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as areas de parasitiSMO. ........ccuuriririieieiiiee e
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Figura 17. Sitios anatdmicos de equinos acometidos por pitiose
cutanea. Observar sitios de ocorréncia da lesao em
areas pigmentadas ou de transiCao.........c.coeecveveeeeeennes

Figura 18. Imagens de sitios anatdmicos cutdaneos comumente
afetados por pitiose, caracterizados por lesdes de rapida
expansdo, correspondendo a areas corpdreas com
temperaturas mais elevadas (ilustragdo das imagens
termograficas de Armando Lopez Guerrero e Tatiana
FIguEIredo)....cccvi i e

Figura 19. Lesao circunscrita em equino decorrente de pitiose com
45 dias de evolugdo em A. Em B, mesmo animal 14 dias
apds primeira aplicagdo subcutanea do imunoterapico
Pitium-Vac®. Os bordos tornam-se mais rasados com
ferida mais ressequida. Em C, 14 dias apdés a segunda
aplicacao de Pitium-Vac®. Em D, mesmo equino com
remissao completa apds trés aplicagoes.........ccceveuveeennee

Figura 20. Lesédo eliptica em equino decorrente de pitiose com
aproximadamente 3 meses de evolugdo em A. Em B
apds 52 aplicacao subcutanea do imunoterapico Pitium-
Vac® exibindo lesdo mais ressequida, porém refrataria
quanto a involugao, desenvolvendo extenso tecido de
granulacdao. Em C apds exérese cirlrgica, seguindo
mais trés doses do imunoterdpico. Em D o mesmo
animal apos resolugdo. Foram utilizadas oito doses a
(o7 T b= T I N o [ = 1= T UEPTPRTPN

Figura 21. Equino exibindo extensa lesdo facial ulcerada
decorrente de pitiose no momento da abordagem inicial
(A). Nas imagens subsequentes (B-E) as tomadas
foram executadas a cada 14 dias, coincidindo com
aplicacdo de imunoterapico (Pitium Vac®), totalizando
cinco aplicagbes. Em F, resolugdo da lesdo com
diSCreta CICAtNZ. . .ueveei e

Figura 22. Equinos parcialmente submersos em baia com
presenga de plantas aquaticas, em regido com elevadas
temperaturas (acima de 30°C em média). Ambiente
propicio para presenga de zodsporos de Pythium
INSIQIOSUM. ...

Figura 23. (A) Hifas de Pythium insidiosum tipicamente marcadas
pela prata. (B) Area necroética circundada por eosinofilos
na reacao de Splendori-Hoeppli e imagens negativas de
hifas (H&E ODbj. 20X).....cccvuiiieiiiiiieeiiee e
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Figura 24. Equino com pitiose na regido da canela. Maio de 2007.
(B) O animal foi considerado curado apos cinco doses
da IMUNOLErapIa.......ceviiiiiiieieiee e 97

Figura 25. (A) O mesmo equino da figura 2, apresentando lesdo
abdominal, em dezembro de 2009. (B) O animal foi
considerado curado apés quatro doses da
IMUNOTEIAPIA. ... cievieee ettt 98
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A PITIOSE EM EQUIDEOS E BOVINOS NO PANTANAL MATOGROSSENSE

RESUMO - Pythium insidiosum causa doenca de pele e ocasionalmente de
outros tecidos de mamiferos e aves que vivem em estreito contato com aguas
contaminadas. Pelas caracteristicas bioclimaticas e ambientais da regido do
Pantanal, estima-se que seja uma das areas com maior prevaléncia do mundo. Nao
obstante, certifica-se na literatura compilada poucos estudo enfatizando aspectos
epidemioldgicos nessa regido, sendo esse o principal objetivo dessa pesquisa. As
normais climatoldgicas foram obtidas de duas esta¢cdes metereoldgicas de Instituicédo
publica, que abrange a sub-regido do estudo, complementados por dados dispostos
em outras fontes. Obteve-se validacao de 76 casos em equideos e sete bovinos,
através do ELISA-teste, PCR, histopatologia e isolamento do agente. A doenca
apresentou dindmica sazonal, com picos de incidéncia emergindo apds os maiores
indices pluviométricos. Evidenciaram-se também, um nUmero expressivo de
enfermidades confundiveis, coinfeccbes e reinfecgbes, demonstrando fragil
imunidade do hospedeiro equino ao patéogeno. Cabe ressaltar ainda, que
ferramentas de diagnostico sdo pouco utilizadas a campo. Resposta significativa
relativa a imunoterapia (Pitium Vac®) no grupo de equideos tratados e aumento do
intervalo de reinfec¢des, indica que o farmaco podera ser aperfeigoado, de modo a

agregar caracteristicas profilaticas, além das terapéuticas.

Palavras-chave: pitiose, equinos, bovinos, Pythium insidiosum, epidemiologia,

imunoterapia.
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THE PYTHIOSIS IN EQUIDAE AND CATTLE IN THE BRAZILIAN
PANTANAL

SUMMARY - The disease caused by Pythium insidiosum affects the skin and
occasionally other tissues of mammals and birds which live in close contact with
contaminated water. Due to its bio-climatic and environmental characteristics, the
Pantanal region is estimated to be one of the areas with higher prevalence of
pythiosis in the world. However, few studies have focused on epidemiological
aspects this region, the main objective of this work. Climatological normals were
obtained from two meteorological stations of a public institution which covers the sub-
region studied. Data from other sources were also used to complement the study.
Seventy six cases of pythiosis in equidae and seven in cattle were confirmed by
ELISA-test, PCR, histopathology and isolation of Pythium insidiosum. The disease
showed seasonal dynamics with peaks of incidence emerging after the wettest
pluviometric gradients. Similar diseases, co infections and reinfections were also
realized, suggesting a suppression of equine immune system to Pythium insidiosum.
It is worth mention that diagnosis tests tools available are not widely adopted in the
field. Significant response on immunotherapy (Pitium Vac®) in equine treated group
and increased of the intervals the reinfection, indicating that the drug could be

improved by adding prophylactic and therapeutical properties.

Key-words: pythiosis, horses, cattle, Pythium insidiosum, epidemiology,

immunotherapy.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

O género Pythium Pringsheim, segundo KIRK et al. (2001), possui 127 espécies
conhecidas, saprdbias em ecossistemas terrestres, aquaticos e ou em parasitas, muitas
fitopatogénicas, causando danos como a podridao de frutos, raizes e caules, tombamento
de mudas e podriddo de sementes (“damping off”). Somente Pythium insidiosum destaca-
se por ser patogénica para mamiferos e diversos casos da enfermidade tem sido relatados
em equinos, caninos e humanos (GROOTERS, 2003; KRAJAJEUM et al., 2008; GAASTRA
et al., 2010). Outras espécies, também, sdao acometidas e existem relatos recentes em
bovinos (PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009), felinos
(RAKICH et al., 2005; GROOTERS, 2003), ovinos (TABOSA et al., 2004; SANTURIO et al.,
2008), aves (PESAVENTO et al., 2008) e mamiferos selvagens (CAMUS et al., 2004),
sendo uma enfermidade do tecido subcutaneo e eventualmente sistémica (VICARIVENTO
et al., 2008).

A patogenicidade é variavel com relacdo as espécies. Os bovinos mostram-se
resistentes, considerando curso benigno com resolucdao espontanea (SANTURIO et al.,
1998; PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009), a despeito de
ovinos (TABOSA et al.,, 2004) e humanos (KRAJAJEUM et al., 2008) que normalmente
resultam em mortes ou disfungdes, tais como ocorre em equinos, espécie mais susceptivel,
gue da mesma forma apds curso crénico, se ndo tratada ou tratada de forma tardia pode
levar a morte (SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et al., 2010).

O agente pertence ao grupo dos oomicetos, que dentre as caracteristicas
importantes destaca-se a producdo de zodsporos biflagelados durante a reproducao
assexuada (SANTURIO et al., 2006a), consideradas unidades propagadoras do agente. A
motilidade do zodsporo é crucial para viabilizar o contato do patégeno com o hospedeiro
susceptivel, podendo penetrar no seu tecido a partir de lesées prévias (RAVISHANKAR et

al., 2001; PHILLIPS et al., 2008), ocorrendo a infeccdo quando zodsporos ou hifas



penetram em pequenos abrasbes cutaneos em ambientes aquaticos contaminados
(GAASTRA et al.,, 2010). Pesquisas acerca de oomicetos patogénicos de plantas
progrediram muito nos ultimos anos, contrariamente aos oomicetos patogénicos para
mamiferos, que tem recebido atencdo cientifica questionavel, considerando que muitas
espécies sao responsaveis por doengas devastadoras em ecossistemas naturais
(PHILLIPS et al., 2008), com tratamentos direcionados a plantas ou mamiferos afetados,
por vezes totalmente ou parcialmente ineficazes .

A enfermidade tem distribuicao cosmopolita, ocorrendo principalmente em regides
de clima tropical, subtropical e temperado (SANTURIO et al.,, 2006a), no entanto,
recentemente tem sido observada em outros locais onde o clima ndo se enquadra nestas
caracteristicas, indicando que o nicho ambiental favoravel ao desenvolvimento deste
oomiceto estd expandindo, provavelmente em consequéncia das mudancas ambientais,
como aumento de temperatura global, associado as doencas ocupacionais, tendo em vista
incidéncia em humanos com atividades laborais nas culturas de campos irrigados ou em
aproveitamento de campos alagados para determinadas culturas (WHITE et al., 2008;
GAASTRA et al, 2010). Na Tailandia, existem diversos relatos da enfermidade
acometendo humanos relacionados a doenca ocupacional de plantio de arroz em
banhados, ocorrendo nas formas cutanea, vascular e ocular (KRAJAEJUM et al., 2006). No
Brasil existe somente um relato na forma cutanea (BOSCO et al., 2005) e provavelmente
existe a possibilidade de sub-notificacdo, devido dificuldades inerentes ao diagndstico e
associacdo da enfermidade com populacdées de baixa renda. Assim, essa enfermidade
fungo-simile, vem nos ultimos anos paulatinamente merecendo destaque na micologia
clinica, tanto veterinaria, quanto humana, ndo sendo objeto de estudo somente em
animais, mas também, em todos os individuos que possam entrar em contato com o
agente em ambientes alagados (SANTURIO et al., 2006a).

No Brasil a pitiose tem sido descrita em diversas espécies, porém o predominio dos
relatos engloba equinos distribuidos em diversos estados (SANTURIO et al., 2006a).
Embora ndo existam relatos precisos da ocorréncia no pais principalmente enfatizando
estudos epidemiologicos, os dados disponiveis indicam que a pitiose representa um

problema a criagcdo de equinos, especialmente em regides alagadicas (LEAL et al., 2001) e



provavelmente o Pantanal brasileiro pela extensao, além de caracteristicas bioclimaticas e
ambientais favoraveis a proliferagdo e manutencdo do patégeno, seja o local de maior
ocorréncia de pitiose equina no mundo (MENDOZA et al., 1996; SANTURIO et al., 2006a;
SANTURIO & FERREIRO, 2008).

A principal atividade econémica do pantanal € a pecuaria extensiva de corte (IBGE,
2007) e o cavalo insere-se particularmente neste contexto, pois é a base para o manejo do
gado na regido, incluindo-se também como importante forma de subsisténcia, pois pode
prover renda a populagdo pantaneira, através de comercializagdo direta de animais,
ecoturismo, entre outras. Além disso, 0s equinos constituem-se por vezes, como Unico
acesso as propriedades em determinadas épocas do ano, pelo advento da cheia.
Adversidades na estacdo das aguas e periodos de estiagem, determinam atencao
questionavel as praticas sanitarias. Segundo SANTOS et al. (2004), mortalidades variam
em funcédo do manejo e faixa etaria. De modo geral contribuem para as perdas, o ataque
de felideos selvagens, ofidios e enfermidades diversas como a pitiose, anemia infecciosa,
encefalite equina e tripanossomiases. Embora a probabilidade de existir grande niumero de
casos distribuidos no Pantanal seja estimada, ou mesmo no préprio cerrado em regides
circunvizinhas, considerando a riqueza regional de recursos hidricos, até o momento nao
h& nenhum estudo epidemioldgico focando a dindmica da pitiose na regido, sendo este um
dos principais fitos desse estudo.

Ainda, uma infinidade de protocolos terapéuticos tem sido testada para pitiose em
equinos, como antimicéticos, cirdrgicos ou associacdo de ambos, muitos onerosos, com
necessidade de monitoramento técnico constante. A velocidade de evolugdo da
enfermidade (principal fator de insucesso da terapéutica), o dificil acesso as propriedades
no periodo da cheia (época de maior incidéncia da doenca), baixa renda dos usuarios, sao
fatores que limitam a atencédo a saude nas popula¢des de equideos dos estratos alagaveis.
Dentre os protocolos atualmente utilizados, a imunoterapia proposta inicialmente por
MILLER (1981), surgiu como alternativa concreta para o controle e vem sendo
aperfeicoada sob diferentes técnicas de processamentos com resultados promissores
(MONTEIRO, 1999; MENDOZA et al, 2003; SANTURIO et al, 2003a). Assim,

considerando as caracteristicas peculiares da regiao (limitagdo a aporte técnico, auséncia



de infra-estrutura basica), associadas as caracteristicas do imunoterapico, desenvolvido
pelo LAPEMI/EMBRAPA (conservagao em temperatura ambiente, facilidade de aplicagao,
reacbes adversas minimas, custo acessivel), procurou-se como objetivo adicional, avaliar a
eficacia da imunoterapia, como alternativa de tratamento a campo, estudo pioneiro da

regido, quanto a essa modalidade terapéutica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Pantanal

O Pantanal brasileiro situado na regidao Centro-Oeste do Brasil, na Bacia
Hidrografica do Alto Paraguai, € conhecido como a maior area umida do planeta,
definido como uma planicie continua de inundacdo, com diversidade biolégica, de
ambientes e paisagens (WWF - Brasil 2004), albergando vegetagao caracteristica de
quatro grandes biomas como Mata-Atlantica, Cerrados, Floresta Amazénica e Chaco,
com ampla concentracdo de fauna das Américas (WADE et al., 1994).

Para fins de delimitagdo, segundo SILVA & ABDON (1998) pode ser definido como
toda area contigua inserida na Bacia do Alto Paraguai, sujeitas a inundagdes periédicas
inter e intra-anuais. Nesta, ocorrem fisionomias diferenciadas, em fung¢do das regides e
rios tributarios da imensa planicie alagavel, possibilitando sua divisdo em sub-regides
ou subunidades morfolégicas, denominadas por estudiosos como pantanais, cuja
adjetivacao, varia de acordo com a regido onde estao situados (NEVES et al., 2009).

A planicie pantaneira inclina-se suavemente na dire¢do leste-oeste e menor ainda
na direcdo norte-sul, contribuindo para o lento escoamento das aguas, sendo a
drenagem constituida por pequenos cursos de agua (cérregos), por linhas de drenagem
sem canal bem desenvolvidos (vazantes), por cérregos temporarios (corixos), por lagos
e lagoas (baias) e por meandros abandonados (CARVALHO, 1986).

O clima do Pantanal Matogrossense esta relacionado com os fatores climéticos da
bacia do Alto Paraguai e com fatores orograficos que influenciam os movimentos de
massa de ar (GARCIA, 1984). O Centro-Oeste brasileiro tem clima caracterizado por
invernos secos e verdes chuvosos, sendo que o periodo de chuva estd associado ao
deslocamento para Sul da Zona de Convergéncia Intertropical (CIT). Em funcdo da
influéncia da massa de ar tropical maritima e equatorial, as temperaturas séo elevadas
durante todo o ano e quando a CIT esta deslocada para o Norte, no inverno, a regiao

apresenta baixa ou nenhuma precipitacdo (HARSENACK et al., 2003).



As medidas metereolégicas e a analise das mesmas revestem-se de especial
importancia na pesquisa agropecuaria, que negligenciadas, dificulta planejar e
interpretar a pesquisa, uma vez que nao se podem definir relagdes entre o clima e os
resultados biolégicos aplicaveis a pesquisa (GARCIA, 1984). No Norte, as estagdes sao
mais definidas que na parte Central e Sul (GARCIA, 1984; MORAES et al., 2001),
sendo que com base nas analises de séries pluviais de setenta anos, se estimou que
acima de 80% da chuva média anual, em torno de 1200mm, se concentra no periodo de
outubro a margco (GARCIA, 1984). A estacdo chuvosa, denominada de “verao”,
concentra 80% do total anual das chuvas e a seca (abril a setembro) os 20% restantes,
sendo denominadas de “inverno”. O clima é tropical, quente e Uumido, do tipo Aw
segundo classificacdo de Kdppen, a temperatura média anual é de 25,5°C, com média
das minimas de 20°C no “inverno” e de 32°C nos meses de verdo (MORAES et al.,
2001).

Segundo SOARES et al. (2006), a litologia da regiao ocorre sob as formas argilosa e
arenosa, de modo alternado e descontinuo. Dentre as unidades fitofisionémicas, o
Campo inundavel é a maior area de ocorréncia, seguido pelas Cordilheiras, Landizal e
Cambarazal, respectivamente, com distribuicbes distintas e influenciadas pela
intensidade e duracdo da inundagéo, condicionando o espectro bioldgico da vegetagéo,
que pelo estresse hidrico e falta de oxigénio, favorece a espécies mais adaptadas a
longos periodos de alagamento (FANTIN-CRUZ et al., 2010).

De acordo com imagens termais obtidas por satélites, verifica-se que areas de
temperaturas mais amenas associam-se a cambarazais e a mata densa ao passo que
temperaturas mais quentes, 32°C em média, relacionam-se a campos e areas abertas,
com variacoes de oito a 21°C (HARSENACK et al., 2003).

A triade de solo inundavel com drenagem lenta, abundéancia de vegetacdo aquatica
e altas temperaturas ambientais, sdo condi¢cdes bioclimaticas e ambientais propicias a
proliferagédo, propagagao e manutencao do agente P. insidiosum, patégeno fungo-simile

de mamiferos e aves.



2.2. A Pitiose
2.2.1. Historico e taxonomia

Os primeiros casos relatados envolvendo equinos com pitiose foram descritos por
veterinarios ingleses na india estudando granulomas cutaneos, com infeccdo
aparentemente fungica (SMITH, 1884; FISH, 1895; DROUIN, 1896 apud MENDOZA,
1996). O primeiro isolamento foi realizado por DE HAAN & HOOGKAMER em 1901 na
Indonésia e propuseram a denominacao de Hyphomyces destruens, porém sem éxito
na classificagcao, que foi feita a partir das caracteristicas morfoldgicas das hifas e sendo
enquadrado como zigomiceto ou ficomiceto (SANTURIO & FERREIRO, 2008;
GAASTRA et al., 2010). Em 1924, no segundo isolamento descrito, J. WITKAMP isolou
micro-organismo similar a DE HAAN & HOOGKAMER, e compilou diversos aspectos
clinicos e patolégicos da doenca (MENDOZA et al., 1996). No inicio do século 20,
verificou-se em achados contemporaneos, que granulomas equinos poderiam ser
causados por nematdides do género Habronema. Assim, relatos daquela época, foram
mascarados pela nova hip6tese, nos quais se utilizou indiscriminadamente o termo
‘habronemose cuténea equina’ tendo como consequéncia, o desuso e esquecimento da
provavel etiologia fungica, que fora retomada algo em torno de trinta e sete anos depois
(MENDOZA et al., 1996). Entdao, BRIDGES & EMMONS (1961), pela terceira vez,
isolaram e identificaram o agente, e pensando tratar-se de um zigomiceto,
provavelmente Mortierella chamaram a doenga de ficomicose, termo usado para
designar micoses causadas por fungos com hifas grandes e poucos septos
(MENDOZA, 1996; SANTURIO & FERREIRO, 2008; GAASTRA et al., 2010). Em 1974,
apos isolamento e observacdo quanto a capacidade do agente produzir zodsporos
biflagelados AUSTICK & COPLAND, classificaram o H. destruens como um fungo da
familia Pythiaceae, ordem Peronosporales, que deveria ser incluido no género Pythium,
muito embora as descricoes anteriores tenham sido utilizadas até o final da década de
70 (SANTURIO & FERREIRO, 2008). Analisando isolados de mamiferos oriundos de

diversos locais, DE COCK et al. (1987) concluiram que se tratava do mesmo



organismo, sendo que a nova espécie era igual as anteriormente descritas e foi
denominado como Pythium insidiosum (MENDOZA & MARIN, 1989; SANTURIO &
FERREIRO, 2008; GAASTRA et al., 2010).

Embora o nome do agente tenha sido estabelecido, a sua classificagdo taxondmica
continuou sendo discutida nos anos seguintes (LEAL et al., 2001). DICK (2001) afirma
que Pythium insidiosum pertence ao reino Straminipila, classe Peronosporomycetes
(=oomycetes), ordem Pythialis e familia Pythiaceae. Entretanto, a classificacao é
controversa e ainda ha divergéncias entre pesquisadores (PEREIRA & MEIRELES,
2007). Assim sendo, mudancas futuras poderao ocorrer com o advento de novas
ferramentas de diagnéstico tais como biologia molecular e sequéncia de DNA
(GAASTRA et al., 2010), determinando possiveis reclassificagdes como subespécies
face a diferenga entre isolados estudados de distintas regides geograficas (SCHURKO
et al., 2003; SANTURIO & FERREIRO, 2008). Estudos taxondbmicos mais aprofundados
demonstraram que a classe Oomycetes sao filogeneticamente distantes dos membros
do Reino Fungi, com caracteristica mais préxima a algas que a fungos, principalmente
relacionados a diferengas na parede e composicao da membrana celular, sendo que
nenhum dos oomicetos compartilha da mesma bioquimica dos esteréides como fungos
(GROQOTERS et al., 2003; SANTURIO et al., 2006a).

2.2.2. O agente

Os oomicetos caracterizam-se por producédo de zodsporos biflagelados durante
reproducdo assexuada, reproducao sexuada oogamica, parede celular composta de
beta-glucanas, celulose e hidroxiprolina, talo diploide, sintese do aminoacido lisina
alternativa (MENDOZA et al., 1996; ALEXOPOULOS et al., 1996 apud SANTURIO &
FERREIRO, 2008). E um micro-organismo fungo-simile essencialmente aquético
(PEREIRA & MEIRELES, 2007; PHILIPS et al., 2008) que se reproduz assexuadamente
através de zodsporos biflagelados, os quais sao considerados propagadores do agente
e liberados periodicamente em aguas pantanosas, demonstrando quimiotaxia por pélos

e tecidos lesionados de plantas ou animais, com posterior adesao devido a uma



glicoproteina secretada na superficie do zodsporo encistado (MILLER, 1983;
MENDOZA et al., 1993; GAASTRA et al., 2010). Zodsporos ndao podem se dividir ou
multiplicar (WALKER & VAN WEST, 2007) e somente desenvolvem-se em culturas
imidas estimulados pela presenca de ions como K*, Ca®* e Mg?* (MENDOZA et al.,
1993). A temperatura 6tima para crescimento situa-se entre 34-36°C (DE COCK et al.,
1987), estando bem adaptado a temperatura do hospedeiro mamifero (GAASTRA et al.,
2010). A presenca de abrasdes cutdneos permite a adesdo e germinagdo dos
zobsporos (RAVISHANKAR et al., 2001; QUINN et al., 2005; PEREIRA & MEIRELES,
2007), que por sua vez, incrementado por temperaturas de 37°C, secretam enzimas
que facilitam a penetragdo e difusdo nos tecidos integros de hospedeiros infectados
(RAVISHANKAR et al., 2001; MACDONALD et al., 2002).

