jugular dos equinos e foi realizada anestesia geral
intravenosa, mediante tranquilizagdo com acepromazina® 1%, na dose de 0,1 mg/kg, via
intravenosa e apds 5 minutos, a administragdo intravenosa de éter-gliceril-guaiacol®, na
dose de 100 mg/kg e inducdo/manutencdo anestésica com cetamina* 10% (2 mg/kg),

'BD Angiocath - Becton Dickinson Ind. Cirurg. Ltda, Juiz de Fora — MG, Brasil
2 Acepran — UNIVET S/A, Sao Pulo — SP, Brasil

® EGG - EHG Agrofarma, Mogi Mirim — SP, Brasil

* Vetaset — Fort Dodge, Campinas - SP, Brasil
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associada na mesma seringa, com midazolam® (0,1 mg/kg), via intravenosa. Doses
complementares de cetamina 10% (2 mg/kg) associada ao midazolam (0,1 mg/kQ)
foram realizadas, conforme necessario, para eliminar dor e movimentagdo durante o
procedimento experimental.

Apos a anestesia, os animais foram posicionados em decubito lateral, esquerdo
ou direito, de acordo com a localizacdo da ferida. Os membros sadios foram contidos
com auxilio de cordas e/ou travbes e 0 membro com a ferida de pitiose mantido em
posicao elevada em relacéo ao solo, para realizagcao do procedimento experimental.

Procedeu-se a limpeza da ferida e regides adjacentes com agua e sabao e
antissepsia com povidona-iodo® e &lcool” 70%. Na sequéncia, foi realizada hemostasia
preventiva, por meio de garroteamento do membro, com torniquete de borracha, na
regido proximal a ferida (em relagdo ao tronco) e excisao cirargica, com lamina de
bisturi® n° 23, do tecido de granulacdo exuberante e dos “kunkers”, evitando exposicdo
O0ssea ou penetracdo articular. Fragmentos cubicos de 1 cm foram colhidos,
mergulhados em solugao de formol a 10% e enviados para avaliacao histopatolédgica e
imuno-histoquimica. Na sequéncia, o torniquete foi lentamente afrouxado para que se

realizasse a hemostasia por termocauterizagao (Figura 1).

Figura 1. llustragdo de excisao cirargica do tecido de granulagdo exuberante e dos “kunkers”, evitando
exposicao éssea ou penetracao articular (A) e hemostasia por termocauterizagao (B).

® Dormire — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP, Brasil

6 Riodeine topico — Rioquimica Industria Farmacéutica Ltda, S&o Jose do Rio Preto — SP, Brasil
” Alcool 70 - Icarai do Brasil, Santa Rita do Passa Quatro — SP, Brasil

8 Lamina de Bisturi - Solidor, S&o Paulo — SP, Brasil
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Apo6s cinco minutos, destinados a reperfusdo sanguinea do membro, o garrote de
borracha foi reposicionado, padronizando-se duas voltas (360%) em torno do membro,
de maneira tensa. A aplicagédo do torniquete foi realizada pelo mesmo pesquisador, em
todos os animais deste estudo, para minimizar variagées. Apds tricotomia e antissepsia
com povidona-iodo, uma veia superficial engurgitada, localizada proximal a ferida e
distal ao torniquete, foi canulada, conforme o didmetro, com cateter intravenoso,
nameros 20, 22 ou 24 G. De acordo com a localizacao das feridas, as veias ou seus
ramos cateterizados foram, no membro toracico, cefalica e digital palmar comum e, no
membro pélvico, safena, digital plantar comum e digital dorsal comum.

Apds implantagcdo do cateter, administrou-se, no Ganf, 60 mL da solugdo de
anfotericina B® (0,83 mg/mL), composta por 50 mg de anfotericina B (10 mL de
diluente), diluida em 50 mL de solugdo de Ringer lactato'® e no Gc, 60 mL de solugéo
de Ringer lactato. O volume total foi administrado manualmente, padronizando-se o
tempo de infusdo em cinco minutos, com auxilio de seringa de 60 mL"" e extensor de
cateter (escalpe'® 21). A infusdo das solucdes foi realizada pelo mesmo pesquisador,
em todos os animais deste estudo, para minimizar variagbes. O garroteamento, em
ambos 0s grupos, foi mantido por 40 minutos apds a administragdo das solucoes
(Figura 2), perfazendo um total de tempo de garroteamento de 45 minutos.

® Anfotericin B - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP, Brasil
'®Ringer com Lactato — HalexIstar Industria farmacéutica Ltda, Goiania — GO, Brasil

" Seringa BD 60mL - Becton Dickinson Ind. Cirurg. Ltda, Juiz de Fora — MG, Brasil
'2BD Asepto - Becton Dickinson Ind. Cirurg. Ltda, Juiz de Fora — MG, Brasil
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Figura 2. llustragao da técnica de perfuséo regional intravenosa do membro em equinos do grupo tratado
com anfotericina B. Notar em A e B, administragdes manuais da solugdo de anfotericina B, com
auxilio de seringa de 60 mL e extensor de cateter (escalpe 21). Observar posicionamento dos
cateteres intravenosos (setas vermelhas), nas veias safena (em A) e digital palmar comum (em
B), localizados proximais as feridas e distais aos torniquetes de borracha.

O cateter foi retirado 10 minutos apds a remogao do torniquete e exerceu-se
pressdo manual sobre a veia canulada, durante 10 minutos, para hemostasia.

Apods este procedimento, foi realizada bandagem com algodao’ e ataduras'* na
ferida, as quais eram substituidas a cada 3 ou 4 dias, sendo o curativo tépico realizado
apenas com povidona-iodo.

Apés recuperacao anestésica, todos os animais receberam dose Unica de anti-

inflamatério (fenilbutazona'®, 4 mg/kg, via intravenosa).
4.4.2 SEGUNDA ETAPA

No Ganf, nos casos em que “kunkers” ou tecido de granulacdo exuberante de
coloragao vermelho-escura ou preta foram observados, nos dias subsequentes ao
procedimento experimental, considerou-se necessaria a realiza¢ao, com intervalo de 14

dias, de uma reaplicacdo de anfotericina B, pela técnica de perfusédo regional

'3 Algodao Hidréfilo - Cremer, Blumenau — SC, Brasil
'* Ataduras de Crepon - Cremer, Blumenau — SC, Brasil
1> Equipalazone — Marcolab, S&o Paulo — SP, Brasil
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intravenosa do membro, sob anestesia geral intravenosa, repetindo-se o0s
procedimentos previamente descritos.

No Gc, nao sendo observada remissao da infecgao pelo Pythium insidiosum, os
animais receberam, apds 21 dias do procedimento cirurgico, 67 mg/kg de iodeto de
potassio (THOMASSIAN, 2005), via oral, diariamente, até que fossem verificadas
auséncia de tecido de granulacdo exuberante, secrecdo serossanguinolenta e
“kunkers”. Associado ao tratamento sistémico, resseccao e termocauterizacdo foram
repetidas, semanalmente, com intuito de remover o tecido de granulagdo exuberante e
os “kunkers”. Curativos diarios, com povidona-iodo toépico e bandagens compressivas,
foram realizados para minimizar a granulagdo exuberante e auxiliar a cicatrizagdo da

ferida.
4.5 AVALIA(;AO HISTOPATOLOGICA

A avaliacao histopatologica foi realizada no Laboratério de Patologia Veterinaria
da Universidade de Cuiaba (LPV-UNIC).

Foi realizada bidpsia para confirmacao do diagnéstico em cada uma das feridas,
nos membros dos equinos. As bidpsias contendo “kunkers” (1x1x1 cm), destinados a
avaliacdo histopatologica, foram fixados em solucdo de formol neutro a 10% e,
posteriormente, clivados, processados rotineiramente e incluidos em parafina.

Dessa forma, apds fixacdo e clivagem, o material foi desidratado em
concentragdes crescentes de alcool etilico. Em seguida, foram submetidos a
diafanizacao pelo xilol e embebicdo em parafina liquida a 59 °C. Dos fragmentos
incluidos em blocos de parafina, foram realizados cortes de 5 um de espessura, com
auxilio de micrétomo rotativo'®. Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina (HE)
e Prata Metenamina de Grocott (GMS - Grocott’s methenamine silver) (LEAL et al.,
2001a; SALLIS et al., 2003; PEDROSO et al., 2009). As laminas coradas foram

'® Modelo RM2125, Leica Microsystems, Sao Paulo — SP, Brasil
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analisadas em microscopia de luz'” e fotografadas com camera fotogréfica digital'
acoplada ao microscépio.

4.6 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

O método imuno-histoquimico foi realizado no Laboratério de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Mato Grosso (LPV-UFMT).

Os materiais de biépsia contendo “kunkers” (1x1x1 cm), destinados a imuno-
histoquimica, foram imersos em solugdo de formol neutro a 10%, por um a dois dias,
clivados, processados rotineiramente e incluidos em parafina. Cortes histologicos de 5
um de espessura foram obtidos com auxilio de micrétomo rotativo. Os cortes
histolégicos foram montados nas laminas, previamente tratadas com solucdo de
gelatina 0,3% e aderidos a estas por meio do calor (60 °C), durante 24 horas, ap6s o
que as laminas foram submetidas a imuno-histoquimica. Utilizou-se o método
streptavidina-biotina marcada'® (LSAB), de acordo com BROWN et al. (1988) e
GIMENO et al. (1999).

A desparafinizagdo dos cortes foi realizada em estufa a 60° C, durante 30
minutos. Na sequéncia, os cortes foram hidratados em solugcées de xilol | e I,
permanecendo dez minutos em cada solucdo e com passagens sucessivas, a cada dois
minutos, em alcool 100%, 90%, 80% e 70% e, posteriormente, foram lavados em agua
destilada por dez vezes. Foi realizado o bloqueio da peroxidase endbégena pela
incubacao das laminas com peroxido de hidrogénio a 3%, em agua destilada, durante
15 minutos, a temperatura ambiente e, as amostras foram, novamente, lavadas em
agua destilada. O bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado incubando-se os
cortes com leite em pd desnatado a 5%, diluido em solugdo tampao de fosfato (PBS),
durante 15 minutos. A recuperagcao antigénica foi realizada com solucao tampao de
citrato de sédio a 10 mM, com pH 6,0, mediante calor (micro-ondas, poténcia maxima),

'” Nikon Eclipse E200, Nikon Instruments Inc., Japao
'® Samsung Super Vision SVIII, Samsung, Coreia
"9 Large volume DAKO LSAB 2 - Kit Peroxidase Universal K675, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA
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por dois minutos, adicionando, conforme necessario, solugcdo tampao (citrato de sddio
ou PBS) para evitar a evaporagdo. Apds cinco minutos, destinados a resfriacdo da
amostra, nova lavagem em agua destilada foi realizada. A incubagdo com o anticorpo
primdrio policlonal anti- Pythium insidiosum produzido em coelho (cedido a Universidade
Federal do Mato Grosso — UFMT, produzido pelo Laboratoério de Pesquisas Micoldgicas
— LAPEMI da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM) foi realizada na diluicao de
1:100, em solugdo tampéao (PBS), mantida por 1 hora, a 37 °C, em estufa e, nova
lavagem com agua destilada foi realizada. Apds este procedimento, incubou-se o
complexo streptavidina-biotina (LSAB) com o anticorpo secundario biotinilado universal
durante 20 minutos, em temperatura ambiente, seguido pela lavagem com tampao TBS
(solucdo TRIS salina tamponada) e incubagdo pela streptavidina, também, por 20
minutos, em temperatura ambiente e lavagem com agua destilada. A revelacdo da
reacdo foi feita com o cromégeno diaminobenzidina®® (DAB), durante 5 a 10 minutos,
seguido de lavagem em agua destilada. A contra-coloragéao dos cortes foi realizada com
hematoxilina de Harris, com permanéncia de um minuto. As laminas foram lavadas em
agua corrente e passaram por desidratagdes sucessivas, a cada um minuto, em banhos
de alcool 70%, 80%, 90% e 100% e solugdes de xilol lll e IV. A montagem das Iaminas
foi realizada com balsamo do Canadad®'. O protocolo para a imuno-histoquimica
utilizada neste trabalho foi adaptado de GIMENO et al. (1999).

As laminas coradas foram analisadas em microscopia de luz e fotografadas em
camera fotografica digital acoplada ao microscopio.

O anticorpo primario foi produzido em coelho por meio de uma Unica inoculagao
de 20.000 zodésporos de Pythium insidiosum, via subcutanea, sem a utilizacao de
adjuvantes. Coletas de sangue a cada 14 dias foram realizadas e a quantificacdo dos
anticorpos foi feita pela técnica de Elisa. O soro utilizado corresponde a coleta no 45°
dia, o qual apresentou uma densidade ética (DO) de 0,281. A DO considerada positiva
para coelhos é de 0,105 (PEDROSO et al., 2009).

%0 peroxidase substrate - Kit DAB K3466, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA
1 Balsamo do Canada — Labsynth, Diadema, SP, Brasil
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4.7 AVALIACAO DAS FERIDAS

As feridas foram fotografadas e avaliadas antes do inicio do procedimento
experimental, quanto & localizagdo anatémica, dimensées (cm?), tempo de evolugéo e
macroscopia da lesao.

As feridas foram consideradas como pequenas, quando sua area atingia até 25
cm?e como feridas grandes quando sua &rea ultrapassava 25 cm? .

Durante o periodo de avaliacdo, foi realizado o exame da locomocao,
observando-se presenca de ferida no local de infusdo das solucdes, aumento de
volume, sensibilidade a palpacdo do membro afetado e claudicagao ao passo, a qual foi

classificada em: severa (++), discreta (+) e ausente (-).
4.7.1 CLASSIFICACAO MACROSCOPICA DAS FERIDAS

As feridas foram classificadas conforme o seguinte critério:

Ferida tipo 1: a lesdo constitui-se de tecido de granulacdo exuberante, com
ulceragdes cutaneas extensas, com superficie de aspecto nodular, que drena exsudato
serossanguinolento viscoso, geralmente acompanhada por grande aumento de volume
local. Ao corte, a coloracédo das superficies € esbranquicada, a consisténcia firme, com
presenca de fistulas que se comunicam com cavidades, as quais contém concrecoes
branco-amareladas, de consisténcia firme, com aspecto de coral (“kunkers”), quase
sempre envoltas por exsudato purulento.

Ferida tipo 2: a lesdo constitui-se de tecido de granulagdo nao exuberante, de
coloracao résea-amarelada, com presenca de tecido necrético e auséncia de secrecao
serossanguinolenta ou “kunkers”.

Ferida tipo 3: evidencia-se linha de epitelizagdo nas margens da lesdo, a qual
constitui-se de tecido de granulagdo rosado, plano, com auséncia de secre¢des ou
“kunkers”.

Ferida tipo 4: evidencia-se epitelizacdo parcial da lesdo, a qual constitui-se de

tecido de granulacao rosado, plano, com auséncia de secregdes ou “kunkers”.
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Ferida tipo 5: Ferida cicatrizada. Evidencia-se epitelizagdo completa, com pelos
na regido da lesdo.

Ferida tipo R: Ferida recidivante. Evidencia-se tecido de granulagdo exuberante
de coloragao vermelho escura ou preta, com presenga de secre¢cao serossanguinolenta

e “kunkers”.
4.7.2 INTERVALO ENTRE AS AVALIAQOES

As feridas foram fotografadas e avaliadas imediatamente antes do inicio do
procedimento experimental (DO) e aos sete (D7), catorze (D14), vinte e um (D21), vinte
e oito (D28), trinta e cinco (D35) e sessenta (D60) dias apds o procedimento
experimental inicial (DO).

4.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos na fase experimental foram avaliados nos diferentes tempos e
apresentados de maneira descritiva, por meio de texto, tabelas e figuras, descrevendo-
se as variaveis qualitativas e quantitativas, em forma de freqléncias (absolutas e
relativas) e percentuais de animais que apresentavam determinada caracteristica, em
determinado tempo, para cada item avaliado nos grupos perfusao regional intravenosa
com anfotericina B (Ganf) e controle (Gc).
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5. RESULTADOS

5.1 ANIMAIS

Em ambos os grupos, os equinos com pitiose, no dia 0 (D0), evidenciavam
condicOes corporais de animais muito magros e magros (escore corporal entre 2 e 3).
No grupo tratado por perfuséo regional intravenosa com anfotericina B (Ganf), todos os
animais, no D60, apresentavam condi¢gbes corporais classificadas como moderadas
(escore corporal 5) (Figura 3), enquanto no grupo controle (Gc) o escore corporal dos
animais foi mantido entre 2 e 3.

Todos os animais possuiam histéricos de insucesso nos tratamentos adotados,
seja por excisao do tecido de granulagdo exuberante e cauterizacdo com ferro
incandescente ou por aplicacdo de produtos causticos, como o acido sulfurico (solucéao
de bateria) ou mesmo com outros produtos como grafite, zinco e 6xido de manganés
(pilha seca).
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Figura 3. llustracao do progresso da condicao corporal de equinos do grupo tratado com anfotericina B,
aplicada pela técnica de perfusédo regional intravenosa do membro (Ganf), entre a primeira
(DO) e a ultima (D60) avaliagdo. Notar em A, C e E (D0) animais com condi¢des corporais
entre 2 e 3 (muito magros e magros) e, em B, D e F (D60) animais com condigdes corporais 5

(moderados).
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5.2 AVALIAGAO CLINICA

Os animais de ambos os grupos apresentaram frequéncias cardiaca (FC entre 28
a 40 batimentos/minuto) e respiratéria (FR entre 8 e 16 movimentos
respiratérios/minuto), tempo de preenchimento capilar (TPC entre 1 e 2 segundos),
motilidade intestinal (normal) e temperatura (T entre 37,2 e 38,9 °C) dentro dos valores
considerados fisiolégicos para a espécie equina (FEITOSA, 2004), o que permitiu que

fossem submetidos aos procedimentos anestésico e cirurgico.
5.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A andlise das alteragdes por meio da técnica histoquimica de HE revelou, em
todos os animais, areas necroticas eosinofilicas extensas (“kunkers”) e multifocais, na
derme superficial e profunda, contendo imagens negativas de estruturas tubuliformes,
septadas e com ramificacées em angulo reto (“pseudo-hifas”). Associada as “pseudo-
hifas”, notou-se infiltrado inflamatério difuso e intenso, principalmente na periferia dos
“kunkers”, predominando eosindfilos e, também, infiltrado neutrofilico e mononuclear
moderado (macréfagos, linfécitos, plasmacitos e raras células gigantes de Langerhans)
(Figura 4). Havia tecido de granulagdo exuberante, com proliferacao de fibroblastos,
fiboras colagenas e neovascularizacdo acentuada. As ulceracbes na epiderme
apresentavam infiltrado neutrofilico moderado a intenso e, por vezes, colénias
bacterianas basofilicas superficiais.

Por meio da técnica histoquimica de coloracao pela prata (GMS), nas areas de
necrose, visualizou-se grande quantidade de “pseudo-hifas” longas, esparsamente
septadas, de contornos irregulares e bem delimitados, seccionadas longitudinal e
transversalmente, coradas em preto ou marrom-escuro, tendendo a formar angulos
retos, localizadas principalmente na periferia dos “kunkers”, caracteristicas de Pythium
insidiosum (Figura 5). O diagnéstico histopatoldgico foi de dermatite piogranulomatosa,
focal extensa, acentuada, associada a “pseudo-hifas” caracteristicas de Pythium
insidiosum (pitiose cutanea), nos 16 animais desta pesquisa.
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Figura 4. Fotomicrografias mostrando tecido de granulacdo e “kunkers” das feridas de pitiose nos
membros dos equinos. Notar em A, area eosinofilica necrética extensa - “kunkers” (K) e
infiltrado inflamatério (setas amarelas) difuso e intenso (HE, objetiva 10x). Notar em B,
infiltrado inflamatdrio (seta amarela) e imagens negativas de “pseudo-hifas” (seta preta) na
area de necrose (HE, objetiva 40x) e, em C e D, imagens negativas de “pseudo-hifas” (seta
preta) na area de necrose (HE, objetiva 40x).
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Figura 5. Fotomicrografias mostrando tecido de granulacdo e “kunkers” das feridas de pitiose nos
membros dos equinos. Em A observam-se “pseudo-hifas”, coradas em preto ou marrom-
escuro (GMS, objetiva 10x). Notar em B (GMS, objetiva 10x) e C (GMS, objetiva 40x) a
localizagdo das “pseudo-hifas” na periferia dos “kunkers” (setas pretas) e, em C e D (GMS,
objetiva 40x), a tendéncia das “pseudo-hifas” em formar angulos retos (setas brancas), com
caracteristicas morfoldgicas de Pythium insidiosum.
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5.4. TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram utilizados 16 animais (12 do Ganf e quatro do Gc) com diagnéstico de
pitiose confirmado pela imunomarcagdo positiva (LSAB) para Pythium insidiosum,

caracterizada pela visualizagdo de estruturas ramificadas e septadas (Figura 6).