2.2.3. Epidemiologia

A pitiose € uma enfermidade distribuida mundialmente, de ocorréncia mais
frequente em areas tropicais, subtropicais e temperadas, normalmente relacionadas a
solos e ambientes Umidos (MENDOZA et al., 1996; POOLE & BRASHIER, 2003). As
localizagbes das lesbes estédo diretamente relacionadas as partes do corpo em contato
direto com aguas contaminadas por zodsporos de P. insidiosum, determinados pelo
marcante tropismo por lesdes cutaneas, intestinais e pélos (DE COCK et al., 1987;
MENDOZA et al., 1993; GAASTRA et al., 2010). Lesodes decorrentes de picadas de
insetos podem ser importante porta de entrada (MENDOZA et al., 1993; REES, 2004) e
devem ser consideradas como importante ponto epidemiolégico (SCHURKO et al.,
2003) uma vez que ja se isolou o agente em larva de mosquito na india. O fato sugere
que o oomiceto pode ter habilidade de infectar vetores, especialmente em regides
tropicais, onde mosquitos tém alta prevaléncia (GAASTRA et al.,, 2010). Nao ha
predisposicao por sexo, idade e raca e a fonte de infeccdo sdo zodsporos ambientais
(MENDOZA & ALFARO, 1986; FOIL, 1996; SANTURIO et al., 2006a, GAASTRA et al.,
2010). Até o momento, ndo foram demonstradas caracteristicas zoondéticas para

P. insidiosum, e nao ha relatos de transmissao direta entre animais e entre animais e
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homem. Ainda, a doenca nao é reproduzida experimentalmente no hospedeiro natural
(MENDOZA et al., 1998; GAASTRA et al., 2010). Pitiose tem sido relatada na Australia,
Brasil, Burma, Colémbia, Costa Rica, Indonésia, Japao, Nova Guiné, Tailandia e
Estados Unidos (GAASTRA et al, 2010). A enfermidade recebe diversas
denominacgoes, sendo conhecida como “leeches” nos Estados Unidos, “swamp cancer”
na Australia, “hyphomycosis destruens equi” na Indonésia, “espundia equina” na
Colombia e Costa Rica, “dermatite granular” no Japdo, Hifomicose, zigomicose,
“bursatte” na India, sanguessuga dos cavalos da Flérida (LUVIZARI et al., 2002;
SANTURIO et al., 2006a; PEREIRA & MEIRELES, 2007). O termo hifomicose ou
zigomicose erroneamente inclui outras enfermidades de etiologias fungicas distintas
como a basidiobolomicose, conidiobolomicose e as mucormicoses, da ordem
Entomophthorales e Mucorales respectivamente (BROWN & ROBERTS, 1988;
PEREIRA & MEIRELES, 2007). O termo “bursatte”, deriva de ‘bururs’ ou ‘bursat’ como &
conhecida na india, que significa ferida da chuva (MENDOZA et al. , 1996). No Brasil, a
terminologia pode variar de acordo com o dialeto da regido, sendo conhecida no Rio de
Janeiro como “formigueiro” (REIS JR, 2000). Na Paraiba, relativa a forma rinofacial em
ovinos, é conhecida como “focinho de touro” (RIET-CORREA et al., 2008). Em Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, € conhecida popularmente por “ferida da moda” ou
“ferida brava” e muitas vezes, tratada de forma errbnea como habronemose, dada a
semelhanca macroscépica entre essas enfermidades (LEAL et al., 2001; SANTURIO et
al., 2006a).

Na Australia, a pitiose é usualmente observada no final do verdo, depois da
formagédo de campos alagados remanescente de chuvas e altas temperaturas sazonais
(MILLER & CAMPBELL, 1982; MENDOZA et al., 1996, LEAL et al., 2001; SANTURIO et
al., 2006a), o mesmo ocorrendo no Brasil, emergindo durante ou apds estagao chuvosa
e em todas as regides (PEREIRA & MEIRELES, 2007; SANTURIO & FERREIRO,
2008). Para a producdo de zodsporos méveis, forma infectante do agente, segundo
MILLER & CAMPBELL (1982), sao requeridas temperaturas entre 30 e 40°C e acumulo
de 4gua em banhados e lagoas. No Pantanal Sul brasileiro, a maioria dos casos é

registrada entre os meses de fevereiro e maio, correspondendo ao apice da estacao
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das aguas, enquanto que na Paraiba, os registros distribuem-se entre julho e outubro,
ocorrendo nessa regiao, de sete a dez meses apos o inicio das chuvas (TABOSA et al.,
1999; SANTURIO et al., 2006a). Segundo MENDOZA (1996) o Pantanal brasileiro pode
ter a maior incidéncia e prevaléncia da pitiose equina do mundo, pela extensa planicie
inundavel e condi¢cdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento do patégeno. O
oomiceto encontra-se largamente distribuido na natureza, particularmente em areas
pantanosas alagadicas compostas por aguas com valores de pH proximos a
neutralidade (SILVEIRA et al., 2010).

O ciclo inicia-se quando uma planta é colonizada e ocorre a diferenciagéo do
esporangio, que ap6s a maturacao liberam zodsporos (MENDOZA et al., 1993). Os
zoOsporos sao moveis, biflagelados e desempenham papel de propagadores do agente,
nadando em dire¢do a outra planta para iniciar um novo ciclo. Existe um quimiotactismo
tanto relacionado a planta, quanto relacionado ao pélo do animal (MILLER, 1983;
MENDOZA et al., 1993; MENDOZA et al., 1996; PEREIRA & MEIRELES, 2007). Se um
animal ou humano entra neste ecossistema, os zo6sporos podem ser atraidos para
tecidos lesados, aderindo-se através de uma substancia amorfa secretada que apos
fixacdo, permite a formacéo de filamentos com poder invasivo e causando pitiose no
hospedeiro (MENDOZA et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996).

2.2.4. Patogénese

A patogénese nao esta bem definida em parte devido a reproducao experimental
ser obtida apenas em coelhos (MENDOZA et al.,, 1996) e até o momento nao foi
possivel reproduzir em equinos, ndo obstante ser a espécie mais afetada, ou em
qualquer outro animal (SANTURIO & FERREIRO, 2008; GAASTRA et al., 2010). Hifas
de Pythium insidiosum nao exercem pressao suficiente para penetrar em pele intacta e
provavelmente, segundo RAVISHANKAR et al. (2001), prévias lesbes macro ou
microscopicas sao necessarias para desenvolver infeccdo nos animais. Ha
controvérsias relativas a isto, pois embora animais possam ser contaminados a partir de

pequena lesdo cutanea, existe também a possibilidade de penetragdo através de
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foliculos pilosos, uma vez que se detectou hifas no interior dos mesmos de bovinos
infectados (SANTURIO et al., 1998). Ainda, para exercer forca de penetracdo em
tecidos integros, o oomiceto utiliza enzimas que para serem produzidas, requerem
temperaturas de 37°C. Essa premissa é condicdo indispensavel para que ocorram
ativagcao e producao enzimatica (RAVISHANKAR et al., 2001). Os zo6sporos encistados
estimulados pela temperatura corporal do hospedeiro desenvolvem um tubo germinativo
(hifa) que se estendem dos mesmos, penetrando mecanicamente nos tecidos do
hospedeiro ou invadindo vasos sanguineos (em humanos). A doenca progride
rapidamente, se ndo tratada nos estdgios iniciais colocando em risco a vida dos
hospedeiros. Em humanos com comprometimento vascular, os indices de ébito chegam
a 47% e em animais nao tratados, ou abordados de forma tardia, predomina o desfecho
fatal ou disfuncado (REIS JR & NOGUEIRA, 2002). Apds penetracdo nos tecidos, ocorre
liberacdo de exoantigenos que atraem as células apresentadoras de antigenos (APC).
Os APC liberam IL4 que estimula a atragcao dos linfécitos T auxiliar, que por sua vez
estimulam linfécitos Th2, os quais induzem a producdo de mais IL4 e IL5. As IL4
estimulam células B para producao de IgE, IgM e IgG que sédo detectadas por testes
sorolégicos. As IL5 e IgE desencadeiam a mobilizagao de eosindéfilos e mastdcitos para
o sitio lesional, que degranulam sobre as hifas, provocando o fenédmeno de Splendore-
Hoeppli. Os restos necroticos acumulados dardo origem aos kunkers, material branco
amarelado semelhante a corais, que se formam somente na espécie equina. No interior
dos kunkers, existe uma grande produgdo de exoantigenos, evento que bloqueia a
resposta imune em Th2 (MENDOZA et al., 2003), mecanismo de evasado do Pythium
insidiosum relativo ao sistema imune do hospedeiro equino. Acredita-se que a grande e
constante liberacdo de mediadores inflamatérios em carater crénico, como fator de
necrose tumoral, seja responsavel pela doenca debilitante crénica caracteristica que os
animais expressam (LEAL et al., 2001), além da crénica perda de sangue e ions devido
ao carater secretorio das extensas lesdes ulceradas (MILLER, 1983; ALFARO &
MENDOZA, 1990; LEAL et al., 2001). Ainda, enfermidades granulomatosas crénicas
com etiologia fungica de modo geral, determinam anemia e hipoproteinemia (DIAL,
2007).
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Massas que podem se desenvolver no abdémen, geralmente cursam com carater
obstrutivo, determinando grave sindrome célica (BEZERRA JUNIOR et al., 2010).
Envolvimentos 06sseos se relacionam com enfermidade de curso clinico crénico
(ALFARO & MENDOZA, 1990; HEADLEY & ARRUDA JUNIOR, 2004; FREY JR et al.,
2007), que normalmente sao refratarios a terapia variada e geralmente culminam com

obito.
2.2.5. Pitiose em monogastricos
2.2.5.1. Pitiose em equinos

Nesta espécie, a mais atingida, as lesdes cutaneas sdo mais prevalentes que
lesbes intestinais ou ésseas. O prurido € um sinal comum, podendo ocorrer por
contaminacao secundaria dos sitios lesionais, ou mesmo pela ativacao e degranulacao
de mastécitos, eosindfilos, macréfagos e outras células inflamatérias, envolvidas nos
danos teciduais, sendo o prurido e automutilagdo consequéncia a esses eventos
(GAASTRA et al., 2010). Contaminagao e necrose tecidual determinam forte odor no
tecido afetado (BUBBERMAN, 1914 apud GAASTRA et al., 2010). As lesdes cutaneas
sao normalmente de carater Unico (SANTURIO & FERREIRO, 2008), embora sejam
frequentes lesbes multiplas (MILLER & CAMPBELL, 1982; MENDOZA & ALFARO,
1986), evoluindo rapidamente, com ulceracdo, e formagdo de extenso tecido de
granulacao, frequentemente secretérias (SANTURIO et al.,, 2006a; GAASTRA et al.,
2010). Sao comuns formacgdo de tecido necrético, composto por hifas, eosinéfilos
degranulados e outras células inflamatérias, que se agregam e formam estruturas
semelhantes a corais, de coloragdo cinza-amarelada, com tamanhos variando entre
dois e 20 mm, reconhecidas internacionalmente como kunkers (SANTURIO et al.,
2006a) e verificadas somente na espécie equina. Essas estruturas a medida que vao
sendo formadas, sdo expelidas através dos sinus em permeio a lesdo de forma

espontanea ou apds sofrerem determinada pressdo na éarea afetada (MILLER, 1983;
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LEAL et al., 2001, MENDOZA & NEWTON, 2005; SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA
et al., 2010).

Os sinais clinicos de cavalos afetados variam conforme grau e localizacao da
lesdo e podem ser verificadas claudica¢des, edema perilesionais, laminites e por vezes
infartamento de géanglios regionais, fato que ndo necessariamente significa metastase
(MILLER & CAMPBELL, 1984; SANTURIO et al., 2006a). Embora mais raro, pode
existir lesdes 0sseas (ostedlise ou osteomielites) ou disseminacao para outros 0rgaos,
em continuidade a lesées cutaneas de carater crénico (GOAD, 1984; MENDOZA et al.,
1988; ALFARO & MENDOZA, 1990; REIS et al., 2003; HEADLEY & ARRUDA JUNIOR,
2004) os quais, conforme mencionado anteriormente, normalmente determinam
prognéstico desfavoravel (FREY JR et al., 2007). A caquexia progressiva que animais
afetados apresentam € um sinal frequente e muito relatado, associado a pitiose
subaguda ou crénica a despeito da manutencao do apetite (MILLER, 1983; ALFARO &
MENDOZA, 1990; LEAL et al. 2001).

Por vezes a enfermidade cursa com quadros de abdébmen agudo, devido o
carater obstrutivo consequentes ao desenvolvimento de massas intraluminais de
localizagdo gastroentéricas, sendo normalmente diagnosticadas em necropsias ou
verificadas em transoperatérios (SANTURIO et al., 2003b; BEZERRA JUNIOR et al.,
2010). O envolvimento intestinal em equinos segundo SANTURIO et al. (2006a), €
considerado a segunda forma mais frequente da infecgéo pelo Pythium insidiosum.

No Pantanal brasileiro, foram relatadas formas atipicas da enfermidade, nas quais
as lesdes adquiriram um carater quiescente, sem secrecao constante € os animais nao
exibiam caquexia progressiva. Esse perfil verificado com curso clinico acima de um ano,
sem alteracao significativa sob o escore corporal e tdo pouco relativo ao aspecto e
tamanho da les&o, ainda n&do foi descrito em outro local, sendo verificados somente
nessa regiao (LEAL et al. 2001).
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2.2.5.2. Pitiose em caninos

Em caes, segunda espécie mais atingida (SANTURIO et al.,, 2006a) a doenca
envolve trato gastrointestinal e pele, sendo relatada frequentemente em céaes jovens,
especialmente da raca Labrador, em contato com ambientes alagados como lagoas ou
pantanos (MILLER, 1985; FISHER et al., 1994; GROOTERS, 2003; BERRYESSA et al.,
2008). Lesdes no estdbmago (RODRIGUES et al., 2006) sdo mais comuns que em
intestino delgado (BRELLOU et al., 2006). Em menor escala o trato digestivo superior,
na regido do esb6fago e circunjacentes, podem ser atingidas (PATTON et al., 1996;
HELMAN & OLIVER, 1999). A enfermidade € de carater consuntivo crbnico e
normalmente verificam-se massas abdominais palpaveis, ocasionalmente envolvendo
mesentério e linfonodos regionais, caracterizadas por inflamagdo granulomatosa e
presenca de hifas intralesionais (TROST et al., 2009), cabendo atencédo no diagndstico
diferencial de doencas debilitantes crénicas, principalmente em caes jovens oriundos de
propriedades rurais (MILLER, 1985). Ressalte-se que casos de lesdo cutanea crénica
ulcerativa com localizacdo lombar foram relatados, em sitios corpdéreos onde
comumente ocorre dermatite alérgica a pulgas (RIVIERRE et al., 2005). Ja se relatou
também afec¢do prostatica (JAEGER et al., 2002) devendo portanto, serem
consideradas no diagnostico diferencial com enfermidades mais comuns na casuistica
ambulatorial e passiveis de confundimento, além de patologias provocadas por outros
oomicetos patogénicos (GROOTERS, 2003).

2.2.5.3. Pitiose em felinos

Em gatos, segundo SANTURIO et al. (2006a), é considera rara, havendo poucos
relatos na literatura. Alguns casos descritos estavam relacionados a obstrucao intestinal
e foram resolvidos por ampla resseccao cirargica (RAKICH et al., 2005). Ha relatos de
infeccao nasal e retrobulbar, sem envolvimento de 6érgaos internos (BISSONNETTE et
al., 1991 apud SANTURIO & FERREIRO, 2008).
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2.2.6. Pitiose em ruminantes
2.2.6.1. Pitiose em bovinos

Até pouco tempo considerada de baixa frequéncia, os primeiros relatos datam da
década de 80 na regido de Louisiana (MILLER et al., 1985) e 90 na regido do Pantanal
em Mato Grosso do Sul (SANTURIO et al.,, 1998). Os relatos descrevem lesoes
cuténeas em regides apendiculares de bezerros, sendo que no primeiro houve relato de
Obito ao passo que no segundo mencionou-se cura espontdnea das lesées. Novos
relatos surgiram entdo a partir de 2005, nos quais se descreveu a enfermidade em
forma de surtos na Venezuela (PEREZ et al., 2005), e na regido Sul do Brasil
(GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009). Cura espontanea foi predominantemente
observada em bovinos jovens. As lesées envolviam injurias cutaneas localizadas na
porcao distal de membros, ulceradas, com edema perilesional e claudicacoes,
relacionando-se epidemiologicamente ao contato dos animais com aguas contaminadas
por zodsporos. Somente nos primeiros relatos foi possivel o isolamento do agente,
segmento ao que parece, bastante dificil de obter éxito, sendo a confirmacao dos casos
baseados em métodos sorolégicos e moleculares. PEREZ et al. (2005) chamam
atencdo para a probabilidade de outras ocorréncias em regides endémicas de clima
tropical com impacto econémico ainda desconhecido, podendo, pela similaridade
macroscoépica, alguns casos de pododermatite atribuidos a bactérias anaerdbicas,
serem provocados por Pythium insidiosum. Regressdao das lesbes em periodos de
tempo relativamente curto pode dificultar o diagnéstico, sugerindo que a enfermidade
possa ser mais frequente, porém nao diagnosticadas, nas areas de risco (GRECCO et
al., 2009). Nesta espécie ndo ha formacao de kunkers (SANTURIO & FERREIRO,
2008).
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2.2.6.2. Pitiose em ovinos

A primeira descricdo ocorreu em 2004, em rebanhos da regidao Nordeste do Brasil
sob a forma de surtos e um caso foi relatado na regido de Mato Grosso (TABOSA et al.,
2004; SANTURIO et al., 2008). Em todas as situa¢cdes os animais apresentaram curso
clinico fatal. Ocorre durante ou final do periodo chuvoso, podendo surgir surtos na
época seca, porém relacionados a permanéncia de animais dentro ou ao redor de
acudes para pastoreio, face a escassez de forragens (TABOSA et al., 2004; RIET-
CORREA et al., 2008; SANTURIO et al., 2008). A manifestacdo clinica apresenta-se
sob duas formas: a primeira, tal como ocorre nos equinos, caracterizadas por lesdes
ulcerativas cutaneas distribuidas nos membros, por¢des ventrais do abddémen e
escapula, ressequida ou umida, com superficie de coloracdo avermelhada, ou marrom
escura (TABOSA et al., 2004) sem kunkers. A segunda, sob a forma rinofacial (RIET-
CORREA et al., 2008; SANTURIO et al., 2008). A evolucao, de acordo com TABOSA et
al. (2004), resulta invariavelmente em Obito em animais ndo tratados. Recentes
trabalhos apontam evidéncias que terapias a base de iodeto de potassio podem dar
resultados satisfatérios nessa espécie, principalmente se utilizados no inicio da
enfermidade (PEREIRA & MEIRELES, 2007; SOUZA et al., 2010). A alta prevaléncia da
doenca em rebanhos de ovinos, em condi¢des ecoldgicas favoraveis a multiplicacao e
transmissao do patégeno, aliados a ocorréncia de metastases em linfonodos regionais,
pulmdes e tendao, com elevados indices de Obitos nos animais néo tratados, sugere
que a espécie € altamente susceptivel a pitiose (TABOSA et al., 2004). Vale ressaltar
gue em alguns casos, existem lesdes muito semelhantes macroscopicamente, podendo
inclusive existir coinfec¢des, com zigomicetos, mais especificamente conidiobolomicose
(RIET-CORREA et al., 2008).

2.2.6.3. Pitiose em dromedarios

Existe relato em dromedario (Camelus dromedarius) que apresentou leséo facial e

submetido a tratamento associando imunoterapia, iodo e ceftiofur, porém evoluindo
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para Obito precedido de caquexia progressiva em um periodo de seis meses, sendo
observadas hifas no omaso (WELLEHAN et al., 2004). Em recente trabalho, VIDELA et
al. (2011) relatam o desenvolvimento de extensa massa vulvar em dois outros
dromedarios, dos quais um deles evoluiu para éxito letal, apesar do protocolo clinico-

cirurgico.

2.2.7. Pitiose em outras espécies

Relatos de pitiose em outras espécies predominam nos animais criados em
cativeiro. Nesses ambientes, os animais estdo ativamente sob vigilancia, facilitando
dessa forma o diagnostico, se comparados aos de vida livre. Grandes felideos
selvagens podem ser acometidos e existe descricdo em Panthera onca na América
Central e Panthera tigris tigris na Florida. No primeiro houve acometimento primario
pulmonar, enquanto que o segundo se verificou desenvolvimento de lesdo abdominal,
ambos cursando para éxito letal (CAMUS et al., 2004; BUERGELT et al., 2006).
GAASTRA et al. (2010) relata que P. insidiosum foi isolado de tecidos de ursos
(Tremarctos ornatus) acometidos de lesdes cutédneas e trato gastrointestinal em
zoolégico de Columbia na Carolina do Sul. Existe também uma descricdo acerca de
acometimento cutédneo de cegonha (Plegadis chihi) oriunda de regidao alagavel na
Califérnia (PESAVENTO et al., 2008).

2.2.8. Pitiose em humanos

A maioria dos casos de pitiose humana foi diagnosticada na Tailandia e em menor
escala nos EUA, Australia, Haiti e Nova Zelandia, apresentando altas taxas de
morbidade e mortalidade (KRAJAEJUM et al., 2006; SANTURIO et al. 2006a). Os casos
afetam individuos aparentemente saudaveis, sendo a totalidade relativa ao contato ou
permanéncia de hospedeiros infectados com aguas contaminadas por zodsporos, seja
por condicdo ocupacional ou lazer (GAASTRA et al., 2010). Os diagnosticos foram

relatados na década de 80 e as lesGes apresentam-se sob a forma subcutanea,
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vascular - com trombose e gangrena, além da sistémica, atingindo a extremidade de
pacientes talassémicos e ceratite, associada ou nao a talassemia. Pacientes
acometidos sao predominantemente do sexo masculino, entre 20 e 60 anos, com
atividades nas areas rurais, como plantio de arroz em banhados ou piscicultura
(SANTURIO et al., 2006a; KRAJAEJUM et al., 2008). Subnotificagdo é provavel, pois a
pitiose pode ser confundida com outras infec¢des fungicas. Na Australia e USA criancas
sdo mais susceptiveis a forma ocular, enquanto que adultos desenvolvem mais a forma
subcutdnea (MENDOZA et al., 2003). A grande associacao da pitiose com pacientes
portadores de enfermidades hemoliticas, considerando o predomineo de relatos em
pacientes com esse perfil, sugere que a hemdlise pode de alguma forma incrementar a
susceptibilidade dos hospedeiros humanos ao oomiceto (KRAJAEJUM et al., 2008). Até
0 momento, ha um Unico caso descrito no Brasil com manifestacao cutanea (BOSCO et
al., 2005).

2.2.9. Pitiose experimental

Foi comprovada a susceptibilidade em coelhos pela inoculagdo subcutanea ou
intraperitoneal com solugéo rica em zodsporos. A espécie é a Unica utilizada como
modelo experimental, pela impossibilidade de reproducao em qualquer outro hospedeiro
(MILLER & CAMPBELL, 1983; SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et al., 2010). A
primeira via citada determina formacdo de granuloma progressivo, porém sem
ulceragdo, enquanto que na segunda, 0s animais desenvolvem hepatite severa e
peritonite, com area de necrose contendo hifas (SANTURIO et al., 2006a). Interessante
relatar que a susceptibilidade de coelhos a infeccao experimental foi relatada 100 anos
atras por WITIKAMP (1924, 1925) de acordo com a revisdao de GAASTRA et al. (2010),
e tem sido usada até o momento, para testes de agentes imunoterapicos e
antimicéticos, ainda que a sindrome clinica desenvolvida, difere em parte do hospedeiro

equino.



20

2.2.10. Diagnostico / Exames complementares

Considerando ampla variedade de doencas fungicas, passiveis de
confundimento, pelo desenvolvimento de sindromes clinicas similares ou relativas a
outras doencas, existem muitos limites para diagndstico preciso da etiologia (DIAL,
2007). Tradicionalmente, o diagnéstico € embasado nos aspectos clinicos,
histopatoldgicos, isolamento e identificacdo do agente através de suas caracteristicas
culturais, morfolégicas e reprodutivas, metodologia que dificulta a identificacao precoce,
um dos principais quesitos para o sucesso terapéutico (SANTURIO et al., 2006a,b;
KRAJAEJUM et al.,, 2008; GAASTRA et al. 2010). Existem inumeras entidades
nosoldgicas similares, as quais demandam atencdo ao diagnostico diferencial e de
modo geral, exemplificam-se a habronemose, neoplasias, tecido de granulacéo,
granulomas fungicos (especialmente provocados por zigomicetos) e bacterianos
(MILLER, 1983; SANTURIO et al., 2006a; DIAL, 2007; GAASTRA et al., 2010). Assim,
métodos sorolégicos e moleculares constituem poderosas ferramentas para diagnéstico
precoce e preciso (GROOTERS et al., 2002a,b; SANTURIO et al., 2006a; DIAL, 2007;
GAASTRA et al., 2010).

2.2.10.1. Cultura

O isolamento é considerado método padrao de diagnéstico (LACAZ et al., 2002;
GROOTERS et al., 2002b; DIAL, 2007), porém sensibilidade do agente, associado a
tempo de coleta frustram grande parte das tentativas. O agente € extremamente
sensivel a baixas temperaturas e amostras devem preferencialmente ser enviadas em
temperatura ambiente. Requerem manuseio preciso e frequentemente existe
contaminacdo bacteriana e fungica secundaria que limitam o crescimento do agente
(DIAL, 2007).

Os zodsporos podem ser produzidos, a partir do cultivo de P. insidiosum em folhas
de grama estéreis sobre 4gar dgua a 2% e incubacado a 37°C pelo periodo de 18 a 24

horas, que apo6s incubagdo crescem a partir de hifas terminais (SANTURIO et al.,
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2006a). A inducao da zoosporogénese, além de ser método de diagnostico, proporciona
utilizacdo em testes de susceptibilidade em modelos experimentais (PEREIRA et al.,
2008).

2.2.10.2. Hematologia e bioquimica

As alteracdes encontradas sao inespecificas. Evidéncia de inflamacao croénica, como
leucocitose e monocitose ou hipergamaglobulinemia com aumento de proteinas
inflamatdrias, com ou sem diminuicdo da albumina, pode apenas nortear a suspeita de
doenca fungica, além de anemia e hipercalcemia, comuns em doenc¢as granulomatosas
(DIAL, 2007). As informagdes acerca dos constituintes sanguineos dos animais

infectados sao de forma geral, genéricas e superficiais.

2.2.10.3. Citologia e Histopatologia

Ambas as técnicas podem auxiliar, mas nao permite diferenciacdo precisa entre
pitiose e zigomicoses (GROOTERS, 2007). A citologia é largamente utilizada, porém os
oomicetos, organismos fungo-simile, como Pythium e Lagenidium apresentam baixa
afinidade por corantes usualmente utilizados (KAUFMAN, 1998; GROOTERS, 2003;
DIAL, 2007).

A experiéncia do patologista € fundamental na analise de uma amostra em
consonancia com coleta apropriada do tecido lesado pelo clinico. Vale lembrar ainda,
que devido a proliferacao de tecido de granulagdo exuberante, areas essenciais para o
diagnostico podem nao ser contempladas em bidpsias incisionais (REIS JR &
NOGUEIRA, 2002). Basicamente trés técnicas s&o utilizadas, uma em carater
complementar a outra, objetivando acuracea no diagnéstico: hematoxilina-eosina (HE),
prata-metenamina (Grocott) e imuno-histoquimica.

Pela técnica de HE, identificam-se na pele, areas irregulares e eosinofilicas de
necrose, associadas ocasionalmente a imagens negativas tubuliformes de hifas

fungicas. Essas areas normalmente correspondem aos kunkers a macroscopia. Ao
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redor, pode-se observar infiltrado inflamatério constituido por numerosos eosinéfilos e
poucos macréfagos e neutréfilos, em permeio a marcada quantidade de tecido
fibrovascular (MILLER & CAMPBELL, 1984; BROWN & ROBERTS, 1988; SALLIS et al.,
2003; PEREIRA & MEIRELLES, 2007; GAASTRA et al., 2010). Podem ainda, serem
encontradas células gigantes multinucleadas e reacdo de ‘Splendori-Hoeppli’
(SANTURIO et al. 2006a; PEREIRA & MEIRELLES, 2007).

A forma rinofacial se expressa em ovinos tanto em pitiose, como em
conidiobolomicose de modo muito similar macro e microscopicamente (RIET-CORREA
et al., 2008; SANTURIO et al., 2008) demandando extrema cautela nas analises dos
tecidos de ovinos, pois histologicamente, as diferencas sdo sutis e facilmente
confundiveis. Em pitiose a reacado de Splendori-Hoeppli € mais discreta, as hifas tém
paredes grossas e sao alongadas, a despeito de hifas largas, com paredes finas em
conidiobolomicose (RIET-CORREA et al., 2008). Aléem disso, zigomicetos podem
provocar lesdes na face, porém sao considerados agentes oportunistas e normalmente
nao desencadeiam resposta eosindfilica em hospedeiros infectados (WILLIANS, 1969;
SYMMERS, 1972 apud RIET-CORREA et al. 2008). Entao, para uma maior acuracea, é
prudente se utilizar de métodos de diagnéstico auxiliares.

Em cortes histoldgicos, pode-se valer de técnica ha muito conhecida, porém de
ampla aplicagdo em hifomicoses, através de coloragdo especial com sais de prata
(Técnica de Grocott). Por meio dessa, é possivel visibilizar hifas impregnadas de cor
preta ou amarronzada, com paredes espessas, raramente septadas, com ramificacdes
irregulares, encontradas na pele, nos kunkers ou intestino lesado, dentro de focos de
mineralizacado; lembrando que kunkers facilmente encontrados em lesdes cutaneas
cronicas, nao se formam em lesdes gastroentéricas (MORTON et al. 1991; PROPHET
et al., 1992; PURCELL et al., 1994).

A imuno-histoquimica tem sido amplamente utilizada a partir de analises de tecidos
obtidos por biépsias ou necropsias, sendo altamente especifica (DIAL, 2007). O
principio da técnica € similar ao ELISA indireto, com especificidade e sensibilidade
largamente dependente do anticorpo primario (DIAL, 2007; GAASTRA et al., 2010).

Permite diagnéstico etiolégico preciso em tecidos recém coletados em que nédo ha
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material disponivel para cultura, ou mesmo quando essas falham. Probabilidade de
reacbes falso-positivos sdo pequenas, pois marcam epitopos especificos do reino
Chromista, ndao sendo portanto encontrados nas hifas dos fungos zigomicetos
(BROWN et al., 1988; MENDOZA et al., 1997; REIS & NOGUEIRA, 2002; PEDROSO et
al., 2009).

2.2.10.4. Técnicas sorologicas

Diversos testes sorologicos estdo disponiveis. A imunodifusdo apresenta alta
especificidade, porém com baixa sensibilidade, e testes de ELISA, aumentam o padrao
de sensibilidade. Ambos requerem pessoas habilitadas para processamento.
Pesquisadores afirmam que a metodologia do ELISA é bastante sensivel e especifica
para detectar precocemente pitiose em hospedeiros infectados (MENDOZA &
NEWTON, 2005). Além desses testes, outros com Western blot e dot-blot foram
desenvolvidos. O Ultimo, para diagnostico em humanos com pitiose cutadnea ou
vascular, pode ser utilizado em areas rurais, pela praticidade e baixo custo (SANTURIO
et al., 2006a,b; JINDAYOK et al,. 2009).

A eficiéncia da imunodifusdo para o soro-diagnéstico da pitiose e zigomicoses foi
demonstrada, comprovando que este teste é eficiente para o diagnéstico diferencial
dessas micoses em humanos e animais, com alta especificidade, porém com
sensibilidade relativamente baixa (MENDOZA et al., 1986; SANTURIO et al., 2006b).

O ELISA foi desenvolvido para aumentar a sensibilidade e especificidade
(GROOTERS 2002a, GAASTRA et al. 2010) e é utilizado em rotina de diagndstico,
devido a esses parametros aproximarem-se de 100% (SANTURIO et al., 2006b; DIAL,
2007). Esse teste pode ser utilizado tanto para diagnostico precoce, como para
evolucao clinica, uma vez que titulos de anticorpos caem bruscamente, apds cura da
doenga clinica (SANTURIO et al. 2006b; DIAL, 2007). Atualmente, segundo SANTURIO
et al. (2006a,b) é considerada a mais eficiente técnica imunolégica para se detectar
casos precoces. Testes comparativos indicam que o teste de ELISA além de ser
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eficiente para diagnéstico de pitiose, possui especificidade semelhante a imunodifusao,
porém com maior sensibilidade (MENDOZA et al., 1997).

2.2.10.5. Testes moleculares

A principal vantagem do teste é a sensibilidade e a principal desvantagem é o
controle de qualidade nos testes diagndsticos, devido a sensibilidade e contaminagao
de amostras com comunicacgao falso-positivo, além de alguns componentes dos meios
ou acondicionamento em formol por longos periodos, que podem gerar resultados falso-
negativo. Porém, com processamento adequado, permite identificacdo precisa de
agentes, mesmo quando presentes em pequeno numero na amostra (DIAL, 2007).
Segundo GROOTERS & GEE (2002) a utilizagdo de Nested PCR diminui a
probabilidade de amplificacdo de regides inespecificas e assim incrementa a
sensibilidade e especificidade desse tipo de teste. Sequenciamento génico com
amplificagdo do RNA ribossomal, regido ITS1, através do PCR, é uma poderosa
ferramenta para deteccéo e identificacdo de P. insidiosum (SANTURIO et al., 2006a).
Entender a patogénese do oomiceto a niveis moleculares, de acordo com KRAJAEJUM

et al. (2011), pode contribuir significativamente para novas perspectivas de tratamento.

2.2.11. Terapias utilizadas em pitiose

A pitiose destaca-se pela dificuldade no tratamento, apresentando pobre resposta a
terapia (VICARIVENTO et al., 2008; GAASTRA et al., 2010). S&o utilizados diversos
protocolos clinicos, abordagens cirlrgicas ou associagdo de ambos. Drogas
antifungicas de modo geral apresentam baixa eficacia, tornando a imunoterapia
associada ou nao a cirurgia como uma das principais op¢oes terapéuticas (FOIL, 1996;
MENDOZA & NEWTON, 2005; SANTURIO & FERREIRO, 2008).

Em protocolos clinicos, combinagdo de diversos tipos de terapéutica tem sido
estimulada. Pythium insidiosum difere dos fungos verdadeiros na producao de zodéporos

méveis biflagelados e na composicao de sua parede celular, sendo que no primeiro a
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parede contém celulose e beta-glucanas, e no segundo quitina. A membrana plasmatica
de P. insidiosum, agente fungo-simile, ndo contém esterdides (ergosterol), que € o
componente alvo da maioria das drogas anti-fungicas, provavel causa do insucesso
terapéutico com esses compostos (FOIL, 1996; SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et
al., 2010).

Agentes que interferem com biosintese de ergosterol como itraconazole, terbinafina
e anfotericina B, além de iodeto de potassio e sédio apresentam efeitos variaveis, com
controvérsias, considerando relatos de sucesso com uso dessas drogas em equinos por
alguns autores (HUBERT & GROOTERS, 2002; GAASTRA et al, 2010). Dependendo
do hospedeiro envolvido a resposta pode ser satisfatéria, como no caso de ovinos
acometidos por pitiose nasal (PEREIRA & MEIRELLES, 2007; RIET-CORREA et al.,
2008). Recentemente, pela inibicdo da sintese de Beta-glucanas, principal componente
da parede celular do oomiceto, a caspofungina tem sido testada (ARGENTA et al.,
2010). Terapias sistémicas associando itraconazol e terbinafina em cées e humanos
tém se apresentado como efetivos, porém com custos elevados (HUBERT &
GROOTERS, 2002).

Cirurgia radical, promovendo excisao total do granuloma com ampla margem de
seguranca € utilizada em equinos e humanos, nesses ultimos, por vezes determinando
amputagcdo de membros. Ainda assim, podem existir altas taxas de recurréncia
(KRAJAEJUM et al, 2006; GAASTRA et al., 2010). Resultados satisfatérios podem ser
obtidos, envolvendo excisdo de lesdes pequenas, recentes e superficiais (SANTURIO et
al., 2006a). Dependendo da localizagdo e evolugao, a excisdo com ampla margem e
segurancga torna-se dificil, pelo envolvimento de estruturas anatémicas profundas e
importantes para o paciente (HUBERT & GROOTERS, 2002). Na area do pantanal,
tratamentos empiricos a base de exérese e cauterizagdo com ferro candente sao
amplamente preconizados (LEAL et al., 2001).

A imunoterapia, baseada no tratamento de cavalos infectados com antigenos
extraidos de P. insidiosum, inicialmente preconizada por MILLER (1981), tem sido
aperfeicoada e utilizada nos ultimos anos para tratamento da pitiose equina e humana
(HUBERT & GROOTERS, 2002). Através dessa técnica nao invasiva, se obteve indices



26

de cura em humanos ao redor de 55% e em equinos variando de 70 a 83% conforme
relatos de diversos autores (MENDOZA & NEWTON, 2005; SANTURIO et al., 2006a).
Os imunoterapicos sao investigados sob diferentes técnicas de processamento, onde se
procura preservar e pesquisar antigenos soluveis, que possam estimular a
diferenciagdo da resposta imune, de modo a incrementar respostas terapéuticas,
aplicaveis a usos curativos.

O mecanismo proposto para cura baseia-se principalmente na resposta celular,
ainda que a humoral possa auxiliar na recuperagao (MENDOZA & NEWTON, 2005;
SANTURIO et al., 2006a). Em sintese, na pitiose natural, a resposta imune se relaciona
a inflamacgao eosinofilica, com estimulacao de linfocitos Th2 e liberacdo de interleucina
quatro e cinco. Quando imunégenos sao injetados, os antigenos presentes em seu APC
sao distintos da infec¢ao natural e liberam interferon-gama que ativam linfocitos Th1. O
Th1 ativado produz mais inferferon-gama e interleucina 2, que ativam células
mononucleares, como linfécitos Th1 e macréfagos, que por sua vez, danificam e
destroem as hifas, promovendo a cura do hospedeiro (MENDOZA et al., 2003;
MENDOZA & NEWTON, 2005; SANTURIO et al., 2006a).
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CAPITULO 2 - PITIOSE CUTANEA EM EQUINOS: DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
RESUMO

Em funcdo da semelhangca morfolégica de lesdes decorrentes de pitiose, com
outras doencas granulomatosas cutaneas em equinos, além da descaracterizacao
inicial pelo uso de tratamentos inespecificos, ha necessidade de criteriosa investigacao
epidemioldgica, clinica e laboratorial para se estabelecer o diagnéstico diferencial.
Sendo assim, no presente trabalho estudaram-se os aspectos clinicos e morfol6gicos
de casos de granulomas cutdneos em 13 equinos, provenientes das regides de
pantanal e cerrado do estado do Mato Grosso, Brasil. Dermatopatias devido pitiose
(7/13) e sarcoide (4/13) foram as mais frequentes, correspondendo a 84,6% das
afeccdes. Os restantes (15,4%) dos casos estudados envolveram tecidos de granulacéo
inespecificos, carcinoma epiderméide e melanoma, este U(ltimo de ocorréncia
simultanea com pitiose.

Palavras-chave: pitiose, sarcoide, tecido de granulagao, equinos, diagnéstico.
INTRODUCAO

Frequentemente as dermatopatias sdo um aspecto frustrante da clinica de
grandes animais, porque problemas cutaneos resultantes de diferentes causas podem
apresentar-se com aspectos clinicos confundiveis (EVANS, 1993), especialmente entre
os diferentes tipos de granulomas cutdneos em equinos, considerando semelhanca
entre pitiose, outras hifomicoses, habronemose ou sarcoide (ANTONIASSI et al., 2010;
BELO REIS et al., 2011). Por isso é fundamental estabelecer diagnédstico diferencial
(MEIRELES et al., 1993; YAGER & SCOTT, 1993; BIAVA et al., 2007; RAMOS et al.,
2008). O éxito da terapia aplicada aos problemas de pele depende de uma abordagem
sistematica por parte do clinico e as diferentes técnicas de diagndstico devem ser
utilizadas sempre que necessario (EVANS, 1993).
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Biopsia de lesdes granulomatosas e ulcerativas na pele de equinos sao
recomendaveis na fase inicial, como forma de direcionar os procedimentos
terapéuticos, pois a maior parte dos tecidos analisados com suspeitas clinicas iniciais
de sarcoide ou habronemose apresentou diagndstico de pitiose com base no seu perfil
histologico (SALLIS et al., 2003).

O objetivo deste trabalho € descrever e discutir os aspectos epidemioldgicos,
clinicos e morfoldgicos da pitiose cutdnea em equinos e outras dermatopatias passiveis
de confundimento, comumente abordadas na rotina ambulatorial, com a finalidade de

propor ferramentas de apoio para o diagnéstico diferencial dessas enfermidades.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 13 casos clinicos de equinos que apresentaram dermatopatias
persistentes, de evolugcdo subaguda ou crbnica, com lesbes granulomatosas
semelhantes entre esses individuos. Os animais foram examinados e acompanhados
em datas distintas, em procedimentos realizados por veterinarios de campo, com
propdésitos diagnésticos e terapéuticos. Os equinos incluidos neste estudo eram
oriundos da regido Norte de Mato Grosso, envolvendo areas de pantanal e cerrado. O
diagnostico presuntivo baseou-se nos aspectos epidemioldgicos, apresentacao clinica e
distribuicdo das lesées. Como auxilio diagnéstico para finalizacdo dos casos e aplicagao
da terapéutica adequada, procedeu-se o exame histolégico de fragmentos tecidos
lesionados, colhidos através de bidpsias incisionais, conservados em formalina a 10%,
processados por técnica de rotina, corados pela hematoxilina-eosina (LUNA, 1968).
Amostras de soro de 11 animais foram submetidas ao teste de ELISA indireto para
pesquisa de anticorpos anti-Pythium (SANTURIO et al., 2006b).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A existéncia de dermatopatias envolvendo diferentes etiologias, tais como pitiose,

sarcoide e tecidos de granulagdo inespecificos, sdo bastante comuns na regido
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estudada e aponta para necessidade de exames complementares com a finalidade de

confirmar o diagnéstico, tendo em vista a semelhanca das lesbdes, por vezes

descaracterizadas pelo uso de terapéutica empirica ou inadequada (Tabela 1).

Tabela 1. Demonstrativo de dermatopatias envolvendo pitiose e outras passiveis de confundimento ou
associadas, em equinos oriundos dos biomas pantanal e cerrado do estado de Mato Grosso.

Caso Diagnéstico Diagnéstico Localizagao anatémica Apresentacao Resolucéo/ evolugéao Origem
histolégico! sorolégico?
1 Sarcéide Negativo Sulco escapula Mltipla Terapéutica cirdrgica  Pantanal
2 Sarcoide Negativo Lateral escépula Unica Espontanea Pantanal
3 Sarcoide Negativo Pinas, face e abdémen Multipla Terapéutica cirdrgica Cerrado
4 Sarcoide Negativo Peitoral e abdémen Multipla Terapéutica cirdrgica Cerrado
5 Tecido de Negativo Membro pélvico esquerdo Unica Espontanea Pantanal
granulagao
6 Pitiose Positivo Membro pélvico esquerdo Unica Terapéutica clinica Pantanal
(Calcéneo)
7 Pitiose Positivo Porgéo média e distal dos Multipla Terapéutica clinica e Pantanal
membros cirdrgica
8 Pitiose Positivo Membro pélvico esquerdo Unica Terapéutica clinica Pantanal
(canela)
9 Tecido Positivo Membro pélvico direito Unica Terapéutica clinica e Pantanal
granulagéo / (canela) cirargica
Pitiose )
10 Pitiose Positivo Membro pélvico esquerdo Unica Terapéutica clinica e Cerrado
(canela) cirargica
11 Carcinoma NR Olho esquerdo Unico Terapéutica cirtrgica Cerrado
epidermdide
12 Pitiose Positivo Perineo Unico NR / Obito Pantanal
13 Melanoma NR Face / cauda Mltiplos NR /Obito Cerrado
Pitiose Membro toracico esquerdo Unica

! Universidade Federal de Mato Grosso / Laboratdrio de Patologia Veterindria

2Universidade Federal de Santa Maria / Laboratdrio de Pesquisas Micoldgicas/ Teste de ELISA indireto para
diagnéstico soroldgico de pitiose.

NR Nao realizado
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Nos casos envolvendo pitiose, foram acometidos animais com idades
variadas e ndo menos que 18 meses. Todos 0s casos segundo informagdes
iniciaram no periodo das chuvas. A temporalidade de evolugéao das lesdes em sua
maioria variou de duas a oito semanas, notando-se rapida perda de peso,
comparando-se a animais saudaveis do mesmo lote. As lesbes iniciais ou
subagudas (até 30 dias) eram circunscritas, apresentando-se concavas ao centro e
com bordas elevadas (Figura 1).

Figura 1. Pitiose cutéanea, trés semanas
de evolugcdo, em membro pélvico
de equino.

Tendiam a formato elipséide na condicao mais crénica (acima de 60 dias),

elevando-se na superficie ao centro e tornando as bordas rasadas (Figura 2).

Figura 2. Pitiose cutanea, oito
semanas de evolugcdo, em
membro pélvico de equino.
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Os didmetros variaram de trés a 35 cm, normalmente ulceradas, umidas,
brilhantes, por vezes com tecidos necréticos invadindo galerias cutaneas profundas
e presenca de massas branco-amareladas semelhantes a corais (kunkers) no seu
interior. Essas massas, facilmente destacaveis, que podem ser eventualmente
expelidas do sitio lesional, sdo forte indicio de relagdo causal da lesdo com
Pythium insidiosum. Isto € relatado em diversos artigos (MENDOZA et al., 1996;
LEAL et al.,, 2001; FREY JR et al., 2007; MACIEL et al., 2008), porém  ocorre
somente nos equinos, ndo sendo observado nas demais espécies quando
infectadas (SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et al., 2010). llustrado na Figura 3.

Figura 3. Detalhe de membro toracico de equino acometido por pitiose cutdnea. Em
permeio ao tecido de granulagdo observam-se diversos kunkers (grumos
brancos amarelados indicados por setas), que aparecem em maior quantidade
no tecido subcuténeo.

A distribuicdo das lesdes ocorreu mais frequentemente nas porcées meédias
ou distais dos membros, predominando apresentacao unica (85,71%) com relacao
a multiplas (14,29%). O prurido nas areas dos granulomas era evidente, e os
animais se automutilavam com mordidas vigorosas e frequentes, sendo a

superficie normalmente hemorragica.
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Nos casos diagnosticados como sarcoides (neoplasmas benignos,
normalmente ndo metastaticos), as lesées eram circunscritas ou elipticas, com
didmetros variaveis, ora erodidas, ora ulceradas. Na superficie central,
predominava a forma convexa com as bordas rasadas em continuidade limitrofe a

tecido saudavel e intimamente ligada a &rea circunjacente (Figura 4).

Figura 4. Equinos acometido por sarcoides nas regides peitoral (A e B) e
escapular (C e D), alguns ja reincidentes (B) apds exérese e
cauterizagao com ferro candente.

A superficie normalmente apresentava-se brilhante, algumas uUmidas e
ressequidas, recobertas com crostas furfuraceas, por vezes acantéticas e
esfoliantes. Aspectos variavam entre fibroblasticos e verrucosos.

A evolucdo desses casos foi lenta, geralmente sem prurido, por vezes
permanecendo estacionada sem comprometer 0 escore corporal do animal. Nao
houve sazonalidade e em trés casos houve recidivas apds tratamento cirargico e

um apresentou remissao espontanea. Na seccao de tecidos apds remogao, nao se
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observava sinus, tdo pouco kunkers, apenas tecido de cor brancacenta, firme,
medianamente ou muito vascularizado. Houve um caso de remissao espontanea.
Esta dindmica esta de acordo com autores que afirmam que os sarcoides nao
fazem metastases, exibem manifestacdes clinicas variaveis, desde o crescimento
invasivo agressivo até a regressao espontanea (NASIR & REID, 1999).

Os sarcoides distribuiram-se na face (préximo aos olhos e pinas), costados e
regido peitoral, préximo ao sulco da escapula e normalmente a apresentagéo era
multipla (75% dos casos).

O tecido de granulacao inespecifico apresentou superficie brilhante, umida,
convexa e pruriginosa (Figura 5). Além disso, ao corte, possuia coloragédo
brancacenta, consisténcia moderadamente firme ou fridvel dependendo do ponto, e
com hemorragia em lencol. A evolucao da lesdo apresentou uma fase inicial rapida,
manteve-se estacionada e regrediu apds periodo de 60 dias com curativos locais.
Nao houve perda de escore corporal. A velocidade do processo de cicatrizagcao
nesses casos, sofre influéncia de diversos fatores, podendo ser afetada
adversamente com aumento do tempo e custo de tratamentos (FERREIRA et al.,
2010).

Um tecido de granulacao exuberante se desenvolveu secundariamente a um
carcinoma espinocelular no olho esquerdo de uma fémea equina, da raca Arabe,
com dez anos de idade e pelagem tordilha (Figura 6).

Esta neoplasia ocorre comumente em cavalos com pélpebras nao
pigmentadas, como também em genitadlia de equinos (MOORE, 1993). A
despigmentacdo € um importante detalhe na abordagem diagnéstica, em
conformidade com esse caso, 0 qual se caracterizava por extenso tecido de
granulacéo, unico, de formato circular, muito vascularizado, envolvendo a érbita

ocular esquerda, de evolugao crdnica (acima de seis meses).
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Figura 5. Tecido de granulagéo inespecifico decorrente de Figura 6. Equino acometido por carcinoma
trauma em membro pélvico de equino com espinocelular recoberto por extenso tecido
aproximadamente 45 dias de evolugao de granulagdo com seis meses de

evolugao.