Figura 6. Fotomicrografia mostrando tecido de granulacdo e “kunkers” extraidos das feridas de pitiose
nos membros dos equinos, corados pelo método da imuno-histoquimica para Pythium
insidiosum. Notar imunomarcacgao positiva (LSAB) para Pythium insidiosum (setas brancas) em
A (objetiva 4x), B (objetiva 10x), C e D (objetiva 40x).
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5.5 AVALIACAO DAS FERIDAS

5.5.1. Tempo de evolucdo, dimensao (cm?) e localizacdo anatémica da leséo

Neste estudo pode ser observado que o tempo de evolugdo apresentado pelas
feridas pequenas foi de uma a duas semanas (média de 1,5 semanas) enquanto para
as feridas grandes o tempo de evolucao foi de um a seis meses (média de 2,6 meses).

Seis potros foram submetidos ao tratamento com anfotericina B (Ganf), sendo
que quatro possuiam feridas grandes (33%) e, outros dois, feridas pequenas (17%).
Completou-se o grupo com seis equinos adultos, sendo que quatro apresentavam
feridas grandes (33%) e, outros dois, feridas pequenas (17%). Assim, o grupo tratado
por perfusdo regional intravenosa com anfotericina B constituiu-se de 12 animais, sendo
que oito possuiam feridas grandes (66%) e quatro apresentavam feridas pequenas
(34%) (Tabela 1).

Os trés equinos adultos e um potro do grupo controle (Gc) apresentavam feridas
grandes (100%), perfazendo um total de cinco feridas, pois um animal apresentava

feridas em ambos os membros toracicos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores referentes ao nimero e porcentagem (%) de equinos que apresentavam feridas
grandes (> 25 cm?) e feridas pequenas (< 25 cmz), submetidos a técnica de perfuso regional
intravenosa do membro com anfotericina B (Ganf) e de equinos do grupo controle (Gc).

GRUPOS FERIDA GRANDE (> 25 cm®) FERIDA PEQUENA (< 25 cm®)
Potro Adulto Total Potro Adulto Total
Ganf 4 (33%) 4(33%) 8(66%) 2(17%) 2(17%) 4 (34%)
Gc 1(20%) 4 (80%) 5 (100%) 0 0 0

Cinco animais (42%) do Ganf apresentavam feridas no metacarpo ou metatarso
(canela), sendo que em dois animais a lesédo estava localizada, também, na articulagao
metacarpo-/metatarso-falangiana (boleto); em trés animais (25%) a ferida estava sobre
as falanges proximal e média (quartela), sendo que em um animal havia o envolvimento
da articulagcdo metatarso-falangiana (boleto); em trés animais (25%) a localizagcado da

lesdo era sobre o tarso (jarrete) e em um animal (8%) a ferida localizava-se no radio
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(braco). Dentre essas feridas, seis (50%) estavam distribuidas nos membros toracicos e
seis (50%) nos membros pélvicos (Tabela 2).

No Gc, trés animais (75%) apresentavam as feridas sobre o metacarpo (canela),
sendo que um desses apresentava feridas em ambos 0s membros toracicos e, outro
animal (25%), apresentava ferida sobre as falanges proximal e média (quartela). Dentre
essas feridas, quatro se desenvolveram nos membros toracicos (80%) e uma abrangia

o0 membro pélvico (20%) (Tabela 2).

Tabela 2. Discriminagao da localizagado anatémica, tempo de evolugcado e dimensdes da ferida (cm2) na
primeira avaliacdo (D0) dos equinos submetidos a técnica de perfusao regional intravenosa do
membro com anfotericina B (Ganf) e nos equinos do grupo controle (Gc). Sdo apresentados os
animais que necessitaram de reaplicacdo do fa&rmaco no 14° dia (D14).

ANIMAL LOCALIZACAO TEMPO DE DIMENSOES DA REAPLICACAO
ANATOMICA EVOLUCAO FERIDA NO DO (cmz) D14
Ganf1 Mcd 2 meses 150 Nao
Ganf 2 Mce 3 meses 300 Nao
Ganf 3 Mce e AMcFe 2 meses 450 Sim
Ganf 4 Mcd 1 més 80 Sim
Ganf 5 Rpd 1 semana 25 Nao
Ganf 6 Mce 1 semana 25 Nao
Ganf 7 ATe 2 semanas 25 Nao
Ganf 8 ATe 2 meses 120 Sim
Ganf 9 Mte e AMtFe 6 meses 320 Sim
Ganf 10 F1pe e F2pe 2 meses 150 Nao
Ganf 11 AMtFe e Fipe e F2pe 1 més 425 Sim
Ganf 12 ATd 2 semanas 4 Nao
Gc1 Mcd 6 meses 120 -
Gc2 Mcd 2 meses 120 -
Gc3 F1pe e F2pe 2 meses 150 -
Gcd Mcd e Mce 2 meses 100 -

Legenda: Mcd- metacarpo do membro toracico direito; Mce- metacarpo do membro toracico esquerdo;
AMcFe- articulagdo metacarpo-falangiana do membro toracico esquerdo; Rpd- radio proximal
do membro toracico direito; ATe- articulagcdo tarsica do membro pélvico esquerdo; Mte-
metatarso do membro pélvico esquerdo; AMtFe- articulagdo metatarso-falangiana do membro
pélvico esquerdo; F1pe- primeira falange do membro pélvico esquerdo; F2pe- segunda falange
do membro pélvico esquerdo; ATd- articulagao tarsica do membro pélvico direito.

5.5.2 Macroscopia da lesao

No exame clinico inicial (D0), constatou-se, em todos os animais, sinais de
prurido na regido afetada, caracterizado por auto-mutilagédo, evidenciada por mordidas

ou pelo atrito, da area com a lesao, contra obstaculos.
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Os animais, em ambos os grupos, no DO, apresentavam feridas tipo 1. Em todos
0S casos, a evolugéo da ferida, descrita pelos proprietarios, foi rapida, sendo que, em
torno de 15 a 20 dias, as lesdes atingiam grande tamanho. Todas as feridas, embora
fossem granulomatosas e com secre¢ao abundante, ndo apresentavam miiase.

Foi verificado que as quatro feridas pequenas (33%) e trés feridas grandes (25%)
regrediram apos serem submetidas a administragcdo Unica de anfotericina B, pela
técnica de perfusdo regional intravenosa do membro, evoluindo para feridas tipo 2 no
D7, feridas tipo 3 no D14 e D21, feridas tipo 4 no D28 e feridas tipo 5 no D35
(Apéndices 2 e 3; Figura 7).

Cinco feridas grandes (42%) exigiram duas administracdes de anfotericina B,
pela técnica de perfusdo regional intravenosa do membro. Nestes casos, no D7, as
feridas foram classificadas como tipo 2, sendo que, em uma pequena area ou em
alguns pontos havia tecido de granulagao de coloragdo vermelha-escura ou preta, com
secrecao serossanguinolenta e “kunkers”. Entretanto, nesse momento, nao foi possivel
repetir a perfusdo regional intravenosa, pois havia edema da primeira aplicagdo, o que
dificultava a localizagao da veia a ser canulada.

No 14° dia (D14), a ferida ainda apresentava uma pequena area ou alguns
pontos com tecido de granulagdo vermelho-escuro ou preto, com secrecédo
serossanguinolenta e “kunkers”, porém, sem edema do membro, permitindo a
realizagdo da reaplicacdo de anfotericina B. Nas demais regides destas feridas, era
visivel a linha de epitelizagcdo em suas margens, tecido de granulacdo plano e de
coloracédo résea, com auséncia de secre¢des ou “kunkers” (ferida tipo 3).

Aos sete e 14 dias apds a readministracdo de anfotericina B pela perfusao
regional intravenosa (D21 e D28) eram evidenciadas feridas tipo 3 e, com 21 dias da
segunda administragcéo, que correspondeu a 35 dias desde a primeira aplicacao (D35),
as feridas foram classificadas como tipo 4. No D60, as feridas foram classificadas como
tipo 5 (Apéndices 2 e 3; Figura 8).
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Figura 7. llustracdo da evolugdo da cicatrizagdo de feridas de pitiose de eqliinos tratados com aplicagao
Unica de anfotericina B, pela técnica de perfusao regional intravenosa do membro (Ganf), no
primeiro dia (DO) e nos dias 7, 14, 21, 28, 35 e 60 do periodo p6s-operatorio (D7, D14, D21,
D28, D35 e D60). Notar ferida tipo 1 em A, ferida tipo 2 em B, ferida tipo 3 em C e D, ferida tipo
4 em E e ferida tipo 5 em F e G (seta vermelha — linha de epitelizacdo; seta azul — tecido
epitelizado). Em H observa-se reducdo do aumento de volume, do membro toracico esquerdo,
apés cicatrizacado da ferida (circulo vermelho).
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Figura 8. llustracdo da evolugédo da cicatrizacdo de feridas de pitiose de eqlinos tratados com duas
aplicagdes de anfotericina B, pela técnica de perfusao regional intravenosa do membro (Ganf),
no primeiro dia (DO) e nos dias 7, 14, 21, 28, 35 e 60 do periodo pds-operatério (D7, D14, D21,
D28, D35 e D60), com a necessidade de uma reaplicagao. Notar ferida tipo 1 em A, ferida tipo
2 em B, ferida tipo 3 em C, D, E e F, ferida tipo 4 em G e ferida tipo 5 em H (seta vermelha —
linha de epitelizagao; seta azul — tecido epitelizado). Observar em C, a presenca de area
vermelha-escura na ferida (seta preta), caracterizando a necessidade de reaplicacdo do

farmaco.
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5.5.3 Avaliacao do aparelho locomotor

Todos os animais (100%), em ambos 0s grupos, apresentavam, antes do
tratamento (D0), aumento de volume dos membros afetados, mais acentuado nas areas
adjacentes as feridas granulomatosas com exsudato serossanguinolento, os quais
foram reduzidos, ap6s a aplicacdo de anfotericina B (Ganf), para lesdo minima ou
imperceptivel, no 60° dia do periodo pds-operatdrio (D60).

A administracdo de anfotericina B pela técnica de perfusao regional intravenosa
produziu alteracées vasculares no membro, evidenciada por aumento de volume, dor a
palpacao e lesdes cutdneas. No Ganf, quatro animais (33%) apresentaram ulceracao no
local de administracdo da anfotericina B e cinco animais (42%) apresentaram aumento
de volume do membro e dor a palpacao da regiao perfundida pela anfotericina B. As
ulceragbes cutaneas cicatrizaram e o aumento de volume e dor a palpacao melhoraram
progressivamente e, apdés 14 dias da aplicagdo (D14) ou 28 dias nos casos de
reaplicacdo (D28), havia remissdo total dessas alteragcbes. No Gc nao foram
evidenciadas alteracées no aparelho locomotor decorrentes da perfusdo regional
intravenosa com Ringer lactato.

No Ganf, 100% dos animais apresentavam, ao passo, claudicagao severa no DO;
83% apresentavam claudicagao discreta e 17% nao apresentavam claudicacédo no D7,
58% apresentavam claudicagao discreta e 42% néo apresentavam claudicacéo no D14;
8% apresentavam claudicacao discreta e 92% nao apresentavam claudicacdo no D21.
No GNT 100% dos animais apresentaram, ao passo, claudicacao severa do DO ao D21
(Tabela 3; Apéndices 5).

Tabela 3. Valores referentes ao numero e porcentagem (%) de equinos, conforme escala pré-
estabelecida, que apresentavam claudica¢do ao passo, nos dias 0, 7, 14 e 21 pds-operatorios,

dos animais tratados com anfotericina B, aplicada pela técnica de perfusdo regional
intravenosa do membro (Ganf) e controles (Gc).

GRUPO DO D7 D14 D21
ESCALA ++ + - ++ + - ++ + - ++ + -
Ganf 12 0 0 0 10 2 0 7 5 0 1 11
% 100 0 0 0 83 17 0 58 42 0 8 92
Gc 4 0 0 4 0 0 4 0 0 4 0 0
% 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

Legenda: ++: claudicacao severa; +: claudicagao discreta; -: auséncia de claudicagao.
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5.6 OBSERVACOES COMPLEMENTARES

5.6.1 Avaliacdo da técnica de perfusao regional intravenosa com

anfotericina B no tratamento de pitiose em membro de equinos

Cinco animais (trés equinos adultos e dois potros) necessitaram de uma
readministracdo de anfotericina B, mediante utilizagdo da técnica de perfusdo regional
intravenosa do membro (42% dos animais), sendo que todos apresentavam feridas
grandes (62,5% dos equinos com feridas grandes). Sete animais (58% dos equinos)
receberam administracdo Unica de Anfotericina B, por meio da técnica de perfusao
regional intravenosa do membro, sendo que trés animais apresentavam feridas grandes
(37,5% dos equinos com feridas grandes) e quatro feridas pequenas (100% dos animais

com feridas pequenas) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores referentes ao nimero e porcentagem (%) de equinos, com feridas grandes (> 25 cm2)
e pequenas (< 25 cm?), que necessitaram de administragdo Unica ou uma administracao e,
apés 14 dias, uma reaplicacdo de anfotericina B, pela técnica de perfusdo regional
intravenosa do membro (Ganf).

N° DE ADMINISTRACOES  FERIDA GRANDE FERIDA PEQUENA TOTAL
(> 25 cm?) (< 25 cm?)

1 3 (25%) 4 (33%) 7 (58%)

2 5 (42%) 0 5 (42%)

Todos os equinos do Gc (quatro animais — 100%) apresentaram recrudescéncia
da afeccéo, ja observada no D7, caracterizada por feridas tipo R (recidivante). No Gc,
nao houve regressao e cicatrizacao das feridas até o D21 (Apéndice 4). Ap6s o0 212 dia,
0s animais do grupo controle foram submetidos a remocdo cirdrgica e
termocauterizacdo do tecido de granulacao exuberante e “kunkers”, associada ao
tratamento sistémico com iodeto de potéssio, diario, via oral, até que sinais de
cicatrizagdo das feridas fossem notados. Foram necessarios, em média, 30 dias de
tratamento sistémico, associado a excisdes cirlgicas e termocauterizagdes semanais,
além de curativos diarios com povidona-iodo topico e bandagens compressivas para
que a infeccado pelo Pythium insidiosum fosse contida e as feridas iniciassem o
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processo cicatricial.

Todos os equinos tratados pela técnica de perfusdo regional intravenosa do
membro com anfotericina B (Ganf), apds excisdo cirdrgica e termocauterizacao,
apresentaram completa cicatrizacdo das feridas (Figura 9), exceto um animal que
apresentou evolugcdo na cicatrizacdo da ferida, mas, clinicamente, apresentou
inapeténcia, emagrecimento progressivo, anemia e leucocitose com neutrofilia e veio a
Obito 45 dias apds o inicio do tratamento. Na necropsia foram coletados “kunkers” no
figado, pulmdo e linfonodos mediastinicos, sendo confirmado, ao exame
histopatologico, tratar-se de pitiose sistémica. Foi realizada maceragdo do 0sso
metacarpico, onde a ferida cutdnea se localizava e verificou-se envolvimento ésseo,
representado por proliferacdo 0ssea (exostose) e osteomielite, devido a infeccao por

pitiose.

5.6.2 Avaliacao do tempo de garroteamento com torniquete

O tempo de garroteamento de 45 minutos foi considerado adequado para tratar
feridas de pitiose, por meio da técnica de perfusdo regional intravenosa do membro,
independente do tamanho ou peso do animal ou localizagdo da ferida. Nao foram
observadas alteracdes locais, regionais ou sistémicas devido ao tempo de

garroteamento e ao material usado no garroteamento (compressédo) do membro.

5.6.3 Avaliacao da dose de anfotericina B

A dose de 50 mg de anfotericina B, diluida em 50 mL de Ringer lactato foi
adequada para tratar feridas de pitiose, por meio da técnica de perfusdo regional
intravenosa do membro, independente do tamanho ou peso do animal ou localizacdo da

ferida.
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Figura 9. llustragdo da evolugao da cicatrizagao (setas azuis) de feridas de pitiose de equinos tratados
com anfotericina B, aplicada pela técnica de perfusao regional intravenosa do membro (Ganf),

na primeira avaliagao (D0) e no ultimo dia (D60) do periodo pds-operatorio.
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6. DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido em equinos com feridas granulomatosas de
aparéncia sugestiva de pitiose, criados em areas urbanas e rurais das cidades de
Cuiaba, Varzea Grande, Santo Antonio de Leverger e Poconé — MT, com
consentimento, por meio de autorizacdo por escrito, dos proprietarios dos animais. O
protocolo de tratamento foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa € bem-estar
animal da Universidade de Cuiaba - UNIC, protocolo n° 0307-177.

Foram empregados animais adultos e jovens, machos e fémeas, com feridas
suspeitas de pitiose, de localizagdo em membro toracico ou pélvico, esquerdo ou
direito, em posicao distal as articulagées do cotovelo e joelho, de forma que houvesse
espaco suficiente para posicionamento do torniquete e que favorecesse a canulagao de
uma veia distal a este, 0 mais proximo possivel da ferida a ser perfundida. Com a
perfusao regional intravenosa do membro, buscou-se obter uma concentragdo elevada
do farmaco antimicético (anfotericina B) no local e nos tecidos circunvizinhos as lesées,
conforme descrito por PILLE et al. (2005). Deve-se destacar que, além da exérese
cirurgica, nenhum outro farmaco antimicotico foi administrado concomitantemente, seja
por via sistémica ou localmente.

Todos os animais desse estudo possuiam historico de habitarem pastos com
areas alagadicas, ambiente considerado como predisponente para que ocorra a
infeccao pelo Pythium insidiosum. Sabe-se que a enfermidade causada por este
“pseudo-fungo” quase que invariavelmente esta localizada nos apéndices locomotores
ou nas partes baixas do corpo que entram em contato com o material vegetal
submerso, contaminado pelo “pseudo-fungo”, sendo os membros de equinos, a regiao

anatémica mais frequentemente acometida, pois ao adentrar os alagados para beber
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agua ou se alimentar de capim, na época chuvosa, no Pantanal Mato-Grossense, os
animais adquirem a doenca (MENDOZA et al., 1993; SANTURIO et al., 2004).

O histérico, a caracterizagdo clinica macroscépica e histopatolégica da ferida
encontrados nos animais deste estudo, apresentavam semelhangas com os estudos
envolvendo a pitiose equina descritos por BRIDGES & EMMONS (1961), MILLER &
CAMPBELL (1982), CARVALHO et al. (1984), MENDOZA et al. (1996) e REIS JR &
NOGUEIRA (2002).

Ap6s a andlise dos tecidos colhidos das feridas suspeitas de pitiose,
encontravam-se areas de necrose com estruturas cilindricas filamentosas (“pseudo-
hifas”), de coloracao verde-escura, com paredes espessadas, com septos ramificados
em angulo reto para a direita, com 2,5 a 8,5 ym de didmetro, localizados nas margens
de uma massa granulomatosa eosinofilica, evidenciados por métodos histoquimicos
com coloracao argéntica, que se constituiam evidéncias histolégicas fortes da presenca
da pitiose (MILLER & CAMPBELL, 1984; MENDOZA et al., 1996; HEADLEY &
ARRUDA, 2004). Deve-se ressaltar que, em estudo recente, 17% dos casos de
diagnostico histopatolégico prévio de pitiose, pela coloragdo a base de prata, foram
considerados negativos apds pesquisa do Pythium insidiosum por imuno-histoquimica
(REIS JR & NOGUEIRA, 2002; HEADLEY & ARRUDA, 2004).

A basidiobolomicose e conidiobolomicose sdo granulomas cutaneos micoéticos
causados, respectivamente, por Basidiobolus haptosporus e Conidiobolus coronatus,
facilmente confundidos com a pitiose (MILLER & CAMPBELL, 1984). Sendo assim,
neste estudo, a adogao da técnica de imuno-histoquimica assegurou que apenas casos
positivos para Pythium insidiosum participassem da experimentacdo, pois de acordo
com REIS JR & NOGUEIRA (2002), a técnica de imunoperoxidase apresenta maior
especificidade para a deteccado do Pythium insidiosum em comparagcao com a coloragao
pela prata (GMS), corroborando com BROWN et al. (1988). A probabilidade de falso
positivo por imuno-histoquimica € pequena, uma vez que as “pseudo-hifas” apresentam
moléculas antigénicas com epitopos especificos do reino Stramenopila, nao
encontradas nas hifas dos fungos zigomicetos (MENDOZA et al., 1997). Apesar da

maior especificidade observada na técnica de imuno-histoquimica, a coloragédo pela
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prata (GMS) pode ser empregada para auxiliar na triagem de casos de pitiose (REIS JR
& NOGUEIRA, 2002). Dessa forma, os animais estudados foram submetidos aos dois
meios de diagnostico, sendo observado 100% de paridade entre as técnicas, nos casos
positivos para o Pythium insidiosum.