Outro paciente apresentou melanoma associado com pitiose. Tratava-se de
um equino, macho, adulto com 16 anos de idade. As lesdes relativas ao melanoma
distribuiram-se de modo aleatério, normalmente nodular, pigmentado, mais
abundante na area facial e por¢do ventral da cauda (Figura 7B, 7C). No mesmo
animal havia no membro toracico esquerdo tecido fibroso estendendo-se da canela
ao boleto, entremeado por galerias preenchidas por kunkers (7A), com pitiose
reincidente. E comum a incidéncia de melanoma em animais com idade avancada
e plena e saudavel atividade (EVANS, 1993; SOARES et al. 2009). Em
contrapartida, casos de pitiose cursam com agravos e evolugao que por vezes
culminam em ébito natural, como nesse caso (LEAL et al., 2001; MACIEL et al.
2008).

A ocorréncia de pitiose apresenta sazonalidade geralmente associada ao
periodo chuvoso, além de apresentar como fator de risco a existéncia de ambiente
onde ha &gua estagnada (MILLER & CAMPBELL, 1982; LEAL et al.,, 2001),
enquanto os sarcoides distribuem-se durante todo o ano. Na maioria dos casos de
pitiose as lesbes sao unicas (SANTURIO et al., 2004), lesées multifocais sdo pouco



35

frequentes (CHAFFIN et al., 1992), com superficies umidas e evolugao rapida e
progressiva.

Figura 7. Membro toracico de equino acometido por pitiose (A). Notar numerosos kunkers

no subcutdneo em permeio ao tecido de granulacdo (setas). Em B e C,
numerosos nédulos pigmentados no mesmo animal, na regiao facial e porgao

ventral da cauda.

Os sarcoides apresentam-se geralmente de forma multifocal com alta
propensao a recorréncia geralmente com superficie discretamente Umida ou
ressecada e de evolugcao normalmente lenta, por vezes estacionaria (SCOTT &
MILLER, 2003).

A influéncia da causa e o tempo de evolugédo do granuloma sobre o escore

corporal € evidente. Em casos envolvendo sarcoides ou granulomas inespecificos,
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independente do tempo de evolucdo da lesdo, o escore corporal dos animais
permaneceu bom, enquanto nos de pitiose, ap6s duas a trés semanas de evolugcao
a perda de peso foi notavel. Isto pode ser explicado pela liberagao de fatores de
necrose tumoral que promovem fenémenos de caquexia (SANTURIO et al. 2004).
A hemorragia crénica decorrente da automutilagdo em consequéncia do prurido
também pode contribuir com a perda de peso.

A partir da segunda e terceira semana, ja € possivel observar perda de peso
nos animais acometidos, com pacientes desenvolvendo enfermidade consuntiva
cronica, que em fases terminais exibem caquexia extrema (Figura 8A-8D), em
concordancia com HEADLEY & ARRUDA JUNIOR (2004), MACIEL et al. (2008),
LOFF et al. (2010). Animais que desenvolvem essa sindrome, por vezes ficam a
maioria do tempo em decubito (Figura 8A), apresentam anemia crbnica, perda de
ions constante e hipoproteinemia, além de fraqueza geral, em trés a sete meses de

curso clinico.

Figura 8. Animais acometidos por pitiose cutdnea avangada. Observar acentuada

caquexia, em animais tratados (A e B) e ndo tratados (C e D).
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Ressalta-se que na regido do pantanal foram verificados casos atipicos de
pitiose crénica envolvendo apresentagao subcutédnea sem influéncia sobre o escore
corporal (LEAL et al., 2001), confundiveis com sarcoides ou mesmo apresentarem-
se associados, pois 0s sarcoides ulcerados  podem predispor a
penetragdo de P. insidiosum. Nesses casos, a presenca dos kunkers seria
fundamental para o diagndstico.

Muares sao igualmente afetados, seguindo os mesmos padrdes de sinais
progressivos e crénicos, porém os sitios lesionados se expressaram inicialmente
sob a forma nodular com fistulas (9AB), ulcerando a medida que cronificavam
(Figura 9A). Tal como ocorre na espécie equina, os muares também produzem
kunkers. Assim, essa formacao é caracteristica de Equidae, ou seja, pode atingir

equinos e muares, nao sendo verificadas em outras espécies.

Figura 9. Muares acometidos por pitiose cutédnea. Em A, lesdo nodular inicial que se tornou ulcerada,

na regiao peitoral, em um periodo de 90 dias. Em B, les&o nodular fistulada na regido do

abdémen ventral.

Dados epidemiolégicos e clinicos das dermatopatias em equinos,
envolvendo localizacao, evolucao, aspectos e sazonalidade das lesdes, frequéncia
de recidivas e comprometimento de escore corporal sdo informagdes que permitem
nortear suspeitas na primeira abordagem do diagnéstico diferencial. Estes
diferenciais estao sintetizados na Tabela 2 e seguidos de breve discussao.
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Tabela 2. Dados resumidos para auxilio na abordagem clinica para diagndstico de dermatopatias em
equinos.

Etiologia da
dermatopatia

Caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas mais comuns

Caracteristicas
morfoldgicas da(s)
les@o(0es)

Detalhe importante

Pitiose®®

Sarcoides®

Tecido de
granulagao
inespecifico®

Carcinoma
epidermoide®

Melanomas?

Habronemose®

Emagrecimento

Normalmente pruriginosa
Relag@o ambiente alagado

Maior incidéncia periodo chuvoso
Sem nenhum fator de predilecéo
Lesbes mediais ou distais

Escore corporal normal
Normalmente ndo pruriginosa

Sem relagéo climatica ou ambiental
Animais mais jovens

Lesdes proximais (abdémen e face)

Escore corporal normal

Prurido variavel

Relagéo com trauma prévio
Todas as idades
Desenvolvimento mais comum em
membros

Escore corporal variavel

Prurido ausente

Relagéao altas temperaturas e exposicdo
solar

Animais adultos

Comum em olhos, érbita e genitais

Escore corporal normal

Prurido ausente

Animais acima de 5 anos

Pelagem tordilha

Lesbes base da cauda, face e genitais

Escore corporal normal
Prurido presente
Todas as idades

Comum areas de transicdo mucocutaneas,

face, 32 palpebra
Mais comum no verao

Normalmente Unica
Muito Secretéria
Circunscritas
Bordas elevadas no
inicio

Crescimento rapido

Normalmente multipla

Discretamente secretéria

ou ressequida

Aspecto fibroblastico ou
Verrucoso

Bordas rasadas

Unicas
Medianamente
secretérias

Formato irregular
Crescimento répido e
estacionario

Bordas rasadas

Unicas ou mdiltiplas
Secretorias
Ulceradas
Crescimento lento

Normalmente multiplas
Nodulares
Pigmentadas

N&o ulceradas
Crescimento lento

Normalmente Unica
Secretoria
Ulceradas
Circunscritas
Crescimento rapido

Presencga de kunkers na macroscopia
Presenca de hifas na histologia

N&o responsivo a ivermectinas ou
inibidores da colinesterase

Kunkers ausentes

Muito hemorragicas

Normalmente areas despigmentadas
ou de transigao

Animais senis com pelagem tordilha

Kunkers ausentes
Presenca de larvas na histopatologia

Responsivo a ivermectinas ou
inibidores de colinesterase

* Diagnéstico histopatolégico

® Diagnéstico sorolégico (Teste de ELISA indireto para diagndstico de pitios
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As diferencas na distribuicdo das lesdes pelo corpo dos animais podem ser
explicadas pelo fato de que a forma infectante do Pythium insidiosum esta presente na
vegetacao aquatica e os equinos que pastejam em areas alagadas permanecem com
0s membros parcialmente submersos (CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996), sendo um
importante fator predisponente para desenvolvimento da pitiose.

Apesar da realizacdo da bidpsia e exame histologico, alguns diagndsticos nao
raramente permanecem inconclusivos ou falsamente negativos, pois o0s tecidos
analisados podem contemplar apenas tecido de granulacéo, e a area infectada pelo
Pythium pode ndo ser amostrada. Diversos autores (REIS JR & NOGUEIRA, 2002;
SANTURIO et al. 2006a) relataram essa possibilidade, pois em formagdes exuberantes
de tecido de granulagéo, as areas focais de necrose podem ficar distantes uma das
outras e frequentemente ndo sdo acessadas em bidpsias incisionais. Por isso sugere-se
coleta abrangente, incluindo a area de transi¢gdo com tecido normal.

Uma suspeita comumente presente é a habronemose cutanea, sendo o
diagnéstico baseado no encontro de larvas de helmintos no tecido analisado (PRESTES
& MOYA, 2008). O diagnéstico presuntivo baseado nos aspectos macroscopicos das
lesbes desta enfermidade é muito frequente entre técnicos, porém em diversos
trabalhos os exames histoldgicos indicaram outra etiologia na maioria dos casos
(SALLIS et al., 2003; MACIEL et al., 2008) sendo a pitiose a causa mais diagnosticada
(REIS JR & NOGUEIRA, 2002; SALLIS et al. 2003). Deve ser considerada no
diagnéstico diferencial de todas as lesbes ulcerativas nédo-cicatrizantes, dada a
aparéncia macroscopica, particularmente nas lesdes que envolvem juncgdes
mucocutaneas. Qualquer lesdo ulcerativa pode ser infectada pelo Habronema sp
secundaria e causa primaria passara desapercebida, se as biopsias para histopatologia
da mesma forma nao forem realizadas adequadamente (EVANS, 1993). Ressalte-se
que neste estudo, no sitio lesional de infec¢des por P. insidiosum, apesar da ulceracao,
miiases foram incomuns. Provavelmente o microambiente com predominio de
eosindfilos seja desfavoravel ao desenvolvimento de larvas.

O teste de ELISA indireto para diagndstico soroldgico de pitiose foi efetuado em

11 animais do estudo e os resultados apresentaram total concordancia com os
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diagnosticos histolégicos, demonstrando ser um teste de grande auxilio para a
investigacdo causal da lesdo. Mesmo sendo pouco utilizada, é uma importante
ferramenta para o diagnédstico precoce, além de apresentar caracteristicas de rapidez e
praticidade, apresentam sensibilidade e especificidade de 91,66% e 95,83%,
respectivamente (SANTURIO et al., 2006b).

CONCLUSAO

As abordagens epidemiolégicas e clinicas, seguidas de colheitas de amostras
biolégicas visando exames complementares e analise criteriosa do conjunto das
informagdes amplia a possibilidade de éxito no diagndstico correto, progndstico e

terapéutica adequada das dermatopatias em equinos.

Trabalho posteriormente adaptado as normas do periédico Revista Brasileira de Medicina Equina, que

apos submissao foi aceito e publicado conforme referéncia abaixo:

SANTOS, C. E. P.; MARQUES, L. C.; SANTURIO, J. M.; JULIANO, R. S.; SILVA, J. A. Pitiose cutanea

em equinos: diagnostico diferencial. Revista Brasileira de Medicina Equina, Sao Paulo, v. 32, p. 24-27,

2010.*

*De acordo com ABNT 6023
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CAPITULO 3 - PITIOSE EM ANIMAIS DE PRODUGCAO NO PANTANAL
MATOGROSSENSE

RESUMO

Realizou-se, em quatro propriedades rurais no Pantanal Matogrossense, em
2009 e 2010, um estudo clinico e epidemiol6gico da pitiose em bovinos e equinos. A
enfermidade ocorreu predominantemente entre os meses de novembro e margo,
correspondendo ao periodo chuvoso na regido. A incidéncia média anual foi de 0,22% e
12,5% em bovinos e equinos, respectivamente. Nos bovinos, a distribuicdo dos casos
ocorreu no apice das cheias e restringiu-se a novilhas de 6 a 18 meses de idade, nas
quais as lesdes cutaneas estiveram associadas com edemas perilesionais discretos e
claudicacbes, mas curaram espontaneamente, em um periodo maximo de 90 dias. Nos
equinos, a pitiose acometeu animais de ambos 0s sexos, de trés a oito anos de idade e
registrou-se um caso de reinfeccao. A doenca evoluiu com agravos no sitio lesional,
com desenvolvimento de extenso tecido de granulacdo, kunkers em permeio a lesao,
acentuada caquexia e mortes, as quais ocorreram entre trés e sete meses apds o inicio
dos sinais. A mortalidade média foi 5,88% e a letalidade, 45,45%. A confirmagao do
diagnostico incluiu ELISA-teste, PCR, histopatologia (HE e Grocott) e isolamento de P.
insidiosum. Na area endémica estudada, a enfermidade ndo causou impacto econémico
em bovinos, a despeito da evolugao insatisfatoria registrada na maioria dos equinos.
Nesse estudo, a incidéncia de pitiose em equinos foi 57,23 vezes a observada em
bovinos, com significancia estatistica. Apesar das mesmas condi¢cdes ambientais, tal
diferenca foi provavelmente associada com susceptibilidade, comportamento e manejo
das espécies nos campos alagados.

Palavras-chave: Oomicetos, Pythium insidiosum, pitiose, equinos, bovinos,

epidemiologia.
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INTRODUCAO

A pitiose é uma enfermidade piogranulomatosa do tecido subcutdneo causada
por Pythium insidiosum, micro-organismo classificado no Reino Straminipila, Classe
Oomycetes, Ordem Peronosporales e Familia Pythiaceae (SANTURIO et al., 2006a). A
pitiose tem sido descrita em equinos, bovinos, caprinos, ovinos, caninos, felinos,
humanos (ALEXOPOULQOS et al., 1996), mamiferos selvagens (CAMUS et al., 2004) e
aves (PESAVENTO et al., 2008). A doenca é intimamente associada com o contato de
animais e humanos com aguas contaminadas com zodsporos moéveis, forma infectante
de P. insidiosum. Nao ha predisposicao por sexo, idade, ou raga, nem ha relato de
transmissdo direta entre animais, ou entre animais e humanos (MENDOZA et al., 1996;
GAASTRA et al., 2010).

O prejuizo provocado pela pitiose em equinos, espécie mais atingida, € bem
documentado e inclui disfungdo, custos de tratamento e mortes esporadicas
(MENDOZA & ALFARO, 1986; LEAL et al., 2001; FREY Jr et al., 2007). Em ovinos,
embora pouco relatada, o curso clinico é grave e com desfecho fatal (TABOSA et al.,
2004; SANTURIO et al., 2008). Em contrapartida, nos casos em bovinos, predomina
cura espontanea (SANTURIO et al., 1998; PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008;
GRECCO et al., 2009).

Devido a dificuldade de diferenciar pitiose de outras infecgdes fungicas, o
diagnostico deve incluir, além da histopatologia, outros métodos. Isolamento e
identificacdo do micro-organismo (LACAZ et al., 2002) nem sempre apresenta éxito. A
identificacdo precoce da doencga, no entanto, é dificil através desses métodos, mas a
sorologia por ELISA apresenta boas sensibilidade e especificidade (LACAZ et al., 2002;
SANTURIO et al., 2006b; DIAL, 2007). Imuno-histoquimica e reagdo em cadeia de
polimerase podem ser utilizadas em tecidos apropriadamente preservados
(RODRIGUES et al., 2006; DIAL, 2007; GABRIEL et al., 2008). Esse trabalho relata,
comparativamente, a dindmica e o perfil da pitiose em hospedeiros bovinos e equinos,
além de enfatizar os aspectos epidemioldgicos da doenca no Pantanal Matogrossense,

Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Os dados epidemioldgicos e clinicos foram obtidos em quatro propriedades, onde
foram relatados casos suspeitos da enfermidade em 11 equinos e sete bovinos, nas
areas rurais distribuidas ao longo da rodovia Transpantaneira, municipio de Poconé,
MT. Foram incluidos no estudo animais que desenvolveram lesdes cutdneas com
formacao de tecido de granulagdo no periodo 2009-2010. Esse estudo associou método
descritivo observacional com analitico comparativo, entre espécies estudadas.

Fragmentos de tecidos mantidos em temperatura ambiente e também
refrigerados, obtidos por bidpsias incisionais de sete bovinos e onze equinos foram
coletados e encaminhados aos Laboratérios de Microbiologia Veterinaria e Patologia
Veterinaria (LMV e LPV) e Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT), bem como ao Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), neste para isolamento e cultivo do
agente causal. Para o isolamento, fragmentos de tecidos afetados, obtidos por bidpsia
foram lavados em agua estéril e em seguida semeados em tubos com tampa de rosca
contendo Meio Minimo, Agar Saboraud Dextrose (ASD) ou Micosel e apds foram
incubados a 37°C, por 48 horas. A identificacdo considerou caracteristicas
macroscépicas e microscopicas de P. insidiosum, além da indugdo da zoosporogénese
(PEREIRA et al., 2007). Adicionalmente, realizou-se caracterizagdo molecular (PCR)
nos tecidos, segundo BOTTON et al. (2011), com primers especificos para
P. insidiosum.

Para a histopatologia, fragmentos de tecidos foram fixados em formalina 10%,
processados por técnicas de rotina, corados pela hematoxilina-eosina (HE) e prata-
metenamina de Grocott (GMS) (PROPHET et al.,, 1992). Amostras soroldgicas dos
animais acometidos foram testadas para anticorpos especificos anti-Pythium pelo
ensaio imunoenzimatico indireto em fase sélida, no LAPEMI (SANTURIO et al., 2006b).

Para o estudo de novos casos em uma populacdo de individuos sob risco,
durante intervalo de tempo especifico (estudo prospectivo), adotou-se incidéncia como
medida de frequéncia (HENNEKENS & BURING, 1987). Face a frequéncia esperada
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em qualquer uma das quatro células ser inferior a cinco, utilizou-se o teste exato de
Fischer, através do Programa Epi Info, verséo 6.0 (DEAN et al., 2001) e verificou-se o
risco relativo de bovinos e equinos desenvolverem a doenca (PETRIE & WATSON,
2009).

RESULTADOS

Os casos distribuiram-se nos meses de dezembro a abril de 2009 e 2010, com
maior concentracdo em dezembro e janeiro que corresponde ao apice do periodo
chuvoso na regido. O perfil epidemiolégico sumarizado das ocorréncias esta
apresentado na Tabela 3. Em bovinos, a ocorréncia variou de 0,15 a 3,64% e nao
houve nenhuma morte. Em equinos, registrou-se 5,88 a 28,57% de incidéncia, com

indices de mortalidade e letalidade similares, variando de 40-100%.

Tabela 3. Perfil epidemiolégico de pitiose cutdnea em animais de producdo (2009-2010), em quatro
propriedades rurais no municipio de Poconé, Pantanal Matogrossense.

PR*  Ano Bovinos Equinos
Ne de Ne¢de Incidéncia Mortalidade Ne de Ne¢de Incidéncia Mortalidade Letalidade
expostos  casos (%) (%) expostos  casos (%) (%) (%)
1 2009 550 01 0,18 0 17 01 5,88" 5,88 100
2 2009 600 01 0,17 0 32 03 9,38° 00 00
3 2010 55 02 3,64 0 07 02 28,57° 28,57 100
4 2010 2000 03 0,15 0 32 05 15,63° 6,25 40
Total 3205 07 0,22 0 88 11 12,5 5,68 45,45

2 Propriedade rural, ® ndo tratados, ®tratados.
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A preferéncia dos bovinos por areas mais secas (coxilhas=cordilheiras) para
pastejo e permanéncia contrastou com o comportamento registrado em equinos que se
mantinham em locais com acumulos de agua (baias ou lagoas), campos inundadas com

drenagem lenta e vegetacdo aquatica abundante (Figurai0 e Figura 11).

Figura 10. (A) Equinos distribuidos nos campos do Pantanal Matogrossense durante o periodo de cheia
(fevereiro de 2010) com abundante vegetagdo aquatica. (B) Equino no periodo de estiagem
(setembro de 2009) em estacao em lagoa eutrofizada.

Figura 11. Equinos e bovinos distribuidos em dois campos parcialmente alagados no final do periodo
chuvoso (margo/2009) na regido de Poconé-MT. Observar aspectos comportamentais
diferenciados das duas espécies, segregados, com bovinos preferindo pastar e permanecer em
locais mais altos e secos (cordilheiras), contrariamente ao equino, que prefere permanecer e
pastar em locais de drenagem lenta como pequenas baias ou lagoas, com membros

parcialmente submersos.
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Além disso, a conducao dos bovinos as areas mais secas era pratica de manejo
usual, em situacdo de cheias. Houve associacdo entre a espécie e a incidéncia da
doenca. O risco para equinos foi 12,5% e, para bovinos, 0,22%, conforme disposto na
Tabela 4. A incidéncia de pitiose em equinos foi 57,23 (risco relativo) vezes a observada
em bovinos (teste de exato de Fisher; P<0,0001 e Intervalo de Confianga a 95%
variando de 22,72-144,14).

Tabela 4. Estudo de coorte sobre pitiose cutdnea em animais de producéo de quatro propriedades rurais
do Pantanal Matogrossense (2009-2010).

Pitiose cutanea

Espécie Sim Nao Total Risco / Risco
relativo
Equinos 11 77 88 11/88"
Bovinos 07 3198 3205 7/3205™
Total 18 3275 3293 57,23

Re = Risco equino, Ry, = Risco bovino, RR = Razao de risco ou risco relativo
Teste exato de Fisher; Intervalo de Confianca a 95% (22,72-144,14).

Sete casos foram registrados em bovinos, todos em novilhas (seis a 18 meses),
com graus variados de mesticagem e bom escore corporal. As lesdes cutaneas
apresentavam-se usualmente apendiculares distais, Unicas ou multiplas e, inicialmente
(até dez dias), circunscritas e com superficies planas, hemorragicas, umidas e
brilhantes (Figura 12).
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Figura 12. (A) Novilha, cinco meses de idade, com lesdo cutanea distal no membro pélvico, decorrente
de pitiose. (B) Padrao circunscrito, superficie umida, vermelha e brilhante em lesdo recente,
com menos de dez dias de evolugao.

Nas fases mais tardias (20 a 40 dias), seguia-se a forma eliptica, as vezes
disforme, com superficie ressequida e hiperémica. Na fase de resolucao,

apresentavam bordas em linha escuras e angulares (Figura 13).

Figura 13. (A) Novilha, 12 meses de idade, com lesdes distais nos membros pélvicos, decorrentes de
pitiose. (B) Lesbes cutaneas em diferentes graus de resolucdo, padrao disforme, com bordas
angulares, coloragdo avermelhada, moderadamente ressequida, com discretos focos
hemorragicos, entre 20 e 40 dias de evolugao.
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Discreto edema adjacente foi identificado em seis novilhas e claudicagdo, em
duas. O caso mais persistente (mais de 60 dias) foi associado com edema e ulceragao
profunda, além de claudicacdo. Nenhum caso bovino foi tratado e todos curaram
espontaneamente, sem qualquer registro de perda de escore corporal. O tempo para
remissao total das lesdes foi de trés semanas a trés meses.

Os equinos sem raca definida (n=6), ou da raca pantaneira (n=5) apresentavam
bom estado corporal inicial, porém, verificava-se rapida perda de peso a partir da
segunda ou terceira semana de evolugado da lesdo cutanea. Os casos afetaram onze
equinos adultos com 3 a 8 anos de idade. As lesdes eram de localizagdo axial ou
apendicular (proximal ou distal), Unicas ou multiplas (Figura 14) e, inicialmente (até 20
dias de evolugao), circunscritas, com superficie central concava e bordas proeminentes,

mas a medida que cronificavam, tornavam-se elipticas com superficie central projetada,

friaveis e com secrec¢des serosanguinolentas.

Figura 14. Equino, fémea, quatro anos de idade, com lesdes multifocais decorrentes de pitiose, na
extremidade distal de membros torécicos. (A) Severa emaciacado do animal afetado apos trés
meses de evolugdo. (B) Detalhe das lesdes, com superficie Umida, tecido de granulagéo,
kunkers em permeio ao tecido distribuidos principalmente nas bordas. O quadro evoluiu para a
morte, cerca de 30 dias mais tarde.