O fato das feridas de pitiose estarem localizadas nos membros dos equinos
poderia reduzir a eficacia do tratamento sistémico devido a menor capacidade de
resposta imune nos membros em relagcdo aos demais tecidos do organismo, em parte,
por conta da menor irrigagdo sanguinea e, por conseguinte, menor aporte de células
inflamatdrias no peridésteo e coértex 6sseo (FREY JR et al., 2007). Outro obstaculo a
adocao de procedimentos como a exérese cirurgica seria a proximidade das feridas de
pitiose com o tecido 6sseo e com as estruturas articulares, restringindo a remocao
completa do tecido infeccionado, favorecendo a persisténcia da infeccdo. Segundo
alguns autores, o tratamento cirargico apresentaria bons resultados apenas em lesdes
pequenas e superficiais, por remover completamente o processo infeccioso, reduzindo
a taxa de recidiva da afec¢cao (RODRIGUEZ & LUVIZOTTO, 2000; LEAL et al., 2001a,b;
SANTURIO et al., 2004; BIAVA et al., 2007). Independentemente do estagio de
evolugdo da lesdo e de sua localizagdo, a resposta a associagdo entre a exérese
cirdrgica e a terapia medicamentosa aqui praticadas, levou a regressao completa, sem
recidivas, da pitiose em membros de equinos, mesmo nao sendo possivel, em alguns
casos, a exérese de todo o tecido afetado.

A opcao pela remogéao cirurgica do tecido de granulagao exuberante das feridas
de pitiose, tanto nos animais tratados pela anfotericina B (Ganf), quanto nos que nao
receberam esse medicamento (Gc), pode ser justificada pelo fato do reparo epitelial das
feridas se iniciar apenas na presenca de um leito de granulagdo adequado, pois a
existéncia de um calo € um fator inibidor da mitose epitelial (FOSSUM et al., 2002).
Porém, ficou comprovado que, nas condi¢des deste estudo, apenas a remogao cirdrgica
e a termocauterizagdo ndo foram satisfatérias para a remissdo da pitiose, ficando
patente nos animais ndo tratados com anfotericina B (Gc), recorréncia dos granulomas,
com secregao serossanguinolenta e “kunkers”, sete dias ap6s o procedimento cirurgico.

Por outro lado, equinos tratados com anfotericina B, inclusive nos casos onde néao foi
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possivel a completa remogao do tecido comprometido pelo “pseudo-fungo”, observou-
se a cicatrizacdo, sem recidivas, em 92% das feridas. O ébito de um animal (8%)
deveu-se as complicagbes da pitiose sistémica, comprometendo 6rgaos internos,
incluindo os pulmdes e o figado, causando deterioracao organica.

WORSTER et al. (2000) trataram um caso de pitiose na regido de metacarpo,
com infecgdo Ossea, por perfusdo regional do membro, administrando miconazol (60
mL), na artéria digital palmar lateral, em solucdo de 10 mg/mL, sob anestesia geral
inalatéria, associada a trés reaplicacées de 1,2 mg/kg, a cada 48 h. Em associacéao, foi
utilizado iodeto de sodio, sulfa-trimetoprin e, ainda, outros medicamentos de uso topico,
além de curetagem da ferida. Embora seja o Unico relato de perfusdo regional
empregando um antimicético, torna-se complicado estabelecer a sua eficacia, devido a
aplicacao intra-arterial e a associacdo de outras técnicas e farmacos. Em que pese
estas diferencas, este relato de caso forneceu subsidios para o desenvolvimento do
estudo em tela.

A perfusao regional com antibiéticos aminoglicosideos, como a gentamicina e a
amicacina e com antibiéticos B-lactamicos, como a cefazolina e ceftiofur, para tratar
infeccdes em membros (6sseas e articulares) de equinos e bovinos tem sido praticada
frequentemente (WERNER et al., 2003; PILLE et al., 2005; PARRA-SANCHEZ et al.,
2006; ERRICO et al., 2008). Porém, inexistem dados na literatura, que envolvam a
utilizagdo da anfotericina B, por perfusédo regional intravenosa de membro.

A infeccdo por Pythium insidiosum, atualmente, € tratada associando-se a
excisdo cirurgica com a administragdo de farmacos antimicoticos via sistémica,
intralesional, topica e por imunoterapia (LEAL, 2001a,b; SANTURIO et al., 2006a).
Frequentemente, a associacdo de procedimentos aumenta a eficacia dos tratamentos,
todavia, segundo HARDY et al. (1988), SMITH et al. (1988) e STENGEL et al. (2001),
nos casos de pitiose, 0 uso de antimicéticos sistémicos mostra-se pouco eficaz, uma
vez que a infeccdo acarreta alteragdes locais, as quais afetam de forma negativa a
difusdo do farmaco desde o compartimento intravascular. A trombose, a isquemia, a
necrose tissular, o acumulo de detritos celulares e a formacédo de abcessos diminuem o

aporte sanguineo e, consequentemente, reduzem a concentracdo eficaz do
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medicamento no sitio de instalacdo do microorganismo. De fato, esta condi¢gdo pode
impedir que se alcancem as concentragbes necessarias para debelar a infec¢do
(FITZGERALD JR, 1984; SMITH et al., 1988; STENGEL et al., 2001). Por outro lado, a
reducéo do pH e a condicao de anaerobiose no foco infeccioso diminuem a eficacia dos
antibidticos e, consequentemente, se as medidas terapéuticas fracassam, a infecgao
recrudesce (TACK & SABATH, 1985; TUOMANEN, 1987; SMITH et al., 1988;
SVENSSON et al., 1997).

Sabe-se que o tratamento das infecgdes causadas pelo Pythium insidiosum, em
animais e no homem, é complicado devido as caracteristicas singulares desse agente
infeccioso. A aplicagao sistémica de anfotericina B, como j& relatado, ndo alcanga niveis
adequados no foco infeccioso e, por isso, deve ser associada a exerese cirurgica.
Todavia, esse antibiético induz efeitos adversos, incluindo a nefrotoxicidade e anemia
(WORSTER et al., 2000). Em tese, a anfotericina B sistémica nao deveria ser eficaz
contra o Pythium insidiosum, ja que este microorganismo ndo € um fungo verdadeiro e
nao possui ergosterol na membrana citoplasmatica, o principal sitio de acdo deste
antibiético (POOLE & BRASHIER, 2003). No entanto, a anfotericina B mostrou-se eficaz
em 92% dos casos tratados por meio de perfusdo regional intravenosa do membro
afetado. Possivelmente, uma das explicacdes para a eficacia elevada desse antibiotico,
aplicado por essa técnica, poderia ser a elevagdo da concentracdo tecidual, atingida
apos a administracao regional da anfotericina B. Por outro lado, o prolongamento da
retencdo tecidual do farmaco nédo deve ser descartado, pois apds a aplicagcao por
perfusdo regional intravenosa, o contato da anfotericina B com os constituintes de
membrana celular do Pythium insidiosum estaria aumentado, dificultando a
multiplicacdo ou mesmo inibindo processos metabdlicos vitais para o patdogeno.

Desta forma, poder-se-ia hipotetizar que a perfusdo regional intravenosa
facilitaria a retencdo de concentracdes elevadas do farmaco no tecido perfundido,
ampliando a eficacia terapéutica da anfotericina B, inclusive para microorganismos
menos susceptiveis, como o Pythium insidiosum, mantendo a concentragcao inibitoria
minima (CIM) constante ou maior. Certamente, pode-se supor que as concentragdes

locais aumentem até 100 vezes em relagdo a administragdo sistémica, devido a
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retencdo tecidual que, possivelmente, manteria a concentragdo tecidual elevada, por
periodos préximos a 24 horas (WHITEHAIR et al., 1992b; MURPHEY et al., 1999; BUTT
et al., 2001; HARRISS et al., 2002; SCHEUCH et al., 2002; MARTINEZ & CRUZ, 2006;
PARRA-SANCHEZ et al., 2006). Evidéncias indicam que concentra¢des teciduais de
antibidticos elevadas por longos periodos, mantém a CIM e aumentam a eficacia do
farmaco contra o patégeno (WERNER et al., 2003; MARTINEZ, 2004; PILLE et al.,
2005; MARTINEZ & CRUZ, 2006; PARRA-SANCHEZ et al., 2006; ERRICO et al., 2008;
GILLIAM et al., 2008). Neste particular, sugere-se que, com a perfusdo regional
intravenosa de anfotericina B, diferentemente da administragdo intravenosa, € possivel
exceder ou manter a CIM desse antibidtico, por varias horas, nos membros dos
equinos, infectados por Pythium insidiosum, ampliando a sua eficacia.

A imunoterapia tem sido preconizada como terapia para pitiose que, quando
associada a remocao cirurgica do tecido acometido, atinge indice de sucesso em 63%
dos casos, sendo necessarias, em média, 5 reaplicagdes por animal (MONTEIRO,
1999). Em estudo recente, FREY JR et al. (2007) empregaram a imunoterapia, em
equinos, a cada 14 dias, associada a excisao cirurgica a cada 7 dias, com eficacia em
50% dos casos de pitiose. A imunoterapia mostrou-se eficaz quando a doenga possui
até quatro semanas de instalacdo. Em lesbes com mais de oito semanas a resposta ao
tratamento é menor (MONTEIRO, 1999; FREY JR et al., 2007). Dessa forma, fica claro
a dependéncia do diagnéstico precoce para aumentar a eficacia da imunoterapia
(POOLE & BRASHIER, 2003). Diante do exposto e considerando que o emprego da
técnica de perfusao regional intravenosa com anfotericina B, para o tratamento da
pitiose em membros de equinos, ndo depende do tempo de evolucéo e do tamanho das
feridas, obtendo-se a cicatrizacdo em 92% dos casos de feridas de pitiose, sem efeitos
adversos maiores, pode-se afirmar que existe vantagem desta técnica sobre a
imunoterapia.