As vezes, havia sinus e focos necréticos de onde era possivel extrair kunkers

(materiais brancos ou amarelados semelhantes a corais), com dois a 20 mm. Esses
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kunkers aumentavam proporcionalmente a condicdo temporal da lesdo. Um caso foi
associado a trauma prévio (laceracdo com arame). Todas as lesbes apresentaram
carater progressivo e susceptivel a agravos. Trés dos 11 equinos nao foram submetidos
a tratamento e evoluiram, em trés a sete meses, a grave caquexia (Fig. 14A) que
antecedeu as mortes. De oito equinos tratados com imunotergpicos (Pitium Vac®)
associados, ou ndo a debridamento cirdrgico, observou-se remissdo dos sinais clinicos
em seis e refratariedade em dois que morreram, de forma semelhante ao ocorrido nos
equinos nao tratados. O equino que teve lesdo abdominal havia desenvolvido pitiose
em um membro pélvico, dois anos antes.

P. insidiosum foi isolado somente de amostras de equinos e cresceu em Meio
Minimo como hifas hialinas submersas, parcialmente septadas e com ramificagdes
perpendiculares laterais, em angulo reto. Nas amostras de bovinos, havia crescimento
parcial, porém a repicagem, ocorria contaminag¢ao bacteriana secundaria.

Nas amostras de bovinos, observou-se a microscopia, multiplos focos de necrose
com infiltrado granulomatoso composto por macréfagos, neutréfilos e, por vezes,
células gigantes multinucleadas contendo estruturas tubuliformes semelhantes a hifas
fungicas. Havia intensa proliferacéo de tecido de granulagéo, acantose e hiperqueratose
e, na derme, observou-se infiltrado granulomatoso perivascular moderado com
presenca de macréfagos e eosindfilos. Nas amostras de equinos, havia intensa
proliferacdo de tecido de granulacdo com necrose multifocal contendo imagens
negativas tubuliformes de hifas ramificadas e irregulares. Ao redor das areas de
necrose, os infilirados eram predominantemente compostos por eosinéfilos, macréfagos
e raras células gigantes. Nas duas espécies houve impregnagdo das hifas pela
coloragao de prata. As bidpsias e as amostras de soro dos animais em concordancia
com achados histologicos foram sororreagentes no teste de ELISA e, através da técnica
de PCR, amplificaram um fragmento de aproximadamente 105pb que caracteriza
Pythium insidiosum.
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DISCUSSAO

O padrao de distribuicdo temporal dos casos de pitiose no Pantanal
Matogrossense segue o mesmo perfil nos rebanhos estudados, em ambas as espécies
estudadas, de forma similar aos registros da Austrélia, onde os casos também se
concentram em verdes chuvosos (MILLER et al., 1985; LEAL et al., 2001; SANTURIO et
al., 2006a). A frequéncia de casos na espécie equina é maior que na espécie bovina.
Considerando a propor¢cdao entre o numero de animais expostos e 0s que
desenvolveram a doenca no periodo estudado, pode-se dizer que a incidéncia da
pitiose em equinos foi 57,23 vezes a observada em bovinos. Embora expostos as
mesmas condicdes ambientais, o padrao de comportamento das espécies
possivelmente influenciou a ocorréncia da doencga, pois 0s equinos se mantiveram mais
tempo nos locais alagadicos, em comparacao com 0s bovinos, 0os quais preferiam, ou
eram conduzidos as coxilhas nas situagdes de alagamentos. Assim, equinos tém maior
risco de contato com as formas infectantes do agente. Entretanto, os bovinos apenas
permaneciam em locais inundados espontaneamente, se ndo houvesse a alternativa de
alimento e refugio em areas mais altas e secas. Sdo reconhecidas essas influéncias
ambientais e a presenga de zodsporos infectantes em locais de vegetacdo aquatica
abundante e alta temperatura (MENDOZA et al.,, 1996; SANTURIO et al., 2006a;
GAASTRA et al.,, 2010). Essas particularidades podem estar associadas com a
frequéncia em bovinos somente no pico da cheia e uma maior frequéncia por periodos
mais extensos em equinos. Outros relatos associam areas alagaveis com casos de
pitiose, tanto em bovinos (GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009), quanto em
equinos (LEAL et al., 2001; SANTURIO et al., 2006a). Ressalta-se que varios aspectos
podem mascarar quantitativamente as ocorréncias nos bovinos, subestimando-as. Entre
estes, incluem-se lesdes apendiculares distais recobertas parcialmente por barro (dificil
visibilizacao), curso clinico nao tao prolongado (quanto em equinos), manejo em areas
extensas e de vegetacdo abundante, manejo pouco frequente associado com grande
namero de animais e auséncia de comprometimento organico mais severo.

Questionamentos semelhantes foram discutidos por GRECCO et al. (2009).
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Na populagédo estudada, a enfermidade acometeu bovinos jovens e equinos
adultos. Os aspectos da apresentacao clinica da pitiose em bovinos jovens (MILLER et
al., 1985; SANTURIO et al., 1998; PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008) ou
equinos adultos (SANTOS et al., 1987; LEAL et al., 2001; SANTURIO et al., 2006a;
FREY JR et al., 2007) tém sido amplamente descritos. A regressdo espontanea das
lesbes em bovinos contrastou drasticamente com a evolucdo desfavoravel da doenca
em equinos, 0s quais inclusive, em periodos similares de tempo, apresentavam
consideravel perda de peso, além de mortes. Acredita-se que a participagdo de
mediadores inflamatdrios seja responsavel pelo quadro de caquexia nos equinos (LEAL
et al., 2001). Cursos clinicos de ampla cronicidade, com perda de peso em equinos
submetidos ou ndo a tratamentos e seguidos por mortes foram frequentemente
relatados (SANTOS et al., 1987; ALFARO & MENDOZA, 1990; LEAL et al., 2001; FREY
Jr et al., 2007; MACIEL et al., 2008). Ressalta-se que todos equinos nao tratados, além
de dois (dos oito) tratados com imunoterapia, morreram. Por certo, mesmo com
tratamentos diversificados, a maioria dos casos crénicos é fatal (MENDOZA & ALFARO,
1986; ALFARO & MENDOZA, 1990). A imunoterapia no grupo de animais tratados
impossibilita quaisquer suposi¢cées associadas com o curso natural dos casos sem a
intervencgao.

Provavelmente, padrdes diferenciados de resisténcia entre espécies susceptiveis
relativos a imunidade inata e adquirida influenciam o perfil de apresentagéo clinica.
Reforcga tal hipdtese o padrao histolégico da lesdo, também, diferenciado e homogéneo
entre as espécies estudadas. No sitio lesional, os bovinos apresentaram populagdes
celulares compostas por polimorfonucleares, predominio de macrofagos e células
gigantes. Relatos prévios concordam com esse aspecto (PEREZ et al., 2005; GABRIEL
et al., 2008; GRECCO et al., 2009). A imunidade inata, considerada mecanismo
inespecifico da resposta imune, constitui a primeira linha de defesa contra infecgdes,
sem necessidade de sensibilizacao prévia e é caracterizada por fagocitose e digestao
de micro-organismos e substéncias estranhas por macréfagos e leucécitos
(MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; ADEREM & ULEVITCH, 2000). A célula gigante

originada a partir de multiplas divisdes nucleares sem divisdo do citoplasma tem maior
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funcdo secretora de enzimas, além de grande capacidade de fagocitose (TIZARD,
2002), provavelmente tendo importante papel na destruicdo de hifas. Isto sugere que,
em bovinos, o reflexo da eficiente imunidade inata seria o rapido curso clinico em
animais predominantemente jovens, imaturos imunologicamente. Por sua vez, a
ativagdo da resposta imune inata, desencadeia uma rede de citocinas, pré-requisito da
imunidade adquirida (AKIRA et al., 2001; KOKKINOPOULUS et al., 2005). Assim, a
imunidade adquirida ativada preveniria o desenvolvimento da doenga em bovinos
adultos, conforme observado aqui € em outros estudos (SANTURIO et al.,, 1998;
PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009).

Nos equinos, o padrao histolégico incluiu infiltrados predominantemente
eosinofilico e raras células gigantes. Segundo MILLER & CAMPBELL (1984), os
kunkers encontrados nessa espécie apresentam-se como codagulos eosinofilicos de
tamanhos variados compostos de hifas, colageno e células inflamatérias. De acordo
com MILLER (1981), mesmo antigénicas, as hifas ndo sdo completamente
reconhecidas pelo hospedeiro devido a marcante agao inflamatéria. Provavelmente, o
mecanismo de evasao de P. insidiosum do sistema imune do hospedeiro equino seja
mais eficiente e fragilize tanto a resposta inata o que pode estar associado com curso
clinico croénico e morte precedida de caquexia progressiva (LEAL et al., 2001), quanto a
adquirida, considerando a incidéncia em equinos adultos e, por vezes, reincidentes,
quando de tratamentos diversificados, ou através de excisbes cirurgicas (LEAL et al.,
2001; BIAVA et al., 2007). Reinfecgbes, conforme se verificou em um dos equinos
(SANTOS et al., 2011), pode indicar fragil imunidade adquirida. SANTURIO et al.
(2006a) descrevem que embora niveis aumentados de anticorpos possam auxiliar a
recuperagao de equinos que desenvolvam pitiose, 0s mecanismos envolvidos na cura
baseiam-se principalmente na resposta celular, fato sustentado pela alteracao tecidual
apos tratamento com imunoterapia, em que ha mudanca de inflamacdo eosinofilica
inicial para uma resposta mononuclear, mediada por macréfagos e linfécitos T ao final
da resposta.

Considerando-se frequéncia, evolugdo e padrao histolégico dos hospedeiros

estudados, supbe-se que macréfagos e células gigantes, além de outras
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particularidades relativas a imunidade inata e adquirida, tém papel essencial na
patogénese da pitiose e que sdo necessarios estudos adicionais sobre 0s mecanismos
relacionados com a fagocitose desse oomiceto por essas células e suas funcgoes.

Em conjunto, achados epidemiolégicos, clinicos e histopatolégicos foram
consistentes para o diagnoéstico de pitiose em todos os casos estudados e
apresentaram total concordancia com testes de ELISA, tanto para os equinos, quanto
para os bovinos. Isolou-se o0 patdégeno das amostras de equinos, porém dificuldades
com relacdo ao isolamento das amostras provenientes de bovinos foram marcantes,
como ocorrido previamente (PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al.,
2009). O isolamento, além de requerer tempo, pode gerar resultado falso negativo.
Assim, a reacdo em cadeia de polimerase foi fundamental para consolidar o diagnéstico
nos tecidos dos bovinos analisados (DIAL, 2007; GAASTRA et al., 2010).

CONCLUSAO

As informagbes deste estudo descritivo, em carater comparativo, auxiliam a
compreensdao dos mecanismos envolvidos na pitiose em ambas as espécies. Além
disso, os aspectos epidemiolégicos aqui descritos constituem registro importante da
ocorréncia da doenca em animais de producao no Pantanal Matogrossense.

Trabalho posteriormente adaptado as normas do periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira, que apos

submisséo foi aceito e publicado conforme referéncia abaixo:

SANTOS, C. E. P. DOS; SANTURIO, J. M.; MARQUES, L. C. Pitiose em animais de
produgdo do pantanal matogrossense. Pesquisa Veterinaria Brasileira. Rio de

Janeiro, v. 31, n. 12, p. 103-1089, 2011.
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CAPITULO 4 - EPIDEMIOLOGIA DA PITIOSE EM EQUIDEOS DE UMA SUB-REGIAO
DO PANTANAL MATOGROSSENSE E AREAS LIMITROFES

RESUMO

Realizou-se, em trinta e quatro propriedades rurais em sub-regido do Pantanal
Matogrossense e areas limitrofes, no periodo de 2007 a 2010, um estudo clinico e
epidemiolégico em setenta e seis equideos acometidos de pitiose, com validagdo dos
casos através de ELISA-teste, PCR, histopatologia (HE e Grocott) e isolamento de
Pyhium insidiosum. Com relagao a distribuicdo espacial, a maior amplitude de eventos
(85,53%) ocorreu no bioma Pantanal. A enfermidade ocorreu predominantemente no
periodo chuvoso, com 0s maiores picos nos meses de janeiro e marco, declinando
bruscamente no periodo de estiagem (abril a setembro). No pantanal a prevaléncia
variou de 0,9-66,67% e no cerrado entre 2,17-33,33%. De um modo geral,
considerando o numero total de animais expostos, a prevaléncia nos dois biomas situa-
se em torno de 5%, sem diferenca estatistica entre regides. indices de mortalidade e
letalidade variaram de 1,25 a 23,08% (pantanal) e 2,31 a 45,45% (cerrado), ressaltando
que esses indices tornaram-se subestimados, dada a utilizacdo da imunoterapia em um
grupo de animais, principalmente no pantanal. Embora a enfermidade possa afetar
equinos em qualquer idade, houve associacao entre essa variavel e a prevaléncia da
doenca, que em animais acima de um ano foi 8,07 vezes a observada nos animais
abaixo de um ano, nas mesmas condi¢cdes de exposicao, com significancia estatistica.
Houve associacao também quanto a frequéncia de distribuicdo das lesbes, que foi
maior em sitios pigmentados e consonantes com &reas corpdreas parasitadas por
Tabanidae. Além disso, considerando a grande prevaléncia desses vetores, com picos
populacionais no inicio do periodo chuvoso, na mesma distribuicdo espacial e temporal
de pitiose, surge hipotese de provavel participacdo desses dipteros na cadeia
epidemiolégica de P. insidiosum. Assim, futuros estudos devem ser conduzidos para
melhor compreender a possivel relagao do vetor com oomiceto, na ocorréncia de pitiose

no hospedeiro equino.
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Palavras-chave: oomiceto, epidemiologia, Pythium insidiosum, Tabanidae.

INTRODUCAO

Pitiose é uma enfermidade piogranulomatosa cutanea de aves e mamiferos, por
vezes podendo atingir outros tecidos. E uma doenca cosmopolita ocorrendo em &reas
de clima tropical, subtropical e temperadas (MENDOZA et al., 1996; SANTURIO et al.,
2006a; GAASTRA et al.,, 2010), no entanto, recentemente tem sido observada em
outros locais onde o clima ndo se enquadra nestas caracteristicas (WHITE et al., 2008).

Diversos casos da enfermidade tém sido relatados em animais e humanos
(GROQOTERS, 2003; SANTURIO et al, 2006a; KRAJAEJEUM et al., 2008; GAASTRA et
al., 2010) nos quais a doenca cursa com variavel gravidade. O agente Pythium
insidiosum é um micro-organismo essencialmente aquatico (PEREIRA & MEIRELES,
2007), que se reproduz assexuadamente através de zodsporos biflagelados, os quais
demonstram quimiotaxia por pélos, tecidos lesionados de plantas ou animais, com
posterior adesao devido a uma glicoproteina secretada na superficie do zo6sporo
encistado (MILLER, 1983; MENDOZA et al., 1993; GAASTRA et al., 2010). Abrastes
cuténeos permitem a fixacdo e germinacao dos zo6sporos (RAVISHANKAR et al., 2001;
QUINN et al., 2005; PEREIRA & MEIRELES, 2007). Nao ha predilecao por sexo, idade
ou raca e a fonte de infeccdo sdo os zo6sporos ambientais, sem relatos de transmissao
direta entre animais e entre animais e homem (MENDOZA et al., 1996; GAASTRA et
al., 2010).

Embora ocorra em todas as regides do Brasil, no Pantanal brasileiro € considerada
endémica e causa prejuizos significativos a equinocultura (LEAL et al., 2001), pois essa
regido agrega consideravel rebanho de equinos, adaptados aos campos alagados.
Pelas caracteristicas ambientais, estima-se que seja um dos locais de maior incidéncia
de pitiose equina do mundo (MENDOZA et al., 1996; LEAL et al., 2001; SANTURIO et
al., 2006a). Embora essa probabilidade seja consistente, ndo existe até o momento,

dado relativo a estudos epidemiol6gicos na regidao, sendo este o objetivo do trabalho.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacao do estudo

Os dados foram obtidos de trinta e quatro propriedades rurais com histérico da
doenca. A investigacdo ocorreu em propriedades distribuidas na sub-regido de Poconé
— Mato Grosso, Brasil, que agrega os municipios de Poconé, Caceres, Nossa Senhora
do Livramento e Santo Anténio do Leverger (SILVA & ABDON, 1998). Adicionalmente, a
medida que eram confirmados casos suspeitos em regides limitrofes, os mesmos eram
incluidos no estudo para posteriores comparacdes. Utilizou-se método descritivo
observacional para o estudo de casos em populagdes de individuos sob risco durante o
periodo de 2007 a 2010.

Caracterizacdo da area trabalhada

O Pantanal Norte é uma regido onde as estagdes sédo mais definidas que na parte
Central e Sul. A chuvosa normalmente se estende de outubro a margo, denominada de
“verdo”. A seca estende-se de abril a setembro, sendo denominada de “inverno”. A
precipitagdo média anual situa-se entre 800 e 1200 mm. O clima é tropical, quente e
umido, do tipo Aw segundo classificacao de Képpen, a temperatura média anual é de
25,5°C, com média das minimas de 20°C no “inverno” e de 32°C nos meses de verao
(MORAES et al., 2001). Segundo SOARES et al. (2006), a litologia da regido ocorre sob
as formas argilosa e arenosa, de modo alternado e descontinuo. Os parametros

climéticos de regides limitrofes do bioma Cerrado possuem as mesmas caracteristicas.
Coleta de dados
Os casos eram estudados e compilados a partir de informagdes oriundas do servico

veterinario local publico e privados junto a Universidade Federal de Mato Grosso, no
periodo de 2007 a 2010. A partir destas informacdes, eram realizadas visitas in loco
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objetivando observacao da dinamica da doenca, compilagcdo de dados ambientais e de
variaveis individuais, além de coleta das amostras biolégicas para validagao dos casos.

Das normais climatoldgicas, distribuicao espacial e temporal

indices de temperatura e precipitagdo pluviométrica da regido foram obtidos dos
valores médios de estagcdes pluviométricas Mestre Padre Bombled da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT) e da Fazenda Experimental da mesma Instituicdo.
Dados adicionais foram obtidos também do INMET e CINDACTA. Os valores finais
representam médias mensais abrangendo os quatro anos de estudo. A distribuicdo
espacial foi obtida por georeferenciamento dos casos através de GPS portatil com base
no Datum SAD 69, de onde se obteve as coordenadas e altitudes. A distribuicdo
temporal dos casos foi obtida pelo conjunto: caracteristica da lesdo, escore corporal e
informag&o da primeira observacgéo pelos tratadores.

Da prevaléncia, mortalidade e letalidade

A populagéao sob risco para o célculo de prevaléncia foi obtida de cortes transversais
nos rebanhos na ocorréncia de cada caso, relacionado a populagdo exposta, dada a
caracteristica migratéria e constante comercializacdo dos animais. Os dados foram
sumarizados de um levantamento em 24 propriedades no bioma Pantanal e dez do
bioma Cerrado, sendo que trés dessas ultimas, espacialmente localizadas em eco6tonos
de transicao.

Variaveis individuais

Foram compiladas as varidaveis quanto ao sexo, sendo os animais divididos em
machos e fémeas sem distingao relativas a castragdo. Quanto a espécie, divididas em
equinos e muares. Quanto a raga de acordo com a ocorréncia e quanto a idade, dividido

em grupos etérios de acordo com a arcada dentaria: menores que um ano, um a trés
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anos, trés a seis anos, seis a nove anos, nove a 12 anos e acima de 12 anos (adaptado
de SILVA et al., 2003). Com relacdo aos sitios anatdmicos foram divididos como
unifocais ou multifocais, e agrupados em dois segmentos: axiais, com lesdes
localizadas na cabeca e tronco e apendiculares, em casos que as lesdes localizavam-
se nos membros toracicos ou pélvicos. Quanto a pelagem divididos em cinco grupos:
castanho, tordilho, baio, alazdo e pampa. Quanto a pigmentacao do sitio lesional em
trés: pigmentada, despigmentada e transicdo (quando a lesdo encontrava-se nos limites
de areas cutaneas pigmentadas e despigmentadas e/ou em casos de pelagem

composta).
Fatores de inclusao

Foram investigados casos em que havia lesdes cutaneas com caracteristicas
granulomatosas, ulceradas, secretérias (serosanguinolentas), de crescimento rapido
(atingindo na primeira semana algo em torno de sete a oito centimetros e em trés
semanas, didmetro de 15 a 20 cm), associado a perda de peso. Por vezes em lesdes
cronicas, eram observados sinus em permeio as lesdes, de onde se extraiam kunkers,
massas branco-amareladas semelhantes a corais com dois a dez milimetros de
diametro, que sdo concrementos eosinofilicos denominados internacionalmente de
kunkers (SANTURIO & FERREIRO, 2008). Estas caracteristicas macroscopicas
permitiram diagnédstico presuntivo de pitiose. Amostras sorolégicas dos animais
acometidos obtidas por venopuncéo jugular foram testadas para anticorpos especificos
anti-Pythium pelo ensaio imunoenzimatico indireto em fase sélida, no Laboratério de
Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa Maria (SANTURIO
et al., 2006b). Mediante prévia autorizacdo do proprietario, foram realizadas biopsias
incisionais das lesdes. Os animais foram sedados com acepromazina 0,1mg/kg, xilasina
1mg/kg e quetamina 2 mg/kg (NOBREGA-NETO et al., 2002). Os tecidos colhidos
foram fixados em formalina a 10%, processados, incluidos em parafina e cortados com
cinco micrdmetros de espessura. As coloragbes empregadas foram a hematoxilina e
eosina (HE) e Grocott (PROPHET et al., 1992) no Laboratério de Patologia Veterinaria
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(LPV) da Universidade Federal de Mato Grosso. Ainda, no LAPEMI, kunkers extraidos
das lesbes foram lavados em agua estéril e em seguida semeados em tubos com
tampa de rosca contendo Meio Minimo, Agar Saboraud Dextrose (ASD) e Micosel e,
apds foram incubados a 37°C, por 48 horas. A identificacdo considerou caracteristicas
macroscopicas e microscopicas de P. insidiosum, além da inducao da zoosporogénese
(PEREIRA et al., 2007). Adicionalmente, realizou-se caracterizagdo molecular (PCR)
nos tecidos afetados, segundo BOTTON et al. (2011), com primers especificos para P.
insidiosum.

Foram incluidos neste estudo, somente animais com perfil clinico compativel,
testados positivos sorologicamente (ELISA indireto) e com padrdao histolégico e
histoquimico compativel com pitiose (infiltrado predominantemente eosinofilico por
vezes com multiplas areas de necrose com reacdo Splendore Hoeppli, imagens
negativas tubuliformes semelhantes a hifas e coloracado especial de Grocott positiva,
observando-se hifas com estruturas ramificadas, ocasionalmente septadas, de
coloragcédo enegrecida). As culturas microbiolégicas e/ou PCR caracterizaram Pythium

insidiosum como agente causal.

Analise estatistica

Para o estudo de casos em populacdes de individuos sob risco, durante intervalo de
tempo especifico (estudo prospectivo) e por tratar-se de doenca crbnica, adotou-se
prevaléncia como medida de morbidade (PEREIRA, 1995). Os dados por vezes sao
apresentados de maneira descritiva considerando variaveis qualitativas e quantitativas.
Utilizou-se o Programa Epi-info, versdo 6.0 (DEAN et al., 2001) objetivando avaliar
parametros de frequéncia e percentagem bem como teste de Qui-quadrado ou Fisher
entre associacoes estudadas em conformidade com as caracteristicas das variaveis
analisadas (SIEGEL, 1975; PETRIE & WATSON, 2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de 2007 a 2010 foram estudados setenta e seis casos da enfermidade
em equideos nas regides de abrangéncia do estudo, envolvendo biomas Pantanal e
Cerrado.

A triade de solo inundavel com drenagem lenta, abundancia de vegetacao aquatica
e altas temperaturas sédo locais propicios a proliferacdo e manutencdo do patégeno
Pythium insidiosum (MILLER & CAMPBELL, 1982; SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA
et al., 2010). Estes ambientes sao caracteristicos do bioma Pantanal, no qual se
concentrou 85,53% dos casos (65/76). Os outros 14,47% (11/76) foram observados no
bioma cerrado ou ecétonos de transicdo entre os biomas pantanal e cerrado. Da
mesma forma, eram verificados no cerrado associacdo entre acumulo de agua com
vegetacao aquatica abundante e doenca, ou seja, formacdo de baias naturais ou
artificiais (acudes) nos quais os equinos tinham acesso. Comportamentalmente,
equinos permanecem longos tempos ociosos ou pastando em locais com acumulo de
agua, com membros totalmente ou parcialmente submersos (CHAFFIN et al., 1995;
SANTURIO et al., 2006a), aumentando desta forma o risco de contato com o patégeno.
Os locais de permanéncia preferidos pelos equinos na regido do pantanal sao
relacionados a campos e areas abertas, nos quais existe uma alta temperatura
ambiente, na faixa ou acima de 30°C (HARSENACK et al.,, 2003), ideal para
manutencao do agente infeccioso. A distribuicdo espacial das propriedades ocorreu em
areas localizadas no pantanal, 70,59% (24/34), em propriedades no cerrado 20,59%
(7/34), por vezes com repeticoes de eventos e em ecétonos de transicao 8,82% (3/34).
Notou-se grande variagao da prevaléncia nos biomas. Na regido do pantanal os indices
variavam de 0,9-66,67%. No Cerrado entre 2,17-33,33%. As altitudes variaram no
pantanal entre 80 e 168m e no cerrado entre 178 e 323m. Nao ha uma distribuicao
regular dos casos nos rebanhos em consecutivos anos. Isto pode ser devido ao manejo
dos animais em algumas situagdes, com migracdo de area, influenciado, também, por

indices variaveis de precipitagdes pluviométricas. De um modo geral, considerando o
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namero total de animais expostos, a prevaléncia nos dois biomas situa-se em torno de
5% (Tabela 5).

Tabela 5. Perfil epidemioldgico de pitiose cutanea em equideos (2007-2010), em propriedades rurais nos
biomas Pantanal Matogrossense e Cerrado, Brasil.

BIOMA EQUIDEOS

PROPRIEDADES TOTAL DE CASOS  OBITOS* PREVAL MORTAL LETAL

EXPOSTOS (%) (%) (%)

PANTANAL 24 1201 65 15 541a* 1,25 23,08

CERRADO 10 216 11 5 5,092 2,31 45,45

TOTAL 34 1417 76 20 5,36 1,41 26,32
PREVAL — prevaléncia MORTAL - mortalidade LETAL — letalidade

*Letras minUsculas iguais nas colunas indicam que ndo houve diferenga estatistica ao nivel de 5% de probabilidade RP=1,06
(0,57; 1,98) p=0, 8478

**Parametros subestimados devido intervengéo (tratamento) em um grupo de animais por imunoterapia (Pitium Vac®) e ou

cirurgia nos dois biomas

O fato de ndo haver diferenga estatistica entre regides pode estar relacionado a
proximidade geogréfica e bioclimatica das mesmas, associado ao comportamento do
equino em procurar permanecer em locais com acumulo de agua. Ressalte-se que os
parametros mortalidade e letalidade, ficaram prejudicados dada a utilizacdo de
imunoterapia e/ou associagdo com cirurgia em alguns animais, principalmente no
pantanal, tornando esses indices subestimados. Sendo assim, os indices de
mortalidade e letalidade nas regides corresponderam a 1,25-23,08% (pantanal) e 2,31-
45,45% (cerrado), respectivamente. A Tabela 6 apresenta 62 casos de forma
estratificada, relacionando o numero de animais néo tratados ou submetidos a diversos
tratamentos empiricos (associados a corte e cauterizacdo com ferro candente), nos
quais a letalidade chegou a 73,33%. Nao foi possivel fazer o acompanhamento de 13
casos, e, um animal se acidentou no curso do tratamento. A enfermidade se nao
tratada, leva a morte na grande maioria dos casos (LEAL et al., 2001; SANTURIO et al.
2006a). Nao houve diferenga significativa entre os animais submetidos a tratamentos
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imunoterapicos ou associados, porém foi altamente significativo comparando tratados e
nao tratados, indicando que a utilizagdo da imunoterapia pode diminuir as perdas

econbmicas, principalmente em abordagens precoces.

Tabela 6. Demonstrativo do desfecho de animais com pitiose cutanea (2007-2010), tratados
ou nao, oriundos de propriedades rurais nos biomas Pantanal Matogrossense e
Cerrado, Brasil.

PITIOSE
TRATAMENTO CURA OBITO ou TOTAL EFICACEA
DISFUNCAO
IMUNOTERAPIA* 27 7 34 79,412
ASSOCIADO** 11 2 13 84,62¢
NAO TRATADOS 4 11 15 26,67b
TOTAL 42 20 62

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam que existe associacdo estatisticamente
significativa ao nivel de 5% de probabilidade (X2calc= 15,39 p<0,00045) relativo ao
desfecho entre tratados e ndo tratados. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga
significativa relativo ao tipo de tratamento (Teste exato de Fisher; p=0,352)

* Pitium Vac®

**Associado refere-se a tratamento cirlrgico em conjunto com imunoterapico

No pantanal a prevaléncia foi maior em solos argilosos, ja no cerrado variou entre
arenosos e argilosos, relacionados a solos compactados e consequente acumulo de
agua e vegetacao aquatica. Cabe ressaltar que no Pantanal, existe uma planta
chamada Solanum glaucophyllum que se distribui somente nos solos argilosos (POTT &
POTT, 1994; TOKARNIA et al., 2000), considerando variada litologia da regiao, ou seja,
areas de solos ora argilosos, ora arenosos ou mistos (SOARES et al.,, 2006).
Normalmente onde se verificavam casos, a planta de habitat palustre, favorecida pelo

excessivo alagamento, estava presente. A principal relacdo dessa presenca € a
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drenagem lenta do aporte hidrico, caracteristico de solos argilosos. Assim, a planta se
torna um importante marcador ambiental em avaliacdo de risco, considerando sua
distribuicao nos locais com acumulo de agua e consequente proliferacao de plantas
aquaticas, ambiente favoravel ao patégeno.

A distribuicdo temporal estd expressa na Figura 15, e foi ascendente de outubro a
margo, com 0S maiores picos nos meses de janeiro e marco, periodo de maior indice
pluviométrico na regido, declinando no periodo de estiagem (abril a setembro).

Figura 15. Média das precipitagdes anuais (em mm) em sub-regido do Pantanal
Matogrossense e areas limitrofes e distribuicdo temporal dos casos de pitiose
cutanea em equideos com relagéo aos meses do ano (2007-2010)
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Fonte: médias das estagbes pluviométricas Mestre Padre Bombled (Cuiaba) e Fazenda Experimental da UFMT
(Santo Antonio do Leverger)

Obs.: Devido a diferenga na escala dos valores e objetivando trabalhar a proporcionalidade, optou-se pelo
demonstrativo em escala logaritmo no eixo Y. A precipitagdo estd expressa em mm; 0s casos, expressos em
numeros absolutos.
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Segundo LEAL et al. (2001) no Pantanal Sul o apice das cheias, entre fevereiro e
maio, corresponde ao periodo de maior concentragdo de casos. Convém lembrar, que
as cheias na regiao Sul sdo mais tardias e relacionadas também ao escoamento lento
da regidao Norte para Sul, deslocando assim a concentragdo de casos naquela regido.
Dessa forma, no Pantanal Norte e Sul, a ocorréncia sazonal de maior niumero de casos
no periodo chuvoso, da origem ao nome popular “ferida da moda”. MENDOZA et al.
(1996) na india, relatam ocorréncia em verdes chuvosos (origem do termo ‘bururs’-
ferida da chuva) e na Australia no verao com altas temperaturas, precedido de acumulo
de agua em inverno chuvoso. A linha de emergéncia da doenca no Pantanal Norte logo
apdés a emergéncia do inicio do periodo chuvoso, com picos seguindo a mesma
tendéncia temporal, sugere periodo de incubagao curto, em torno de 15 a 30 dias, indo
de encontro as suspeitas do periodo estimado de 3-4 semanas que transcorre entre o
primeiro contato com o patégeno e o desenvolvimento das lesdes, estimado por
MENDOZA (1987) e ainda desconhecido (PEREIRA & MEIRELES, 2007).

Com relacao ao sexo foram acometidos 30 machos (39,48%) e 46 fémeas (60,53%),
nao havendo diferenga significativa.

Dentre as espécies acometidas verificou-se o predominio de casos nos equinos — 74
(97,37%) a despeito dos muares — 02 (2,63%). Apesar da discrepancia, ndo ha,
também, indicagcdo de predisposicao neste contexto, sendo que esta diferenca pode
estar relacionada a predominancia da primeira espécie na regiao de Poconé. Segundo
o IBGE cidades, no censo agropecuario de 2006, a populagcdo de equideos dessa
regiao girava em torno de 6262 equinos (96,2%) e 239 muares (3,8%). Considerando as
devidas proporcoes das espécies nessas populacdes e a propor¢cdo amostral de casos,
provavelmente ambas sejam igualmente susceptiveis ao patégeno.

Relativamente a raga, 41 animais eram SRD (53,95%), 34 eram da raga Pantaneira
(44,74%) e um da raga Painthorse (1,31%). Da mesma forma a concentragéo de casos
em animais mesticos ou da raga Pantaneira, devem-se a adaptacao e consequente
predominio deste grupo racial nos campos alagados, considerando que praticamente
90% dos casos objeto do levantamento ocorreram na regido do Pantanal

Matogrossense. Equinos da raga Pantaneira segundo REZENDE et al. (2001) surgiram
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por selegao natural na area central do estado de MT, em areas alagadas. A maioria dos
cavalos no Pantanal é remanescente do cavalo Pantaneiro ou mesticos resultantes de
cruzamentos indiscriminados com outras ragas, que conseguiram se adaptar as
condicbdes bioclimaticas (SANTOS et al., 1995). O animal da raca Painthorse, foi
acometido no bioma Cerrado. Assim, a frequéncia relativa a raca, também, ndo indica
predisposicao.

Houve associacao entre a idade e prevaléncia da doenca. Dos animais avaliados,
com idade estimada pela arcada dentaria, verificou-se um predominio de ocorréncia em
animais adultos, a despeito de animais jovens com menos de um ano de idade. De
acordo com a Tabela 7, a prevaléncia da pitiose em animais acima de um ano foi 8,07
vezes a observada nos animais abaixo de um ano, nas mesmas condicdes de
exposicao (teste Qui-Quadrado=6,48; valor p=0,0109 e Intervalo de Confianca a 95%
de1,13-57,75). Embora a enfermidade possa afetar animais em qualquer idade, na

espécie equina é significativamente mais frequente em animais adultos.

Tabela 7. Variagao da idade (adultos e jovens) de equinos relativa ao desenvolvimento de pitiose cutanea
(2007-2010) oriundos de propriedades rurais nos biomas Pantanal Matogrossense e Cerrado,

Brasil
PITIOSE CUTANEA
ESPECIE SIM NAO TOTAL RISCO/ RISCO
RELATIVO
> QUE 1 ANO 75 1204 1279 75/1279™
<QUE 1 ANO 01 137 138 1/138™
TOTAL 76 1341 1417 8,09

RA = Risco A (acima de 1 ano), RJ = Risco J (abaixo de 1 ano), RP = Razao de Prevaléncia. Teste
Qui-Quadrado; xcalc=6,48; Intervalo de Confianga a 95% (1,13-57,75).
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Esta observacdo é concordante com a maioria dos relatos que enfocam a
enfermidade em carater coletivo (SANTOS et al., 1987; ALFARO & MENDOZA, 1990;
SALLIS et al., 2003; HEADLEY & ARRUDA JUNIOR, 2004; FREY JUNIOR et al., 2007,
LOFF et al., 2010) ou relato de caso individual (LUVIZARI et al., 2002; MACIEL et al.,
2008; BEZERRA JUNIOR et al., 2010). Embora em levantamentos com maior amplitude
de casos a idade ndo € apontada precisamente, o fato de ser pouco relatada em
animais com menos de um ano chama a atencado, pois segue o0 mesmo padrao dos
sarcoides, e vai de encontro as observacdes de ROONEY & ROBERTSON (1996),
SCOTT & MILLER JR (2003), SALGADO et al. (2008), BRUM et al. (2010) em que
relatam que casos de sarcoides sao comuns antes dos sete anos e raro antes de um

ano de idade. A tabela 8 demonstra essa distribui¢ao.

Tabela 8. Distribuicao de 76 casos de pitiose cutanea em equideos de acordo com a idade (2007-2010)
em sub-regido do Pantanal Matogrossense e areas limitrofes.

IDADE NUMERO ABSOLUTO NUMERO(O/R)ELATIVO % ACUMULADO
041 1 1,31 1,31
143 21 27,63 28,94
346 38 50 78,94
619 10 13,16 92,1
9412 3 3,95 96,05
12416 3 3,95 100

Ressalta-se que em recente estudo comparando espécies susceptiveis nas mesmas
condicbes de exposicdo, a situagao se inverte em bovinos, nos quais, a pitiose se
manifesta mais frequentemente em bezerros com menos de um ano, com alguns
registros em animais até 18 meses. Cabe ainda ressaltar, que a baixa frequéncia em
animais jovens, pode relacionar-se a menor risco por conta de exposi¢ao Unica, ou seja,
os adultos, a medida que a idade avanca, tendem a se expor repetidamente a cada



67

ano, quando de novo ciclo das aguas, aumentando assim, a probabilidade de se
infectarem.

Quanto a apresentacao, predominou a forma unifocal, 78,95% (60/76). A multifocal,
21,05% (16/76), ocorreu com sitios anatémicos distribuidos em membros toracicos e
pélvicos, por vezes em regido peitoral e membros, e abdémen e regidao peitoral. Este
achado foi concordante com a maioria dos relatos que descreve apenas uma lesdo em
cada animal, podendo, porém, existir lesées multifocais (MILLER & CAMPBELL, 1982;
MENDOZA & ALFARO, 1986; LEAL et al. 2001; SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et
al., 2010).

A distribuicdo das lesdes predominou sob a forma apendicular, 76,32% (58/76),
seguida das axiais, envolvendo principalmente tronco (regides peitoral e abdominal
ventral), 22,37% (17/76), e com um unico caso localizado na regido facial, 1,32%. A
maior frequéncia de lesbes em membros e abdémen ventral esta de acordo com a
maioria dos relatos, devido ao contato de areas lesadas com aguas contaminadas por
zoosporos, forma infectante do oomiceto (MILLER & CAMPBELL, 1982; CHAFFIN et
al., 1995; LEAL et al., 2001; SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et al., 2010). Mais
uma vez guarda semelhanga com a distribuicdo dos sarcoides que sao frequentes,
seguindo a ordem decrescente, em membros, troncos e regido cervical (WHITE et al.,
2002; SALGADO et al., 2008; BRUM et al., 2010). Considerando a necessidade de
lesdo prévia, relativa a entrada de patégenos em ambas as entidades nosoldgicas
(sarcoide e pitiose), por vezes seguindo praticamente as mesmas distribuicbes nos
sitios anatémicos, pode-se supor algum fator predisponente comum as mesmas. Este
achado chama atencado, pois os sitios lesionais descritos, correspondem a regides
anatémicas preferidas por dipteros para o repasto sanguineo (FRANCA, 1975; BASSI
et al., 2000). Baseado nesse pressuposto surge a hipétese da possivel associacdo da
pitiose com vetores. A Figura 16 ilustra essa probabilidade, demonstrando areas
corpéreas lesionadas, correspondendo com dareas preferenciais parasitadas por
Tabanidae (segundo BASSI et al., 2000). Destarte, essa assertiva, ou mesmo a
ilustracao a seguir, trata-se apenas de uma hip6tese e como tal, deve ser testada a luz

de criteriosa investigacao cientifica.
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Figura 16. Ao centro, sitios anatdmicos de cavalos preferidos por diferentes espécies de 7abanidae para
hematofagia, segundo Bassi et al. (2000). Observar distribuicdo das lesdes de pitiose,
apresentando correspondéncia com as areas de parasitismo.

Quanto a cor da pelagem, os cavalos de pelagem castanha foram mais acometidos,
34,21% (26/76), sequida da baia, 26,32% (20/76), tordilha, 19,74% (15/76), alaza,
14,47% (11/76) e por ultimo a pampa, 5,26% (4/76). Nenhum relato anterior enfatizou
pelagem, porém, neste levantamento observou-se maior frequéncia de casos em
animais que agregam cores mais escuras. Este aspecto é também relevante, afinal
alguns autores afirmam que dipteros além de certas regides anatébmicas preferenciais,
também preferem parasitar equinos de cores mais escuras como castanho (FRANGCA,
1975; BASSI et al., 2000). Assim, atentou-se para a pigmentacao dos sitios anatémicos
acometidos e verificou-se 0 maior acometimento de areas de coloracdo mais escuras
ou pigmentadas, 73,68% (56/76), a despeito das despigmentadas, 15,79% (12/76). Este
fato foi notdério em animais de pelagem composta, como os pampas, onde os sitios
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lesionais ocorreram na area pigmentada ou de transicao 10,53% (8/76). Obviamente ha
necessidade de mais estudos, uma vez que este tipo de pelagem € menos frequente.
Ainda, em levantamento acerca da pelagem nos cavalos pantaneiros ou mesticos de
campos alagados, a pelagem tordilha foi apontada como a mais frequente (SANTOS et

al., 1995). A figura 17 ilustra o0 achado relativo & pigmentacgao.

Figura 17. Sitios anatémicos de equinos acometidos por pitiose cutdnea. Observar sitios de ocorréncia da
lesdo em areas pigmentadas ou de transicdo.

Os estudos de BASSI et al. (2000) corroboram esta hipotese, pois o autor estudando
o0 comportamento de tabanideos verificou que em animais pampas, 0s insetos
pousavam sobre manchas escuras com maior frequéncia para repasto. Ao que parece,
os sitios anatémicos de lesdo nao sao aleatérios, pelo contrario, sdo uniformes e podem
correlacionar-se ndo somente ao contato de injurias cutdneas com aguas
contaminadas, como também a areas de pele constantemente lesada pelos dipteros no
ato da hematofagia.

Diversos aspectos norteiam a hipétese da participacdo dos tabanideos na cadeia
epidemiolégica da pitiose. Curva de aumento populacional desses vetores no inicio das
chuvas relacionando-se sazonalmente com altas temperaturas e indices pluviométricos,
alta prevaléncia do inseto nas éareas de ocorréncia da doenga, além de areas
anatémicas coincidentes com as lesdes sao algumas delas. Isto gera a hipétese de que
esses vetores possam desempenhar importante papel na epidemiologia da pitiose, em
duas vertentes: a primeira, albergando e transmitindo o patégeno de forma direta,

considerando que as larvas dos dipteros desenvolvem-se sob altas temperaturas em
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ambientes Umidos e alagados, junto a folhas e detritos vegetais (AHID, 2009),
microambiente favoravel, também, a Pythium insidiosum (MENDOZA et al., 1993). Ha
relatos de isolamento do agente em lesdo decorrente de picada de aranha em humano
(RAVISHANKAR et al., 2001), além do recente isolamento do patégeno da larva de um
mosaquito na india, pressupondo que o oomiceto pode ter habilidade de infectar vetores,
especialmente em regides tropicais, onde mosquitos tém alta prevaléncia (GAASTRA et
al., 2010). A segunda, de forma indireta, pela constante espoliacdo, promovendo porta
de entrada ao patégeno associando diversas microlesées decorrentes das picadas a
ambientes alagados. Corrobora esta hipétese, a indicacao de alguns autores sugerindo
que lesdes decorrentes de picadas de insetos podem ser portas de entrada (MENDOZA
et al., 1993; REES, 2004), devendo ser consideradas como importante ponto
epidemiolégico (SCHURKO et al., 2003). Cabe ressaltar ainda, que segundo SILVA
(2009), micro-organismos patogénicos que sado transmitidos por insetos hematéfagos,
podem ser favorecidos pelas acdes anti-hemostaticas e imunomoduladores da saliva,
através da regulacdo da resposta imune do hospedeiro. Os constituintes salivares
potencializam os eventos infecciosos, instruem ciclos de transmissao de patégenos aos
animais e ao homem, incluindo linfécitos T, atualmente, um dos principais focos de
estudo da cura ou mecanismos de evasao do Pythium insidiosum relativo ao hospedeiro
equino.

As areas onde as lesdes sao frequentes correspondem as regides peitoral, axilar,
média distal dos membros, virilha e face. Imagens termograficas indicam que essas
areas do corpo correspondem a zonas corpdreas mais quentes, detectaveis a
termografia (MOURA et al., 2011). Essas areas, pelo calor, requisito essencial para P.
insidiosum ativar producao enzimatica, podem explicar a rapida expansao das lesdes
nesses sitios anatébmicos. O patégeno depende de enzimas para determinar pressao
invasiva em tecidos integros, conforme comprovado em estudos in vitro
(RAVISHANKAR et al., 2001; DAVIS et al.,, 2006). Convém lembrar, que nas areas
apontadas a temperatura corpérea fica em torno de 37°C, temperatura 6tima para
crescimento do oomiceto, segundo DE COCK et al.(1987). Os dois parametros

(crescimento/producdo enzimatica) ocorrendo de forma sinérgica podem incrementar
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velocidade de injuria cutanea. A figura 18 relaciona as areas aludidas, com lesdes de

rapida expansao.

Figura 18. Imagens de sitios anatomicos cutdaneos comumente afetados por pitiose, caracterizados por
lesdes de rapida expansdo, correspondendo a areas corpOreas com temperaturas mais
elevadas (ilustracdo das imagens termograficas - Armando Lopez Guerrero e Tatiana
Figueiredo).

As lesbes de modo geral apresentaram-se ulceradas, de rapido crescimento,
associado a formacgao de extenso tecido de granulacédo de acordo com relatos de outros
autores (SANTOS et al., 1987; ALFARO & MENDOZA, 1990; SALLIS et al., 20083;
HEADLEY & ARRUDA JUNIOR, 2004; FREY JR et al., 2007; LOFF et al., 2010). A
medida que as feridas cronificavam, era possivel verificar sinus de onde se extraia
kunkers, que aumentavam proporcionalmente em numero e tamanho, conforme
evolugdo das lesbes e concentravam-se principalmente nas bordas. Essas estruturas
sao constituidas por vasos sanguineos, hifas de P. insidiosum recobertas por células
necroticas (CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996; SANTURIO et al., 2006a;
GAASTRA et al., 2010) e relacionadas ao mecanismo de evasao da resposta imune.
Mesmo sendo antigénicas, as hifas ndo sao reconhecidas pelo sistema imune, devido a
marcante acao inflamatéria (MILLER, 1981).

A evolugédo entre apresentacdo e desfecho (ébito / disfuncdo ou eutanasia) nos
animais nao tratados variou entre dois e sete meses. Um animal demonstrou lesao
quiescente, com mais de um ano de evolucao, conforme descrito por LEAL et al. (2001),

embora, ainda drenasse secre¢ao serossanguinolenta expelindo kunkers.
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Provavelmente, cursos clinicos mais curtos e fatais, por vezes associados a co-
infeccdes, tais como anemia infecciosa equina, tripanossomiases, conidiobolomicose e
infeccdes bacterianas secundarias, enfermidades, também de carater consuntivo,
podem ter contribuido para evolugdo mais rapida relativa ao Obito. Em algumas
ocasides, animais em avancado estado depauperante, com ou sem co-infeccao
detectavel, morreram ap0s inversdo térmica. Denominado regionalmente por ‘friagen’,
é fendbmeno conhecido na regido, mas cuja caracteristica € pouco explicada, com ampla
amplitude de variacdo do gradiente térmico em campos abertos (HARSENACK et al.,
2003), local de permanéncia dos animais. Por certo, anemia crbnica, hipoproteinemia e
déficit energético nos animais acometidos, comuns em infecgbes fungicas crdnicas
(DIAL, 2007), diminuem a resisténcia quanto a estas mudancas bruscas de
temperatura, evento climatolégico comum na planicie pantaneira nos meses de seca,
fator determinante do ébito. Hipotermia, decorrente de inversdo térmica é apontada
como causa de mortalidades em bovinos, na forma de surtos, com baixo escore
corporal (COLODEL et al., 2006; LEMOS & RIET-CORREA, 2007).

O eficiente mecanismo de evasao de P. insidiosum no hospedeiro equino determina
fragil imunidade inata e adquirida, haja vista a evolugao cronica da doenca, frequéncia
em animais adultos, por vezes senis, e até mesmo reinfecgées (LEAL et al., 2001).
Durante o estudo, reinfeccoes foram verificadas em diferentes sitios lesionais,
ocorrendo em trés animais tratados empiricamente por exérese e cauterizacdo, com
intervalos de nove meses a um ano da primoinfeccao, e em seis animais tratados com
imunoterapicos apds dois a quatro anos do primeiro evento. O fato demonstra que
mesmo apds desenvolver doenga clinica e tratamento por imunoterapia, a resposta
imune embora tenha se prolongado, apds certo periodo, declina e ndo é protetora frente
a outro desafio (SANTURIO et al., 2006a, GAASTRA et al., 2010).