Ressalta-se que, 0 sucesso da terapia independe da infecgdo ser aguda ou
crbnica, mas foi verificado que 62,5% das feridas grandes (e, normalmente, cronicas)
exigiram repeticdo da perfuséo regional intravenosa com anfotericina B, apds 14 dias da

primeira aplicacdo. A reaplicacdo poderia ser explicada pelo fato das feridas mais
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profundas (invasivas), nao permitirem a remogado completa, devido ao risco de
exposicao 0ssea ou perfuragdo da capsula articular. Assim, justifica-se a reaplicagéo
em 42% dos equinos para se obter a cura completa da infecgdo e cicatrizacdo das
feridas, uma vez que estas eram grandes, devido ao tempo de instalagdo do processo.
Por outro lado, deve-se destacar que, em 37,5% dos casos de feridas grandes e
crbnicas, obteve-se remissdo dos sintomas e a cicatrizacdo completa das feridas com
apenas uma administragdo do farmaco. Como se vé, esta técnica parece apresentar um
diferencial por ndo depender do estagio de evolucdo das feridas, uma vez que 0s
tratamentos atualmente propostos para a pitiose crénica apresentam taxas de
insucesso elevadas (MENDOZA et al.,, 1992; MENDOZA et al.,, 1997; LEAL et al.,
2001a,b; BIAVA et al., 2007). Também, ficou caracterizado, neste estudo que, em 100%
das feridas pequenas e agudas, ap6s uma unica administracdo de anfotericina B por
perfusdo regional intravenosa do membro, obteve-se a cura da pitiose e cicatrizagao
completa das lesoes.

Poucos séo os estudos comparativos que avaliam a eficacia da perfuséo regional
intravenosa, na dependéncia do volume total administrado, da velocidade de infuséo, do
tipo de torniquete, do periodo de permanéncia do garroteamento, do numero de
perfusdes, da realizacdo do debridamento do tecido infectado, das caracteristicas do
agente infeccioso, da sensibilidade do organismo, da dose e concentracdo, das
caracteristicas fisico-quimicas e mecanismo de acdo do farmaco, além dos fatores
inerentes ao paciente e ao caso clinico (WHITEHAIR et al., 1992a; MURPHEY et al.,
1999; HARRISS et al., 2002; KETTNER et al., 2003; MARTINEZ & CRUZ, 20086).
Assim, inexiste uma regra para se empregar a perfusdo regional intravenosa, sendo
esta técnica utilizada em equinos, calculando-se a dose do farmaco recomendada para
uso sistémico, diluida em 30 a 60 mL (PILLE et al., 2005; MARTINEZ & CRUZ, 2006).
Alguns autores recomendam a realizacdo da perfusédo regional com um terco (1/3) da
dose preconizada para uso sistémico (RICHARDSON, 2003). Porém, doses menores
tem sido recomendadas para reduzir o risco potencial de efeitos téxicos sistémicos
(PILLE et al., 2005). Neste particular, as doses sistémicas de substancias antimicoticas

podem ser reduzidas a 25% da dose recomendada por quilo de peso corpéreo
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(WORSTER et al., 2000). A utilizacao de 50 mg de anfotericina B diluida em 60 mL
(0,83 mg/mL), independente de idade ou peso, correspondeu a variagdo de doses entre
0,14 a 0,6 mg/kg, as quais foram menores do que a dose de anfotericina B (0,3 a 1,5
mg/kg) recomendada para aplicacéo sistémica em equinos (McMULLAN et al., 1977;
RODRIGUES & LUVIZOTTO, 2000; THOMASSIAN, 2005).

Nos estudos experimentais com a perfusdo regional dos membros de equinos,
empregando-se antibidticos, ndo ha relatos de efeitos tdxicos regionais nas doses
normalmente empregadas, em que pese a grande variacao entre elas (WHITEHAIR et
al., 1992b; BUTT et al., 2001; HARRIS et al., 2002; SCHEUCH et al., 2002; MARTINEZ,
2004). As doses de gentamicina acima de um grama, induziram celulite e necrose
tissular (SANTSCHI et al., 1998). A administracdo de 10.000.000 Ul de penicilina sédica
causou trombose venosa generalizada em duas vacas, devido ao aumento das
concentracdes teciduais (STEINER et al., 1990). PARRA-SANCHEZ et al. (2006)
relataram vasculite em trés equinos, apds perfusdao regional intravenosa com
enrofloxacina (1,5 mg/kg). Neste particular, a reaplicacéo da anfotericina B por perfusao
regional intravenosa do membro, com um intervalo de uma semana, mostrou-se inviavel
em 42% dos animais, pois havia emaciacdo no local de aplicagdo, que exigiu um
intervalo de 14 dias para a sua regressao. A presenca de ulceracdes nesse local em
33% dos animais e a dor a palpacdo do membro (42% dos animais) podem ser
relacionadas a flebite decorrente da irritacdo que farmacos antimicéticos, como a
anfotericina B, podem causar, e é, também, frequentemente observada apés
administracdo sistémica intravenosa da dose convencional de anfotericina B
(McMULLAN et al.,, 1977; MILLER, 1981; OLIVEIRA NETO et al.,, 1998). Deve ser
ressaltado que, a solucéo de anfotericina B ap6s diluicdo em Ringer lactato, empregada
neste estudo, apresentava pH neutro.

De outra forma, nesse estudo, evitavam-se as lesdes vasculares devido a
puncdo por agulha hipodérmica, utilizando-se cateteres (20, 22 e 24 G) proporcionais
aos diametros das veias canuladas, os quais foram removidos ao final de cada
procedimento experimental, conforme recomendam MURPHEY et al. (1999); PALMER
& HOGAN (1999); BUTT et al. (2001); WERNER et al. (2003); MARTINEZ (2004);
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ERRICO et al. (2008) e GILLIAM et al. (2008).

O volume perfundido de 60 mL e a duragédo da aplicacdo de 5 minutos (taxa de
12 mL/min) foi determinado com base em estudos, onde esse volume foi administrado
na porcao distal dos membros de equinos, ap0s exsanguinagdo e a uma taxa de
infusdo de 2 mbL/minuto (WHITEHAIR et al.,, 1992b,c; SCHEUCH et al.,, 2002;
MARTINEZ, 2004) ou em forma de bolus, em um periodo de tempo variavel, de no
minimo 90 segundos, para ndo exceder a pressao no torniquete e perder o farmaco
para a circulacao sistémica (MURPHEY et al., 1999; BUTT et al., 2001; WERNER et al.,
2003; PILLE et al., 2005; ERRICO et al., 2008). Embora a exsanguinagao prévia a
perfusdo regional em membros seja recomendada, de forma a reduzir a pressdo na
arvore vascular (GRICE et al., 1986) e evitar efeitos colaterais (como a sindrome
compartimental) e, embora essa medida ndo tenha sido adotada, nao foram observadas
alteragcdes locais, regionais ou sistémicas. Assim, pressupde-se que, sob uma taxa de
infusdo adequada, o aumento da pressdo intravascular tenha favorecido a difusdo
tecidual e aumentado a concentragdo do farmaco nos tecidos infeccionados pelo
Pythium insidiosum (SCHEUCH et al., 2002; MARTINEZ & CRUZ, 20086).

A manutencgao do torniquete por 45 minutos (5 minutos durante a administracao
da anfotericina B e 40 minutos de manutencdo do garroteamento) foi diferente do
periodo de 30 minutos preconizado, como seguro, por outros autores (WHITEHAIR et
al., 1992b; WHITEHAIR, 1995; BAXTER, 1996; PALMER & HOGAN, 1999; WERNER et
al., 2003; PILLE et al., 2005; ERRICO et al., 2008). Com base na evolucéao cicatricial e
pela auséncia de qualquer efeito adverso permanente, a retencdo sanguinea, por 45
minutos, poderia possuir efeitos positivos do ponto de vista farmacolégico, por aumentar
a retencgao tecidual do antibiotico administrado (HARRISS et al., 2002; KETTNER et al.,
2003; MARTINEZ, 2004). Os efeitos adversos, frequentes em potros, por aplicagdo de
torniquete, como a isquemia tissular e a formacao de émbolos sépticos, € um dos
argumentos contra a perfusdo regional em neonatos, como opc¢ao terapéutica de
primeira escolha (BERTONE, 2003). O efeito adverso frequentemente observado em
adultos é o desenvolvimento de hipertensao sistémica, reversivel apds a liberacdo do

torniquete, sem efeitos colaterais maiores, mas que requer a interrupcdo imediata do
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procedimento (ABRAHAMSEN et al., 1989). Neste estudo, a aplicacdo do torniquete
durante 45 minutos, mesmo quando realizada em potros, ndo apresentou alteracoes
locais ou sistémicas evidentes clinicamente, em que pese a afirmagéo de outros autores
de que torniquetes mantidos por periodos de até 1 hora n&o apresentam implicacoes
clinicas maiores (WHITEHAIR et al., 1992a,b,c; MURPHEY et al., 1999; HARRISS et
al., 2002; KETTNER et al., 2003).

Apés a aplicagdo da anfotericina B, o primeiro sinal de remissdo da infecgéo
observado foi a auséncia de prurido. Na sequiéncia, formou-se um tecido de granulacao
rosado, ndo exuberante, desde a periferia, em direcdo ao centro da ferida, provendo
uma superficie para a migragao epitelial. O processo cicatricial evoluiu naturalmente,
sendo possivel observar, com sete dias, a fase de debridamento, com 14 dias, a fase
de reparo e, a partir de 21 dias, a fase de maturagdao, com contracado das feridas,
conforme descrito por FOSSUM et al. (2002). A epitelizacdo ocorreu rapidamente e,
entre 35 a 60 dias, a ferida encontrava-se cicatrizada e recoberta por pelos.

Da mesma maneira, todos os equinos, no inicio deste estudo, apresentavam-se
magros, com costelas evidentes e pelos secos e asperos e, apos o tratamento com
anfotericina B por perfusado regional intravenosa (Ganf), ganharam peso, mudando as
caracteristicas de pelagem e escore corporal. Devido a evolucéo rapida da pitiose, os
animais acometidos, caso ndao sejam tratados no inicio da afeccéo, geralmente entram
em debilidade progressiva, que culmina com a morte (BRIDGES & EMMONS, 1961).
Os cavalos perdem peso corpéreo e, frequentemente, morrem de choque tdxico
causado pela infecgéao sistémica secundaria com bactérias gram negativas, associada a
perda continua de sangue e proteinas pela ferida (REIS JR & NOGUEIRA, 2002;
POOLE & BRASHIER, 2003), como observado em um dos animais deste estudo.

Finalizando, deve-se ressaltar que, com a realizagado deste estudo simulou-se
uma situacao pratica, em que 0s equinos permaneceram nas propriedades de origem,
onde foram realizados todos os procedimentos, incluindo-se os curativos do periodo
pds-operatério. Com apenas um ou dois procedimentos anestésicos e cirargicos e
empregando-se doses de 50 a 100 mg de anfotericina B, obteve-se remissdo completa

da infecgcdo e, subsequentemente, cicatrizacdo das feridas de pitiose em membros de
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equinos, independentemente de cuidados pds-operatdrios especiais. Fica patente que a
perfusdo regional intravenosa do membro de equinos € uma técnica viavel e de facil

realizagdo a campo.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a administragéo de anfotericina
B por perfusdo regional intravenosa nos membros de equinos, em uma ou duas
aplicacoes, associada a remocgao cirurgica, promove a remissdo da infeccdo por
Pythium insidiosum, com poucas reacdes adversas sobre os tecidos diretamente
expostos ao farmaco, constituindo-se uma alternativa terapéutica, viavel e eficaz, para o
tratamento de pitiose em membros de equinos, promovendo cicatrizagdo completa das

feridas.
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Apéndice 1. Discriminagao das cidades de origem, raca, sexo, idade e peso (kg) dos equinos que foram
tratados com anfotericina B, aplicada pela técnica de perfusdo regional intravenosa do
membro (Ganf) e dos equinos do grupo controle (Gc).

ANIMAL MUNICIPIO RACA SEXO IDADE PESO (kg)
Ganf 1 40 km da cidade de Poconé Pantaneira Fémea 4 meses 80
Ganf 2 40 km da cidade de Poconé Pantaneira Macho 2 anos 250
Ganf 3 35 km da cidade de Poconé Pantaneira  Fémea 6 anos 250
Ganf 4 35 km da cidade de Poconé Pantaneira  Fémea 10 anos 300
Ganf 5 Cidade de Poconé Pantaneira  Fémea 5 anos 350
Ganf 6 30 km da cidade de Poconé Pantaneira Macho 6 anos 350
Ganf 7 Cidade de Poconé Pantaneira  Fémea 2 anos 250
Ganf 8 35 km da cidade de Poconé Pantaneira Fémea 8 meses 100
Ganf 9 Cidade de Cuiaba Pantaneira Macho 5 anos 350
Ganf 10 Cidade de Cuiaba Pantaneira Macho 8 anos 300
Ganf 11 Cidade de Santo Antbénio de Leverger Pantaneira Fémea 6 meses 130
Ganf 12 Cidade de Poconé Pantaneira  Fémea 2 anos 250

Gce 1 Cidade de Poconé Pantaneira Macho 2 anos 200
Gc 2 Cidade de Varzea Grande Pantaneira  Fémea 11 anos 250
Gec 3 Cidade de Cuiaba Pantaneira Macho 8 anos 300

Gc 4 Cidade de Poconé Pantaneira  Fémea 14 anos 450
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Apéndice 2. Discriminagdo da macroscopia da lesdo nos dias 0, 7, 14 e 21 p6s-operatérios nos equinos

do grupo tratado com anfotericina B, aplicada pela técnica de perfusao regional intravenosa

do membro (Ganf).

ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21

1 Ferida com tecido de Ferida rosada, com tecido Ferida rosada, plana, Ferida rosada, plana,
granulacdo  exuberante, de granulagao ndo auséncia de “kunkers”. diametro reduzido.
secregao sero- exuberante, auséncia de Reducdo do didmetro da Fase de cicatrizagao.
hemorragica viscosa e “kunkers”. ferida. Auséncia de
presenca de “kunkers”. Ferida no local de N&o caiu o casco. claudicagéo.

Ferida invadindo a porcdo administragéo da Claudicacao leve.
dorsal e lateral das anfotericina B.

primeira e segunda Nao apresentou aumento

falanges e linha coronaria de volume do membro.

dorsal do casco do MTD. Claudicagéo leve.

Casco com mobilidade.

Animal claudicando.

2 Ferida com tecido de Ferida com tecido Ferida rosada, com Ferida em cicatrizac&o.
granulacdo  exuberante, necrético. pouco tecido de Sem “kunkers”, sem
secrecao sero- Sob a necrose, tecido de granulagéo, didametro secrecao, diametro
hemorragica viscosa e granulagao, sem “kunkers”. reduzido, auséncia de reduzido.
presenca de “kunkers”. Membro levemente “kunkers”. Auséncia de
Ferida invadindo o centro inchado. Membro desinchado. claudicacao.
do metacarpo do MTE. Sem ferida no local de Auséncia de
Animal claudicando. administracao de claudicagéao.

anfotericina B.
Claudicacgao leve.
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ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21
3 Ferida com tecido de Houve retracdo da ferida, J& ha sinais de Ferida rosada, parou
granulacdo  exuberante, havia pouco tecido de epitelizacdo, porém, ha de cogar. Animal
secregao sero- granulagdo e um local com uma area mordida. ganhou peso.
hemorragica viscosa e necrose focal e “kunkers”. Membro desinchado. Processo de
presencga de “kunkers”. No local de administragdo Foi retirado tecido de cicatrizagao com
Ferida invadindo a regido da anfotericina B inchou granulacdo exuberante auséncia de “kunkers”
do metacarpo e um pouco e fez ferida e termocauterizagcdo — ou tecido de
articulagao metacarpo- exsudativa. Membro algumas areas de granulacdo exuberante.
falangeana do MTE, 360°. levemente inchado. necrose focal, com Auséncia de
Animal claudicando. Claudicagao leve. “kunkers” (bordas claudicagéo.
distais da ferida). Foi
readministrada
anfotericina B por
perfusdo regional.
Claudicagao leve.
4 Ferida com tecido de Ferida com um pouco de Remogdo dos locais Ferida nao melhorou.
granulacdo  exuberante, tecido de  granulacdo com tecido de Ainda cocga. Areas de
secrecao sero- exuberante, com &reas de granulacdo exuberante necrose com “kunkers”.

hemorrdgica viscosa e
presenga de “kunkers”.
Ferida invadindo a regiao
proximal do metacarpo do
MTD.

Animal claudicando.

necrose (“kunkers”). N&o
observado redugdo de
diametro da ferida, local de
adminsitracao de
anfotericina B sem
necrose, leve inchaco local,
membro desinchado.
Claudicagao leve.

e termocauterizagéo.
Presenga de “kunkers”
infiltrados.

Foi readministrada de
anfotericina B por
perfusdo regional.
Varias  regides de
epitelizagdo (borda e
centro do tecido).
Claudicagéo leve.

Claudicacao leve.
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ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21

5 Ferida com tecido de Redugdo do edema em Ferida seca, plana, sem Ferida em fase de
granulacao exuberante, torno da ferida, presengca “kunkers”, em fase de cicatrizagao, com
secregao sero- de crosta sobre a ferida, cicatrizagao. crescimento de pele e
hemorragica viscosa e leve edema no local de Auséncia de pelos.
presenca de “kunkers”. administracao de claudicagao. Auséncia de
Ferida invadindo a regido anfotericina B. claudicagéo.
proximal e lateral do radio Claudicagéo leve.
do MTD. Membro
levemente aumentado de
volume.
Animal claudicando.

6 Ferida com tecido de Reducdo do aumento de Ferida em fase de Ferida em fase de
granulacdo  exuberante, volume do membro. Ferida cicatrizago. cicatrizacao.
secregao sero- rosada, plana, em fase de Auséncia de Auséncia de
hemorragica viscosa e cicatrizacdo. Sem ferida no claudicagao. claudicagéo.

presenca de “kunkers”.
Ferida invadindo a regiao
medial do metacarpo do
MTE, porgéo central.
Membro aumentado de
volume.

Animal claudicando.

local de administracao de
anfotericina B.
Claudicacao leve.
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ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21

7 Ferida com tecido de Ferida com crosta, plana, Ferida em fase de Ferida em fase de
granulagao exuberante, em fase de cicatrizagao. cicatrizagao, plana, sem cicatrizagao.
secrecdo sero-hemorragica Sem ferida no local de “kunkers”. Proprietario Auséncia de
viscosa. administragao de ndo fez curativo algum.  claudicagao.
Aumento de volume da anfotericina B. Auséncia de
articulagdo tibio-tarsica do Auséncia de claudicagéao. claudicacéo.

MPE, com ferida invadindo
a regiao dorsal desta.
Animal claudicando.

8 Ferida com tecido de Ferida com tecido Readministracao de Ferida em fase de
granulagédo exuberante, necrético. anfotericina B, excisdo cicatrizagdo, rosada,
secrecdo sero-hemorrdgica Ainda coca. cirirgica e plana, auséncia de
viscosa e presenca de Sem ferida no local de termocauterizagao. “kunkers”.
“kunkers”. administragao de Presenca de muitos Auséncia de
Ferida invadindo a regido anfotericina B. “kunkers”, embora ferida claudicagao.

médio—cranial da
articulagéo tibio-tarsica
esquerda.

Nao foi possivel a remocao
completa dos “kunkers” —
profundo — preservagao da
capsula articular. Membro
aumentado de volume.
Animal claudicando.

Claudicacao leve.

nao tao granulativa.
Claudicacao leve.
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ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21

9 Ferida com tecido de Ferida granulomatosa, Ferida em fase de Ferida em fase de
granulagéao exuberante, rosada, porgdo plantar cicatrizagao, rosada, cicatrizagéao, sem
secrecdo sero-hemorragica sangrando e  dolorida, plana, foco Unico de kunker, nem area
viscosa e presenca de presenga de secrecdo pitiose (1 kunker). O necrética.

“kunkers”. viscosa em area focal na restante cicatrizando. Lesdo no ponto de
Ferida invadindo a regido porgao plantar. Aumento de Sem lesdo no local de readministracdo de
de metatarso e articulacdo volume do membro. administracéo de anfotericina B.
metatarso-falangeana Claudicagao leve. anfotericina B. Aumento de volume
envolvendo porgéo cranial, Foi realizada excisédo do membro.

lateral e plantar. Animal cielrgica, Auséncia de
claudicando. termocauterizado e claudicagao.

Dor no membro posterior. readministracao de

Emagrecimento anfotericina B por

progressivo. Aumento de perfusdo regional.

volume do MPE. Claudicacao leve.

10 Ferida com tecido de Ferida rosada, com tecido Reducdo no didmetroda Ferida rosada,
granulacao exuberante, de granulacdo, auséncia de ferida, ferida rosada, didmetro reduzido,
secrecdo sero-hemorragica “kunkers”. plana, auséncia de auséncia de
viscosa e presenca de Ferida no local de “kunkers”, ndo caiu o secrecdo, em fase
“kunkers”. administragao da casco. de cicatrizacao,
Ferida invadindo as anfotericina B Claudicagao leve. membro desinchou.
primeira e segunda Membro inchou. Auséncia de
falanges plantar e a zona Claudicacao leve. claudicacao.

corondria plantar do casco
do MPE.
Animal claudicando.
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ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21

11 Ferida com tecido de Ferida em cicatrizacdo Ferida em fase de Ferida em fase de
granulagao exuberante, (rosada, plana, sem cicatrizagao, rosada, cicatrizacdo, plana,
secrecdo sero-hemorragica “kunkers”), sem aumento plana, exceto area rosada. Ja com
viscosa e presenca de de volume, sem lesdo e distal, em que ha retragao cicatricial.
“kunkers”. sem inchago no local de granulagdo, secrecdo e Auséncia de
Ferida invadindo a administragéo de Kkunker. Ferida ja claudicagao.
articulagao metatarso- anfotericina B. Apenas contraiu para cicatrizar.
falangeana e as primeira e presenca de area focal de Sem lesdo no local da
segunda falanges do MPE, granulagcdo, na regido aplicacao.
toda a porcdo lateral, distal/lateral da ferida. Readministragéo de
plantar e dorsal. Membro inchou levemente.  anfoterina B por
Ferida muito infiltrada. Claudicacao leve. perfusdo regional, apés
Nao foi possivel remover excisdo cirurgica e
todos os “kunkers” — termocauterizacao.
exposicao ossea e Claudicagao leve.
articular.