Ao que parece, embora equinos nao participem diretamente da transmissao em
carater zoonoético, podem prover manutencao e viabilidade do ciclo de vida do
Pythium insidiosum nas regides de ocorréncia, especialmente no pantanal brasileiro,
quando as condigdes ecoambientais tornam-se ciclicamente adversas ao patégeno, por

conta de longos periodos de estiagem associado por vezes a quedas bruscas de
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temperatura ambiente. Como eventos de cheia e seca ocorrem de maneira ciclica,
longos periodos de seca inviabilizariam a manutencdo do agente, partindo do
pressuposto de que o micro-organismo € essencialmente aquatico (PEREIRA &
MEIRELES, 2007) e que ciclos sexuados ocorrem com participacdo de plantas
aquaticas (MILLER & CAMPBELL, 1982; MENDOZA et al., 1996; SANTURIO et al.,
2006a; GAASTRA et al., 2010). P. insidiosum esta adaptado a diversas espécies de
mamiferos com patogenicidade diferenciada (GAASTRA et al., 2010) e provavelmente,
na evolucdo e selecao natural, encontrou no hospedeiro equino uma forma de se
perpetuar, determinando nestes uma doenca debilitante, crdnica, formando kunkers,
estruturas que promovem evasao da resposta imune pela marcante acao inflamatoria
(MILLER & CAMPBELL, 1982) e que, por sua vez sao eliminadas periodicamente
através dos sinus lesionais, fato que associado ao aspecto comportamental do
hospedeiro equino, que procura pastar ou permanecer ocioso em lagoas e locais de
acumulo de agua, favorece a eliminacao dessas estruturas em ambientes aquaticos,
dando assim continuidade ao ciclo. D& consisténcia a essa hipétese, o fato de que
kunkers apresentam habilidade em gerar zodsporos, sugerindo que estas estruturas ao
se desprenderem das lesdes nos ambientes alagados auxiliam na manutencao do ciclo
do patdgeno, conforme demonstrado por CORREA et al. (2009) em estudos
preliminares. Assim, a evolugdo crénica em torno de cinco a sete meses ou mais,
promove a sobrevida do patégeno no hospedeiro equino, durante o periodo de
estiagem, condigcao bioclimatica adversa a manutencgéo do ciclo sexuado.

Apesar de nao existir padronizagdo de testes para a espécie equina, dados
preliminares investigados ndo indicam susceptibilidade da espécie equina,
correlacionada a alteragcdes da hemoglobina (SANTOS et al., 2010) tal como ocorre em
humanos na Tailandia, onde s&o acometidos individuos predominantemente
talassémicos (KRAJAEJUM et al.,, 2006). A relacdo da predominancia dos casos
naquela populacao, pode ser devido a avidez do patégeno pelo ferro, mineral que se
encontra elevado em pacientes talassémicos em decorréncia da constante hemdlise
(SANTURIO & ZANETTE, 2011 — comunicacdo pessoal). Essa observagdo vai de

encontro a baixa prevaléncia em equinos jovens, nos quais o nivel de ferro é menor se
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comparados a adultos (HARVEY et al.,, 1987), provavelmente diminuindo por essa
razao, a susceptibilidade de equinos menores de um ano de idade ao patdégeno. Vale
ressaltar, que na regido do Pantanal, estudos acerca da composicao de gramineas e
solos, ndo indicam inclusdo de ferro em suplementagcdes minerais direcionadas a
equinos, considerando presenca em quantidade excessiva nas forragens e
consequentemente nos animais que as consomem (SANTOS, 1997). Assim, os dados
desse estudo permitem inferir que pode existir predisposicdo nos equinos relativa a
idade, pelagem, além de provavel participacado de vetores na cadeia epidemioldgica de

P. insidiosum.

CONCLUSOES

Esse levantamento epidemiolégico no Pantanal Matogrossense foi um estudo
pioneiro, comprovando de fato, expressiva prevaléncia da doenca. Importantes
hipoteses foram levantadas, embora novos estudos sejam necessarios para melhor
compreender a dindmica da doenga nas populacées expostas a essas areas de risco.
Ainda, os maiores indices pluviométricos registrados incrementaram a incidéncia da
enfermidade, apresentando alta correlagdo e muito embora ocorram casos esporadicos
no periodo de estiagem, estes se relacionam ao comportamento do equino em
permanecer ocioso ou pastando em locais que acumulam agua, como baias ou lagoas,
ambientes favoraveis a permanéncia e propagacao do patégeno P. insidiosum.
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CAPITULO 5 - CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA PITIOSE CUTANEA EM
EQUIDEOS DO PANTANAL NORTE, BRASIL

RESUMO

Estudo clinico, epidemiol6gico e terapéutico da pitiose em equideos é relatado
em trés rebanhos distribuidos no Pantanal Norte de Mato Grosso. O diagnéstico de
pitiose foi confirmado por exames patologicos e soroldgicos. Animais enfermos foram
submetidos a imunoterapia como tratamento base. O monitoramento dos casos tratados
de pitiose foi realizado por um periodo de trés anos. Os dados clinicos e
epidemiolégicos em sua maioria apresentam similitude com outras regides. De um total
de dez animais tratados, a imunoterapia se mostrou eficaz na cura cabal de 70% dos
casos e associando a cirurgia em 90%, sendo uma alternativa de tratamento exequivel

em animais de campo.
Palavras-chave: imunoterapia, Pantanal, pitiose.
INTRODUCAO

A pitiose, “swamp cancer”, provocada pelo oomiceto Pythium insidiosum causa
geralmente lesbes em equinos e outros animais, incluindo, também, humanos. Os
zoosporos vivem na agua, junto as folhas e detritos vegetais. A doenca € conhecida na
Colédmbia como “espundio equino” e no Brasil como “ferida brava” e “mal dos pantanos”
(LACAZ et al.,, 2002). Ainda, nos Pantanais Norte e Sul como “ferida da moda”
(SANTURIO et al., 2004).

A regido do Pantanal é uma planicie inundavel de aproximadamente 140.000km?,
situa-se na regiao Centro-Oeste do Brasil e figura como a maior area umida do mundo
(SILVA & ABDON, 1998). Nesta regiao a enfermidade é um dos gargalos que determina

perdas econdmicas de grandes propor¢cdes em equinos, pois se nao diagnosticada a
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tempo de promover terapéutica adequada, pode evoluir desfavoravelmente e segundo
LEAL et al. (2001) culmina com ébitos dos animais infectados.

Em equinos P. insidiosum causa lesdes cutaneas granulomatosas e ulcerativas de
carater progressivo, localizadas mais frequentemente na porgéo distal dos membros e
em menor escala, na regiao toracoabdominal ventral, peitoral e cabeca (CHAFFIN et al.,
1995; LUVIZARI et al., 2002; FREI JR. et al., 2007; CESCON et al., 2008).

Este trabalho tem como objetivos descrever os aspectos clinicos, epidemiolégicos
e terapéuticos da pitiose em equinos da regiao do Pantanal Norte, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo prospectivo da pitiose em 11 equideos distribuidos em trés
propriedades rurais do municipio de Poconé, Pantanal Norte de Mato Grosso, durante
trés ciclos de alagamento (2007 a 2009).

O acompanhamento dos animais foi executado a cada 14 dias, nos primeiros
quatro meses, seguido de uma vez ao més até seis meses e a cada seis meses
totalizando 36 meses.

Para validagdo dos casos suspeitos, utilizou-se de testes sorologicos
imunoenzimaticos e ou bidpsias incisionais das lesdes. Para realizacao das biépsias os
animais foram previamente sedados com acepromazina 0,1mg/kg e xilasina 1mg/kg. Os
tecidos colhidos foram fixados em formalina a 10%, incluidos em parafina e cortados
com cinco micrédmetros de espessura. As coloragcdes empregadas foram a hematoxilina
e eosina (HE) e prata-metanamina (GMS) (PROPHET et al, 1992) ou
imunoistoquimica, realizada no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Mato Grosso e utilizou-se, método streptavidina-biotina
marcada (LSAB) de acordo com BROWN et al. (1988) e GIMENO et al. (1999), com
anticorpo primario policlonal anti-Pythium insidiosum produzido em coelho e processado
pelo Laboratério de Pesquisas Micologicas (LAPEMI).

Amostras de sangue, para obtencdo de soro, foram colhidas por pungédo da veia

jugular, utilizando-se agulhas hipodérmicas 40x12 mm. A pesquisa de anticorpos
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especificos anti-Pythium, no soro dos equinos, foram realizadas pela técnica ELISA
indireto (SANTURIO et al., 2006b) junto ao LAPEMI da Universidade Federal de Santa
Maria.

Ap6s confirmacao da infeccdo pelo Pythium por uma ou ambas as técnicas
preconizadas (ELISA e/ou histopatologia), dez animais foram submetidos a
imunoterapia (Pitium-Vac®) com produto patenteado pelo LAPEMI/UFSM através de
aplicacdes subcutaneas, a intervalos de 14 dias. Nao sendo responsivo até a quinta
aplicagao (cerca de dois meses e meio de tratamento) associava-se a excisao cirdrgica
parcial da area comprometida, seguida de mais trés aplicagdes do imunoterapico,
respeitando-se 0 mesmo intervalo de tempo. Devido ao adiantado estado de gestacao,
em uma égua, nao foi realizada a bidpsia, sendo o diagndstico presuntivo de pitiose
baseado nos aspectos epidemioldgicos, clinicos e macroscopicos das lesdes, além da
presenca de anticorpos séricos anti-Pythium (ELISA). Um dos animais estudados nao
foi tratado devido a senilidade, acentuada debilidade e estagio avancado de evolugao
da doencga (acima de nove meses).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 9 sado apresentados os perfis dos equideos e a evolugédo dos casos de
pitiose cutanea, em trés propriedades no Pantanal Norte, Mato Grosso, Brasil, durante o
periodo de 2007 a 2009. Observaram-se lesbes suspeitas de pitiose em equideos
machos e fémeas, com idades entre 18 meses a 16 anos. Os equinos afetados eram
sem raga definida (5) e da raga Pantaneira (5). Um caso foi observado em muar.

A maior frequéncia de ocorréncia de pitiose em equinos no Pantanal Norte de
Mato Grosso concentrou-se nos animais mesticos e da raga Pantaneira. LEAL et al.
(2001) afirmam nao existir predisposicao envolvendo raga, idade ou sexo no
desenvolvimento da doenca. Possivelmente este achado justifica-se pela adaptacéao e

dominancia populacional destes animais nos campos alagados da regiao.
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Tabela 9. Demonstrativo do perfil de equideos acometidos por pitiose cutdnea e evolugdo em trés

propriedades no Pantanal Norte ( 2007 a 2009).

Perfil animal Perfil lesao Perfil terapéutico
Espécie Idade Sexo Local Apresentacao Tempo de Tratamento - Evolucéo
(anos) evolucao (dias) N doses
Equina 2,5 Macho Membro Unica 45 A-3 Cura
Equina 1,5 Macho Membros Mdltipla 60 B-6 Cura
Equina 2 Fémea Membro Unica 21 A-6 Cura
Equina 6 Fémea Abdémen Unica 15 A-2 Cura
Equina 3,5 Macho Membro Unica 90 B-8 Cura
Equina 3 Fémea Membros Multipla 30 A-2 Cura
Equina 16 Fémea Perineo Mdltipla 270 C Obito
membros

Equina 9 Macho Membros Unica 180 A-6 Cura

Muar 5 Fémea Membro Mltipla 1360 A-5 Obito

Térax 90

Equina 2 Fémea Membro Unica 45 A-5 Cura
Equina 3 Fémea Membro Mdltipla 7 A-3 Cura

A- Somente imunoterapia

B-
C-

Imunoterapia associada a exérese cirlrgica

Nao tratado

Com base nas normais climatolégicas do INMET (2009) para a area em estudo,

verificou-se que trés casos de pitiose ocorreram no inicio da estacdo chuvosa

(novembro a dezembro) e oito casos, ocorreram no auge do periodo chuvoso (janeiro a

margo). A concentracdo dos casos de pitiose foi semelhante aos ocorridos em outras

regidbes (LEAL et al., 2001), ou seja, foi igualmente distribuida no apice das cheias,
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condicao climatica propicia que favorece o incremento do micro-organismo no meio
ambiente.

A temperatura ambiente nesses periodos variou de 28 a 36°C. Para a producéao de
zoOsporos sdo necessarias temperaturas entre 30 e 40°C e acumulo de agua em
banhados e lagoas (MILLER & CAMPBELL, 1982). Estas caracteristicas climaticas e
ambientais sdo praticamente constantes na regido do Pantanal Norte de Mato Grosso,
incrementando obviamente o numero de casos na populagdo susceptivel la existente.

Nas propriedades havia diversos locais formando lagoas de drenagem lenta e com
vegetacdao abundante onde equideos permaneciam com frequéncia. A evolucao das
lesbes quando da abordagem, variou entre sete dias a 15 meses. Em duas
propriedades onde ocorreu a maioria dos casos (9), os rebanhos concentravam-se em
solos argilosos. Embora seja necessaria amplitude maior de estudos em outros
ambientes, a hipétese de este tipo de solo favorecer ou incrementar a emergéncia da
doenca pode relacionar-se ao fato de que normalmente estes solos sao pouco
permeaveis a agua, favorecendo desta forma o acumulo da mesma e aumento de
vegetacdo aquatica, substratos ideais para proliferagdo do oomiceto, produzindo
zo6sporos moéveis que segundo SANTURIO et al. (2006a) constituem-se na forma
infectante do P. insidiosum.

Tecido de granulagao associado ao P. insidiosum atingem didmetros de 15 cm em
média de duas a trés semanas, sendo o crescimento progressivo e rapido, porém, de
forma mais lenta quando as lesdes tornam-se maiores que 30 cm. Os animais, a
excecdo de um (que morreu apos a abordagem clinica), demonstravam segundo
informacgoes, estado geral satisfatério no inicio do processo, porém, seguia-se perda de
peso conforme as lesdes evoluiam. Em todos os casos se notou prurido e
automutilacdo e em dois havia claudicagdo. As lesbes concentravam-se
predominantemente nos membros, a maioria de localizagdo distal. Estas se
caracterizavam por lesdes cutaneas de rapida evolugao, ulceradas, com abundante
secrecao serosanguinolenta e prurido, por vezes encontrando-se kunkers nos sinus,

esporadicamente ejetados através de pressao digital. A localizagdo das lesdes, bem
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como, os aspectos morfoldgicos, ocorreu em conformidade com LEAL et al. (2001),
SALLIS et al. (2003) e FREY JR. et al. (2007).

Os aspectos histopatolégicos eram homogéneos, predominando, ao redor de
areas necroéticas, infiltrados de eosindfilos, neutréfilos e células mononucleares com
proliferagéo de tecido conjuntivo fibroso e neovascularizagdo. Estruturas semelhantes a
hifas foram visibilizadas, no interior dos focos necréticos. Os contornos das hifas tinham
marcacao enegrecida na impregnacao pela prata (método de Grocott), estas estruturas,
pouco septadas, eram compativeis morfologicamente com P. insidiosum. Na
imunoistoquimica a marcagéo positiva foi um achado determinante na confirmacao do
diagnéstico, pois, segundo REIS JUNIOR & NOGUEIRA (2002) hifas de P. insidiosum
tem epitopos especificos do reino Stramenopila, portanto, diferente de outras micoses
profundas. Ainda, ndo houve evidéncia nos fragmentos de tecidos analisados, de lesbes
sugestivas de habronemose cutanea ou sarcoide. SALLIS et al. (2003) relataram que
amostras recebidas em rotina laboratorial, tinham diagnésticos presuntivos de
habronemose cutanea ou sarcoide, porém, exames complementares adequados
confirmaram diagndstico de pitiose.

Adicionalmente, os animais foram positivos no teste de ELISA indireto. Pesquisas
indicaram que ELISA é muito eficaz no diagnédstico de pitiose, possui sensibilidade
maior e especificidade semelhante a imunodifusdo (SANTURIO et al., 2004).
Atualmente, € considerada a mais eficiente técnica imunolégica para identificar casos
precoces, apresenta sensibilidade, especificidade e eficiéncia de 97,72%, 90,27% e
93,1%, respectivamente (SANTURIO et al., 2006b). Esta prova propicia a consolidacao
do diagndstico numa fase ainda precoce, é segura e praticamente nao provoca estresse
nos animais abordados. Utilizou-se somente este exame complementar como apoio
diagnédstico ao caso de uma égua em avancado estagio de gestacdao. Com excecao de
um equino que morreu uma semana apds a abordagem, os demais foram submetidos a
imunoterapia (n=10), sendo observado em 70% dos casos resposta satisfatéria (Figura
19).
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Figura19. Lesao circunscrita em equino decorrente de pitiose com 45 dias de evolugdo em A. Em B,
mesmo animal 14 dias apds primeira aplicagdo subcutdnea do imunotergpico Pitium-Vac®. Os
bordos tornam-se mais rasados com ferida mais ressequida. Em C, 14 dias ap6s a segunda
aplicagao de Pitium-Vac®. Em D, mesmo equino com remissdo completa apds trés aplicagoes.

Os animais que nao responderam satisfatoriamente a imunoterapia foram

submetidos, também, a excisao cirdrgica dos tecidos de granulacgao (Figura 20).
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Figura 20. Lesao eliptica em equino decorrente de pitiose com aproximadamente trés meses
de evolugdo em A. Em B ap6s 52 aplicagdo subcutanea do imunotergpico Pitium-
Vac® exibindo lesdo mais ressequida, porém refrataria quanto a involugéo,
desenvolvendo extenso tecido de granulagdo. Em C apds exérese cirlrgica,
seguindo mais trés doses do imunoterapico. Em D o mesmo animal ap6s resolugao.
Foram utilizadas oito doses a cada 14 dias.

Assim, a cura utilizando-se da imunoterapia, associada ou ndo a excisao cirurgica,
totalizou 90% dos casos. Tratamentos conservadores, cirurgicos e clinico-cirargicos tém
sido preconizados para pitiose, sendo o sucesso terapéutico muito variado. Segundo
HUBERT & GROOTERS (2002) o tratamento mais indicado consiste na exérese total
do granuloma, combinado com imunoterapia especifica. Outros farmacos tais como o

iodeto de potéssio, a anfotericina B e a imunoterapia tém sido empregados, também,
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com resultados variaveis, porém, neste ultimo a cura variou de 43 a 83% dos casos de
pitiose (MENDOZA et al., 1996; RODRIGUES & LUVIZOTO, 2000; MONTEIRO, 1999
apud SALLIS et al., 2003; SANTURIO et al., 2004; BIAVA et al., 2007 e FREY JR. et al.,
2007). Nao houve nenhuma influéncia negativa da imunoterapia no animal gestante
relativos a progénie ou parturicdo. Edemas e aumentos de volume de extensdes
variaveis, nos locais de aplicacdo do imunoterdpico, foram reacdes adversas
transitorias, e evoluiram satisfatoriamente para remissdo completa sem sequelas.

E reconhecido o fato de que a eficacia terapéutica é fortemente aliada a
temporalidade da evolucdo das lesdes, se a doenga possui um periodo prolongado, a
imunoterapia ndao oferece bons resultados (LACAZ et al., 2002). Ressalta-se que o0s
casos seguiram um padrdo quanto ao tempo de recuperacado e foram relativamente
proporcionais as evolucdes dos granulomas adicionado ao tempo da imunoterapia para
o completo restabelecimento, ou seja, um animal com pitiose com 90 dias de evolugéo
e tratamento por mais 60 dias, ocorreu cicatrizacdo completa das feridas cutaneas em
torno de cinco meses. Estes resultados chamam a atencéo, pois lentiddo na resposta
ao tratamento pode ser interpretada como refratario e determinar desisténcia. Apds o
tratamento, os animais foram inspecionados por mais dois ciclos de cheia e um equino
apresentou reinfecgdo. Inicialmente fora tratado de lesdo no membro (canela) e apés
dois anos desenvolveu pitiose, com lesbes ventrais amplas no abddémen, porém,
novamente responsivas a imunoterapia (SANTOS et al. 2011). Ao que parece, mesmo
animais que ja apresentaram a enfermidade, ndo desenvolvem imunidade duradoura.
Este fato é reforgcado por estudos nos quais o imunoterapico ndo se mostrou eficaz de
forma preventiva, sendo o efeito apenas curativo (SANTURIO et al., 2001; MENDOZA &
NEWTON, 2005).

Trés oObitos ocorreram durante os estudos, sendo um em cada rebanho e
relacionado a feridas mais tardias ou multiplas. Assim, morreu um equino senil nao
tratado, com lesao crénica ap6s nove meses de evolugcdo, um muar tratado que tinha
dois sitios de lesdo, mas se notou durante o tratamento involugdo da lesdo no sitio
podal e evolucdo da lesdo peitoral associada a acentuada perda de peso. Um terceiro

equino, também, com lesdes multiplas, foi refratario a imunoterapia isolada. Embora
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tenha cicatrizado completamente as lesées associando as duas técnicas, perdeu peso
gradativamente e teve infartamento inespecifico de linfonodo mamério, sendo
encontrado morto. LEAL et al. (2001), FREY JR. et al. (2007) e MACIEL et al. (2008)
afirmam que animais ndo tratados ou tratados tardiamente geralmente sucumbem,
possivelmente devido a liberacdo de citocinas como fator de necrose tumoral,
determinando injarias sistémicas e metabdlicas graves (KLEIN & HOREJSI, 1997). O
estabelecimento preciso da causa das mortes ficou prejudicado, considerando que os
trés casos nao foram investigados em virtude do avancado estado de autdlise e ataque

de predadores naturais, quando do encontro das carcagas.

CONCLUSOES

A utilizacdo de imunoterapicos como alternativa de tratamento da pitiose,
associado ou nao a cirurgia indica ser promissor e aplicavel a campo. Adequacdes de
manejo e praticas observacionais, visando identificagdo precoce de lesdes cutaneas
dentre outras enfermidades, sdo essenciais para a manutencao da saude do rebanho
de equideos do Pantanal Norte. Como a temporalidade de evolugdo da pitiose em
equideos, € imperiosa no sucesso do tratamento com imunoterapia, sugere-se que o

diagnostico e terapia precoce seja o ponto chave da recuperagao dos animais.

Trabalho posteriormente adaptado as normas do periédico ARS Veterinaria, que apés submissao foi

aceito e publicado conforme referéncia abaixo:

SANTOS, C. E. P.; SANTURIO, J. M.; COLODEL, E. M.; JULIANO, R. S.; DA SILVA, J. A.; MARQUES, L.
C. Contribuicdo ao estudo da pitiose cutdnea em equideos do Pantanal Norte, Brasil. ARS

VETERINARIA, Jaboticabal, v. 27, n. 3, p. 134-140, 2011*.

*De acordo com ABNT 6023
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CAPITULO 6: EFICACIA DA IMUNOTERAPIA NO TRATAMENTO DE PITIOSE
FACIAL EM EQUINO

RESUMO

A pitiose em equinos é uma doencga proliferativa e ulcerativa que afeta
principalmente a pele e tecido subcutaneo. Quadros cutédneos por vezes sao
confundiveis com habronemose. A doenca é mais frequente em areas palustres e locais
com formacao de lagoas de drenagem lenta e vegetacdo aquatica, em ambiente de
temperatura elevada. Descreve-se e discute-se neste relato o desenvolvimento de leséo
na face em equino na regidao de Cuiabda, Mato Grosso, decorrente de pitiose e 0s
aspectos da imunoterapia como tratamento base. O animal apresentou uma extensa
lesdo ulcerativa e secretéria na face direita, além da presenca de alguns focos
necroticos com sinus de onde era possivel se extrair kunkers a presséo digital. Com
clinica compativel com pitiose, posteriormente confirmado por exames complementares,
envolvendo analises histolégicas, além de técnicas soroldgicas (ELISA) e PCR, o
animal foi submetido a imunoterapia, obtendo-se resposta satisfatéria com remissao
dos sinais, num total de 5 aplicagées subcutaneas em intervalos de 14 dias entre
tratamentos. A eficacia desta alternativa de tratamento, principalmente em areas de
dificil acesso cirurgico é exequivel em condicdes de campo, pelo baixo custo e

facilidade de aplicagéo.
Palavras-chave: pitiose, imunoterapia, método diagnéstico

INTRODUCAO

A pitiose é uma enfermidade piogranulomatosa do tecido subcutaneo, causada
pelo Pythium insidiosum, micro-organismo que acomete varias espécies de animais,

inclusive humanos, sendo mais frequentes em equinos (CHAFFIN et al., 1995; MILLER,
1981).
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Na América do Sul ocorre particularmente em areas palustres, nas quais equinos
permanecem por longos tempos (CHAFFIN et al., 1995; LEAL et al., 2001).