12 Ferida com tecido de Ferida com crosta, plana, Ferida em fase de Ferida em fase de
granulagao exuberante, em fase de cicatrizacao. cicatrizagdo, plana, sem cicatrizacao.
secrecdo sero-hemorrdgica Sem ferida no local de “kunkers”. Proprietario Auséncia de
viscosa e presenga de administragdo de nao fez curativo algum.  claudicagao.
“kunkers”. anfotericina B. Auséncia de
Ferida invadindo a regido Auséncia de claudicacao. claudicacao.

dorsal da articulagédo tibio-
tarsica do MPD.

MPE- membro pélvico esquerdo.

Legenda: MTD- membro toracico direito; MTE- membro toracico esquerdo; MPD- membro pélvico direito;
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Apéndice 3. Discriminagdo da macroscopia da lesdo nos dias 28, 35 e 60 pds-operatdrios nos equinos
do grupo tratado com anfotericina B, aplicada pela técnica de perfusao regional intravenosa

do membro (Ganf).

ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
D28 D35 D60
1 Ferida rosada, plana, Ferida rosada, plana, em fase Tecido cicatricial no centro
diametro reduzido. de epitelizacao e da lesdo, bordas da ferida
Fase de epitelizagdo e cicatrizagdo. Auséncia de com pele e pelos. Aumento
cicatrizagdo. Auséncia de claudicacao. de volume discreto na regiao
claudicagéo. da ferida. Auséncia de
claudicagéo.
2 Ferida rosada, plana, Feridarosada, plana, em fase Tecido cicatricial no centro
didmetro reduzido. de epitelizacao e da lesdo, bordas da ferida
Fase de epitelizagdo e cicatrizagdo. Auséncia de com pele e pelos. Aumento
cicatrizacdo. Auséncia de claudicacao. de volume discreto na regiédo
claudicagéo. da ferida. Auséncia de
claudicagéo.
3 Ferida rosada, plana, Ferida rosada, plana, em fase Tecido cicatricial no centro
diametro reduzido. de epitelizacédo e da lesdo, bordas da ferida
Fase de epitelizacdo e cicatrizagdo. Auséncia de com pele e pelos. Aumento
cicatrizagdo. Auséncia de claudicacao. de volume discreto na regiao
claudicagéo. da ferida. Auséncia de
claudicagéo.
Animal foi registrado no
nucleo do cavalo pantaneiro.
4 Ferida ndo melhorou. Ainda Apds 40 dias — ébito (anemia

coga.

e leucocitose) — figado
repleto de “kunkers”, pulmao
e linfonodos mediatinicos.
Maceragao da pata.
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ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
D28 D35 D60

5 Tecido cicatricial no centro  Ferida cicatrizada, com pelos Ferida cicatrizada, com pelos
da leséo, bordas da ferida brancos nascidos na regiao brancos nascidos na regido
com pele e pelos. onde era a ferida. onde era a ferida.

Auséncia de claudicacgéo.

6 Tecido cicatricial no centro  Ferida cicatrizada, com pelos Ferida cicatrizada, com pelos
da leséo, bordas da ferida nascidos na regido onde era nascidos na regido onde era a
com pele e pelos. aferida. ferida.

Auséncia de claudicagéo.

7 Tecido cicatricial no centro  Ferida cicatrizada, com pelos Ferida cicatrizada, com pelos
da leséo, bordas da ferida nascidos na regido onde era nascidos na regido onde era a
com pele e pelos. aferida. ferida.

Auséncia de claudicacao.

8 Ferida rosada, plana, Tecido cicatricial no centro Pequeno tecido cicatricial no
diédmetro reduzido. da lesdo, bordas da ferida centro da lesédo, bordas da
Fase de epitelizacdo e com pele e pelos. Redugcdo ferida com pele e pelos.
cicatrizagdo. Auséncia de do aumento de volume da Auséncia de claudicacao.
claudicagéo. articulagao tarsica. Auséncia

de claudicacao.

9 Ferida rosada, plana, Ferida rosada, plana, em Tecido cicatricial no centro da
didmetro reduzido. fase de epitelizagdo e lesdo, bordas da ferida com
Fase de epitelizagdo e cicatrizacdo. Auséncia de pele e pelos. Aumento de
cicatrizagdo. Auséncia de claudicagéo. volume discreto na regido da
claudicagéo. ferida. Auséncia de

claudicagéo.

10 Ferida rosada, plana, Tecido cicatricial no centro Pequeno tecido cicatricial no
diametro reduzido. da lesdo, bordas da ferida centro da lesdo, bordas da
Fase de epitelizagdo e com pele e pelos. Redugédo ferida com pele e pelos.
cicatrizagdo. Auséncia de do aumento de volume da Auséncia de claudicacao.
claudicagao. quartela. Auséncia de

claudicagéo.

11 Ferida rosada, plana, Ferida rosada, plana, em Tecido cicatricial no centro da
didmetro reduzido. fase de epitelizacdo e lesdo, bordas da ferida com
Fase de epitelizagdo e cicatrizacdo. Auséncia de pele e pelos. Aumento de
cicatrizagdo. Auséncia de claudicagao. volume discreto na regido da
claudicagéo. ferida. Auséncia de

claudicagéo.

12 Tecido cicatricial no centro  Ferida cicatrizada, com pelos Ferida cicatrizada, com pelos

da lesdo, bordas da ferida
com pele e pelos.
Auséncia de claudicagéo.

nascidos na regiao onde era
a ferida.

nascidos na regido onde era a
ferida.
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Apéndice 4. Discriminagao da macroscopia da lesdo nos dias 0, 7, 14 e 21 pés-operatérios nos equinos
do grupo controle (Gc).

secregao sero-
hemorragica viscosa e
presenca de “kunkers”.
Ferida invadindo a
regido do metacarpo do
MTD.

Animal claudicando.

Ferida com tecido de
granulacdo exuberante,
secregao sero-
hemorragica viscosa e
presenca de “kunkers”.
Ferida invadindo a
regido do metacarpo do
MTD.

Animal claudicando.

Ferida com tecido de
granulagdo exuberante,
secregao sero-
hemorrégica viscosa e
presencga de “kunkers”.

Ferida invadindo a
regido das primeira e
segunda falanges do
MPE.

Animal claudicando.

Ferida com tecido de
granulagdo exuberante,
secrecao sero-
hemorragica viscosa e
presencga de “kunkers”.
Ferida invadindo a
regido do metacarpo do
MTE e MTD.

Animal claudicando.

granulagcao de coloracao
vermelho-escura e preta,
secregao sero-
hemorrégica e “kunkers”.
Animal claudicando.

Ferida com algumas
areas de tecido de
granulagcado de coloragao
vermelho-escura e preta,
secregao sero-
hemorrégica e “kunkers”.
Animal claudicando.

Ferida com algumas
areas de tecido de
granulagcdo de coloragéao
vermelho-escura e preta,
secrecao sero-
hemorragica e “kunkers”.
Animal claudicando.

Ferida com  algumas
areas de tecido de
granulacao de coloragao
vermelho-escura e preta,
secrecao sero-
hemorrégica e “kunkers”.
Animal claudicando.

toda a ferida, secregcao
sero-hemorragica
viscosa e presenca de
“kunkers”.

Animal claudicando.

Tecido de granulagao
exuberante  invadindo
toda a ferida, secrecao
sero-hemorragica
viscosa e presenga de
“kunkers”.

Animal claudicando.

Tecido de granulagéao
exuberante  invadindo
toda a ferida, secregéo
sero-hemorragica
viscosa e presenga de
“kunkers”.

Animal claudicando.

Tecido de granulagao
exuberante  invadindo
toda a ferida, secregao
sero-hemorréagica
viscosa e presenga de
“kunkers”.

Animal claudicando.

ANIMAL MACROSCOPIA DA LESAO
DO D7 D14 D21
Ferida com tecido de Ferida com algumas Tecido de granulagdo Ferida com tecido de
granulacdo exuberante, areas de tecido de exuberante invadindo granulagao

exuberante, secregao
sero-hemorragica
viscosa e presenga
de “kunkers”.

Animal claudicando.

Ferida com tecido de
granulagéo
exuberante, secregao
sero-hemorréagica
viscosa e presenca
de “kunkers”.

Animal claudicando.

Ferida com tecido de
granulagao
exuberante, secregéo
sero-hemorragica
viscosa e presenga
de “kunkers”.

Animal claudicando.

Ferida com tecido de
granulagao
exuberante, secreg¢ao
sero-hemorréagica
viscosa e presenca
de “kunkers”.

Animal claudicando.

esquerdo.

Legenda: MTD- membro toracico direito; MTE- membro

toracico esquerdo; MPE-

membro pélvico



113

Apéndice 5. Dados referentes a classificacdo da claudicagdo, conforme escala pré-estabelecida, nos
dias 0, 7, 14 e 21 péds-operatdrios, dos equinos tratados com anfotericina B, aplicada pela
técnica de perfusdo regional intravenosa do membro (Ganf) e dos equinos do grupo
controle (Gc).

ANIMAL DO D7 D14 D21
Ganf 1 ++ + + -
Ganf 2 ++ + - -
Ganf 3 ++ + + -
Ganf 4 ++ + + +
Ganf 5 ++ + - -
Ganf 6 ++ + - -
Ganf 7 ++ - - -
Ganf 8 ++ + + -
Ganf 9 ++ + + -
Ganf 10 ++ + + -
Ganf 11 ++ + + -
Ganf 12 ++ - - -
Gc 1 ++ ++ ++ ++
Gc 2 ++ ++ ++ ++
Gc 3 ++ ++ ++ ++
Gc 4 ++ ++ ++ ++

Legenda: ++: claudicacao severa; +: claudicacao discreta; -: claudicagao ausente.
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