As lesdes cutaneas distribuem-se mais frequentemente na extremidade distal
dos membros e porcao ventral da parede abdominal, embora ocorram também na face,
provavelmente devido ao maior tempo de contato com &guas contaminadas com
zobsporos (CHAFFIN et al., 1995; SANTURIO et al., 2006a). A apresentacao da leséo e
a caracteristica histopatolégica sdo passiveis de confundimento, principalmente com
habronemose, pela semelhanca e formacao de tecido de granulacédo exuberante (REIS
JR & NOGUEIRA, 2002; PRESTES & MOYA, 2008).

Atualmente, técnicas sorolégicas e moleculares foram desenvolvidas, objetivando
suporte ao diagnéstico precoce e correto (SANTURIO et al., 2006b), incrementando o
sucesso terapéutico. Diversos protocolos de tratamento tém sido utilizados, com
resultados variaveis, incluindo protocolos exclusivamente clinicos, cirdrgicos ou
associacao de ambos, que foi apontada por alguns autores como o procedimento mais
indicado (MILLER & CAMPBELL, 1982; HUBERT & GROOTERS, 2002; SANTURIO et
al., 2006a).

Mesmo assim, ha limitacdes relacionadas a impossibilidade de excisar toda area
afetada por causa do envolvimento de estruturas anatémicas profundas que precisam
ser preservadas (MILLER, 1981; LEAL et al.,, 2001), além da necessidade de
monitoramento pdés operatério incluindo curativos e aplicacbes diarias de
medicamentos. Nessas condi¢des, a imunoterapia representa uma opg¢ao promissora
para o tratamento da doenca e justifica estudos mais aprofundados para confirmar o
seu potencial (SANTURIO et al., 2004). Objetiva-se com este relato descrever a eficacia

da imunoterapia no tratamento da pitiose facial em equino.

MATERIAL E METODOS

O material deste estudo foi obtido de uma abordagem clinica ocorrida no
municipio de Cuiaba, Mato Grosso, em julho de 2009. Os dados gerais do animal foram
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informados através de inquérito dirigido aos tratadores e Médicos Veterinarios da
iniciativa privada que acompanharam inicialmente o animal.

O animal foi assistido na propriedade de origem, pelo setor de Clinica Médica do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET-UFMT). Foi
realizada bidpsia incisional, sendo os fragmentos divididos em duas por¢des: uma
conservada em formol a 10% para andlise histopatolégica de rotina, corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e Gomori metenamina — nitrato de prata (GMS) (PROPHET et
al., 2002), e outra a exame molecular de PCR, conservada sob refrigeracdo, seguida de
congelamento. Adicionalmente, foram colhidas, por venopuncéao jugular, em tubos com
vacuo com e sem anticoagulantes, aliquotas de sangue destinadas a avaliagdo
hematolégica e teste imunoenzimatico (ELISA) para pitiose (SANTURIO et al., 2006b).

Devido a localizacdo anatémica da lesao e a dificuldade em transportar o animal,
optou-se por tratar o animal exclusivamente com imunoterapia. Para tanto, utilizou-se
aplicacdo de um frasco de imunoterapico (Pitium Vac®) a cada 14 dias, por via
subcutanea e acompanhamento da evolugao do caso, totalizando cinco aplicacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma égua, com cinco anos de idade, sem raca definida, criada em propriedade
localizada em area de Cerrado, apresentou, na face, ferida de dificil cicatrizagdo, com
aproximadamente 60 dias de evolucdo. A lesdao apresentou crescimento rapido e
progressivo, pruriginosa, refrataria a tratamentos com pomadas cicatrizantes,
organofosforados, repelentes e ivermectina.

Na ocasiao da abordagem, observou-se lesdo cutanea unica, de formato circular,
ulcerada, com diametro de 14 cm, na face direita e equidistante entre olhos e narinas. A
superficie era umida e hemorragica. Pequenos focos necréticos com sinus em permeio
a lesao eram visibilizados e ao serem explorados por palpacdo e pressao digital,
expeliam pequenas estruturas firmes, brancoamareladas, facilmente destacaveis,
medindo em torno de um a trés milimetros, compativel com kunkers. Os sinais vitais
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encontravam-se dentro dos limites normais considerados para a espécie equina.
Emaciacao evidente.

A imunoterapia foi instituida ja& na primeira visita pressupondo tratar-se de um
caso de pitiose. A partir da segunda aplicacao, ja confirmada a entidade nosoldgica por
exames complementares, era notavel a evolugdo satisfatéria do quadro, ocorrendo o
rasamento dos bordos da lesdo com relacdo a pele integra e a diminuicdo das
secrecoes. A cada intervalo de 14 dias, o diametro reduzia, com relagao ao vistoriado
na abordagem inicial, em torno de 15 a 20%. Na ultima aplicagdo aproximadamente
85% da area da lesdo inicial havia regredido. A cronologia dos eventos e as
caracteristicas evolutivas foram sumarizadas na Tabela 10 e ilustradas na Figura 21.
Depois de 45 dias do inicio do tratamento, houve expressivo ganho de peso do animal e

aos 70 dias regressao completa, permanecendo apenas uma cicatriz.

Tabela 10. Demonstrativo da evolugéo da lesdo relativo a cronologia e aspecto de Ulcera decorrente de
pitiose facial em uma égua, SRD, 5 anos de idade, submetida a cinco doses seriadas de
imunoterapia (Pitium Vac®) pela via subcutanea em 2009, no municipio de Cuiaba - MT.

DATA 31/07 14/08 28/08 10/09 26/09 14/10
Figura2A  Figura2B Figura2C Figura2D Figura2E Figura 2F

APLICAGOES (SC) 12DOSE 22 DOSE 3°DOSE  42DOSE  5° DOSE -
DIAMETRO LESAO (CM) 14,00 11,71 8,70 5,41 3,84 2,0
REDUGAO (%) INICIAL 15 38 61 72 86
SECRECAO* PRES PRES DISCR AUS AUS AUS
ULCERACAO** PRES PRES PRES PRES DISCR AUS
PRES — PRESENTE DISCR - DISCRETA AUS - AUSENTE

*RELATIVA A DESCARGA SEROSANGUINOLENTA **RELATIVA A SUPERFICIE DA LESAO
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Figura 21. Equino exibindo extensa lesdo facial ulcerada decorrente de pitiose no momento da
abordagem inicial (A). Nas imagens subsequentes (B-E) as tomadas foram executadas a
cada 14 dias, coincidindo com aplicacdo de imunoterapico (Pitium Vac®), totalizando cinco
aplicagdes. Em F, resolugao da lesdo com discreta cicatriz.

No exame histopatolégico foram visibilizadas areas de necrose contendo
imagens negativas tubuliformes de hifas ramificadas e irregulares semelhantes a
oomicetos do género Pythium. Além disso, na coloracdo de Grocott houve impregnacao
de hifas pela prata. O PCR do tecido e andlise soroldgica, em concordancia,
apresentaram resultados positivos consolidando o diagnéstico. O hemograma
demonstrou anemia e leucocitose com neutrofilia.

A suspeita de habronemose € muito difundida entre técnicos e tratadores,
principalmente quando a localiza¢do da lesédo ocorre na face e abdémen inferior. Dada
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a similitude macroscépica e por vezes microscépica, é essencial subsidiar abordagens
clinicas com exames complementares (PROPHET et al., 1992; CHAFFIN et al., 1995;
LORENZI, 2003). Convém lembrar que em casos faciais, comumente a lesdo que
envolve habronemose parte da terceira palpebra ou mesmo mantém intimas relagdes
com jungdes mucocutaneas, ou seja, normalmente tangenciam canto medial dos olhos.
Outros pontos, também, podem ser atingidos como comissura labial e processo uretral.
Além disso, a habronemose pode ocorrer em regides do corpo a partir de ferimentos e
escoriacdes que ocorrem com frequéncia em areas que o animal apresenta limitagdes
para espantar moscas vetoras, como regides distais dos membros e porg¢ao ventral do
abdémen (PRESTES & MOYA, 2008), essas sao areas cutaneas com grande casuistica
de pitiose, fato que certamente facilita erros de diagnéstico.

A rapidez da evolucao da lesao facial, o prurido, as caracteristicas secretorias, a
refratariedade aos tratamentos relatados pelo proprietéario e a perda progressiva de
condicao corporal, a despeito de manutencdo do apetite e alimentagcdo adequada,
foram constituintes que permitiram nortear a suspeita diagnédstica para pitiose, sabendo
que esses sinais clinicos, associados a anamnese, ja haviam sido citados em outros
relatos (KNOTTENBELT & PASCOE, 1998; SANTURIO et al., 2006a). Adicionalmente,
as caracteristicas da lesdo no momento da abordagem foram consistentes para se
suspeitar da relacao causal, considerando outras descricdes na literatura, com énfase
aos sinus nos focos necréticos, com presenca de kunkers (CHAFFIN et al., 1995;
KNOTTENBELT & PASCOE, 1998; HUBERT & GROOTERS, 2002; SANTURIO et al.,
2004; FREY JR et al., 2007).

Epidemiologicamente, predominam relatos associando-se ocorréncia de pitiose a
caracteristicas ambientais de umidade e temperatura elevadas, ou mesmo permanéncia
dos animais em areas alagadas. Apesar da ultima assertiva ter sido negada inicialmente
pelo proprietario, dada a predominancia de area tipica de cerrado, verificou-se um
microambiente favoravel ao contagio da doenca, uma vez que em inspecao detalhada
notou-se uma pequena lagoa com abundancia de vegetagao aquatica (Figura 22), onde
equinos permaneciam parcialmente submersos, importante fator predisponente ao

desenvolvimento da pitiose, que favorece a contaminacao dos animais pelos zo6sporos
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méveis no ambiente, forma infectante de Pythium insidiosum (CHAFFIN et al., 1995;
SANTURIO et al., 2004; SANTURIO et al., 2006a).

Figura 22. Equinos parcialmente submersos em baia com presenca de plantas aqudticas, em regido
com elevadas temperaturas (acima de 30°C em média). Ambiente propicio para presencga
de zodsporos de Pythium insidiosum.

Como a espécie equina apresenta muita facilidade a formagdes exuberantes de
tecido de granulacao, areas incisionadas, objetivando biépsia podem ndo contemplar
areas focais de necrose, dificultando diagnéstico (REIS JR & NOGUEIRA, 2002), por
este fato, associou-se outras técnicas, tais como testes moleculares (PCR) e
soroldgicos, com a finalidade de determinar precisamente a causa da lesao, diminuindo
a possibilidade de erros (KNOTTENBELT & PASCOE, 1998; SANTURIO et al.,
2006ab). Esses métodos auxiliares de diagndstico ainda sao pouco utilizados, mas sua

aplicacédo deve ser estimulada tanto pela rapidez, quanto pela eficiéncia.
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O diagnéstico e o tratamento precoces sdao fundamentais para o sucesso da
imunoterapia. Por este fato, fora instituido o tratamento ja na primeira abordagem a
partir da suspeita, enquanto se processavam as amostras para o diagnéstico definitivo.
Em casos tardios, € sabido que a eficacia da imunoterapia € inconsistente, tornando os
casos pouco responsivos, com sequelas e disfungcdo, ndo raramente culminando com
obito do paciente (SANTURIO et al., 2004; FREY JR et al., 2007; MACIEL et al., 2008).

Em sintese, a sinalizacdo para resposta satisfatoria no sitio lesional seguiu a
ordem de diminuicdo do aspecto secretoério, rasamento de bordas, diminuicdo do
prurido e aproximagcao das bordas em conjunto com a formacao de fina camada de
crosta na superficie. Aléem disso, houve reducdo do prurido e maior conforto no
comportamento do animal. Concluiu-se neste caso que a imunoterapia foi uma
alternativa terapéutica satisfatoria, visto que a regido acometida e a extensao da leséao
dificultavam excisao cirurgica.

Anemia e leucocitose com neutrofilia sdo achados frequentes em doencas
debilitantes crénicas, comuns em processo inflamatérios de etiologia fungica (LIMA et
al., 2001; SACHER & MCPHERSON, 2002; LORENZI, 2003). A explicacao dos efeitos
curativos dos imunoterapicos esta relacionado ao bloqueio de Th2 e atracdo de Th1,
que por sua vez produz IFN¥ e IL2 que irdo ativar mediadores de células
mononucleares composta por linfocitos e macrofagos que danificam e destroem as hifas
de Pythium insidiosum (SANTURIO et al., 2006a).

CONCLUSAO
A imunoterapia € uma técnica promissora para tratamento da pitiose em equinos,

sendo necessarios mais estudos para melhor avaliar alguns resultados adversos na

resposta dos pacientes tratados.
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Trabalho posteriormente adaptado as normas do periddico Acta Scientiae Veterinariae, que apos
submissao foi aceito e publicado conforme referéncia abaixo:

SANTOS, C. E. P.; JULIANO, R. S.; SANTURIO, J. M.; MARQUES, L. C. Eficacia da imunoterapia no

tratamento de pitiose facial em equino. Acta Scientiae Veterinariae, Porto Alegre, (UFRGS impresso). v.
39, p.955-959, 2011*.

*De acordo com ABNT 6023
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CAPITULO 7: A IMUNOTERAPIA PROTEGE EQUINOS CONTRA REINFECCAO DO
OOMICETO Pythium insidiosum?

RESUMO

Reinfecg¢do cutanea por Pythium insidiosum foi diagnosticada em um equino no
Brasil. Lesbes focais apareceram com dois anos de intervalo. A primeira infeccdo e a
utilizacdo da imunoterapia como tratamento base, ndo foram suficientes para estimular
resposta imune eficiente para prevenir reinfeccdo. O uso de adjuvantes deve ser

considerado na imunoterapia da pitiose.
Palavras-chave: imunoterapia; reinfec¢ao; Pythium insidiosum
INTRODUCAO

A pitiose, “swamp cancer”, provocada pelo oomiceto P. insidiosum causa
geralmente lesdes em equinos e outros mamiferos, incluindo humanos (CHAFFIN et al.,
1995; SANTURIO et al., 2006a). A espécie equina é a mais atingida pela pitiose, ndo
havendo a principio nenhum fator predisponente (GAASTRA et al., 2010). LesGes
cutdneas e subcutdneas afetando principalmente extremidades distais de membros e
porcao ventral da parede téraco-abdominal sdo usualmente observadas, provavelmente
devido ao maior contato com aguas contendo zoo6sporos produzidos pelo agente
(MENDOZA et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995).

O tratamento das infeccdes causadas pelo P. insidiosum nos animais € homem é
variado e dificultado pelas caracteristicas do agente, por ndo conter esterdides na
membrana plasmatica, componente-alvo da maioria das drogas antifungicas (PEREIRA
et al., 2008; GAASTRA et al., 2010). Excisao cirurgica apresenta resultados satisfatérios
de acordo com a evolucdo, embora possa ser complicado, especialmente quando
membros sao afetados. Atualmente, a imunoterapia tem sido aplicada, incrementando o

sucesso terapéutico de procedimentos cirdrgicos ou se utilizado somente de forma
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clinica curativa (MENDOZA & NEWTON, 2005; SANTURIO et al., 2006a). Acdes como
corte e cauterizagcao, tratamento empirico comum no Pantanal, onde a pitiose é
chamada “ferida da moda” por vezes séo efetivos, embora alguns criadores informam
episédios recorrentes em outros pontos (LEAL et al., 2001). Muitos animais
frequentemente ndo se recuperam, o que geralmente leva a anemia e severa
emaciacao. Se nao tratada com sucesso, a doenca torna-se crénica e pode culminar
com morte, embora casos atipicos com lesées quiescentes e sem influéncia sobre o
escore corporal foram relatados e registrados somente na regiao do Pantanal (LEAL et
al., 2001).

MATERIAL E METODOS

O material deste estudo foi obtido de uma abordagem clinica ocorrida no bioma
Pantanal, Brasil, em maio de 2007 e dezembro de 2009. Os dados gerais do animal
foram informados através de inquérito dirigido aos tratadores, sendo que o animal foi
assistido na propriedade de origem.

Os procedimentos para validacao dos casos foram executados nos dois eventos.
Foram realizadas biépsias incisionais, sendo os fragmentos divididos em duas porg¢des:
uma conservada em formol a 10% para analise histopatolégica de rotina, corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e Gomori metenamina — nitrato de prata (GMS) (PROPHET et
al., 1992). A outra amostra foi refrigerada e utilizada para PCR (BOTTON et al., 2011).
Ainda, amostras de sangue, para obtencao de soro, foram colhidas por pungéao da veia
jugular, utilizando-se agulhas hipodérmicas 40x12 mm. A pesquisa de anticorpos
especificos anti-Pythium, no soro dos equinos, foi realizada pela técnica ELISA indireto
(SANTURIO et al., 2006b) junto ao LAPEMI da Universidade Federal de Santa Maria.

O protocolo terapéutico nos dois eventos foi efetuado, utilizando-se produto
imunoterapico preparado por vortexacdo (Pitium-Vac®/ Laboratério de Pesquisas
Micolégicas- LAPEMI / UFSM- Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA/PANTANAL), a cada 14 dias de intervalo de acordo com as instrugbes da

fabricacao e informagéo de estudos anteriores.
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RESULTADOS

Um equino da raca Pantaneira, fémea, com aproximadamente 2 anos de idade,
apresentou uma lesdo no membro pélvico esquerdo de rapido crescimento, em maio de
2007, com 45 dias de evolucdo. A inspecdo observou-se lesdo cutanea unica, com
superficie Umida, hemorragica, ulcerada, de formato ligeiramente eliptico, bordas
irregulares, com diametro aproximado de 15 cm, na regido da canela. Focos necroéticos
com sinus em permeio a lesdo eram visibilizados e expeliam pequenas estruturas
firmes, brancoamareladas, facilmente destacaveis, medindo em torno de dois a cinco
mm, compativel com kunkers. Os sinais vitais encontravam-se nos limites normais, com
paciente apresentando moderada emaciacdo. Nos tecidos colhidos, foram visibilizadas
hifas irregulares, ramificadas e raramente septadas com paredes espessas de
coloragdo marron ao corante GMS (Figura 23 A). Estruturas semelhantes a hifas
circundada por material eosinofilico, foram observadas em areas necréticas
correspondendo a reagbes de Splendori-Hoeppli (H&E) (Figura 23 B). O animal foi

positivo no teste de ELISA para pitiose.

Figura 23. (A) Hifas de Pythium insidiosum tipicamente marcadas pela prata. (B) Area necrética

circundada por eosinéfilos na reacdo de Splendori-Hoeppli e imagens negativas de hifas (H&E
Obj. 20X).
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O animal foi submetido a cinco doses do produto imunoterapico. Remissao dos
sinais e ganho de peso, foram observados apdés 4 meses, quando o animal foi
considerado curado, isto é, demonstrou cicatrizacdo completa da ferida e valores
negativos de ELISA (Figura 24 A e 24 B).

Figura 24. Equino com pitiose na regido da canela (A). Maio de 2007. (B) O animal foi considerado
curado apos cinco doses da imunoterapia.

Dois anos depois, em dezembro de 2009, uma nova lesdo com curso clinico de
30 dias, foi observada no abdébmen ventral do mesmo animal, desta vez com
aproximadamente quatro anos de idade. A area ulcerada media ao redor de 20 cm de
diametro, com edema perilesional de 60 cm. Descarga serosanguinolenta expelindo
grande quantidade de kunkers com aproximadamente dois milimetros de tamanho
foram observados. Os mesmos procedimentos relativos a exames complementares
para validacdo do caso foram repetidos e novamente o animal foi submetido a
imunoterapia, respondendo de modo satisfatério apds quatro doses, no mesmo
intervalo entre aplicagbes (Figura 25 A e 25 B). Cultura de P. insidiosum é sensivel ao
tempo e refrigeragéo, e provavelmente prejudicou o isolamento do agente neste estudo.
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Figura 25. (A) O mesmo equino da figura 2, apresentando lesdo abdominal, em dezembro de 2009. (B) O
animal foi considerado curado apds quatro doses da imunoterapia.

DISCUSSAO

Tanto o primeiro, quanto o segundo caso da infeccédo por pitiose, ocorreram em
condi¢ces sazonais mais comumente relatada por outros autores, ainda que o primeiro
ocorreu no final e 0 segundo no inicio do verdo chuvoso (LEAL et al., 2001; SANTURIO
et al., 2006a). De acordo com LEAL et al. (2001) a falta de estudos sistematicos
impossibilitam concluir, se animais tratados por corte e cauterizacdo, infectados em
anos anteriores desenvolvem algum grau de imunidade. De fato, certamente existe uma
predisposi¢ao individual que ainda n&o foi descoberta ou diferenga de resisténcia entre
individuos. Este dado é consistente, considerando reinfeccdo do paciente no caso
estudado, ap6s dois anos do desenvolvimento de doenca clinica, além da submissao a
imunoterapia como terapéutica. Mecanismos envolvidos na cura induzida pela
imunoterapia contra P. insidiosum baseiam-se principalmente na resposta celular,
considerando mudancga da inflamagé&o eosinofilica inicial para resposta mononuclear
(SANTURIO et al.,, 2006a; GAASTRA et al.,, 2010). Os antigenos presentes no
imundgeno sao distintos daqueles da infeccao natural e irdo ativar mediadores de
células composta por linfécitos citotéxicos e macrofagos que eventualmente podem
eliminar a hifa de P. insidiosum de tecidos infectados (LEAI et al., 2001; SANTURIO et

al., 2006a).
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Nos dois eventos de desenvolvimento de doenca clinica, esta estratégia
terapéutica se mostrou muito eficaz. Ressalte-se que no primeiro episodio (relativo a
lesdo apendicular) a resposta foi mais lenta e no segundo (relativo a lesdao abdominal)
foi bem mais efetiva, que apesar da aparente gravidade do caso, respondeu mais
rapidamente além de requerer menor nimero de doses. Duas hip6teses podem explicar
tais diferencas observadas na resposta imune. A primeira, embora a lesdao no segundo
evento tenha sido aparentemente mais grave (dimensido e estado de emaciagéo), a
mesma era mais recente. E reconhecida a eficacia do imunoterapico com relagdo ao
curso clinico, sendo maior em lesées mais precoces (NEWTON & ROSS, 1993;
MENDOZA & NEWTON, 2005; GAASTRA et al., 2010). A segunda, provavelmente
exista alguma memoria imunoldgica, insuficiente para prevenir nova infecgdo, porém
com resposta potencializada no segundo tratamento. O ELISA demonstrou altos niveis
de imunoglobulina G (lgG) apdés segunda infecgcdo (130% acima do ponto de corte
versus 72% da primeira infeccdo). Niveis de anticorpos anti-Pythium sao altos em
equinos infectados e geralmente aumentam durante imunoterapia, que sem duvida
ajudam no sucesso do tratamento da doenca (SANTURIO et al., 2006a,b).

Curiosamente, o desenvolvimento de reinfeccdo, indica que mesmo em animais
imunocompetentes os padrdes antigénicos das hifas e de produtos da imunoterapia ndo
sao suficientes para prevenir novas infecgées. Considerando que o micro-organismo
nao apresenta mutacdo como 0s virus, o0 mecanismo de evasao da resposta imune do
hospedeiro equino € muito eficiente. As hifas de P. insidiosum multiplicam-se no interior
dos kunkers onde produzem exoantigenos em grande quantidade, um evento que ao
final, bloqueia a resposta imune (MILLER, 1981; MENDOZA & NEWTON, 2005). Aléem
disso, caracteristicas preventivas da imunoterapia ndo foram evidenciadas em estudos
de campo nos animais tratados e nao tratados, expostos as mesmas condicoes
ambientais, nas quais reinfeccdo ocorre frequentemente em animais tratados
(SANTURIO et al., 2004). De acordo com a hipoétese de GAASTRA et al. (2010), tal
constatagdo pode ser explicada pelo fato de que titulos de anticorpos IgG diminuem
progressivamente apos finalizar imunoterapia, e poderia proteger o hospedeiro por um

curto periodo de tempo (um ano). Nao obstante, o uso de diferentes adjuvantes pode
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aumentar e fortalecer a resposta imune em coelhos infectados experimentalmente por
P. insidiosum (LEAL et al., 2002).

CONCLUSAO

A imunoterapia ndo protege equinos frente a outros desafios, podendo ocorrer
reinfeccdo. Como a inoculacao experimental de P. insidiosum em outras espécies, com
excecao do coelho, tem sido constantemente mal sucedida e estudos observacionais
estao sujeitos a um namero limitado de pesquisadores, o presente relato abre caminhos
para o desenvolvimento de produtos imunobiolégicos que induzam maior periodo de

imunidade.

Trabalho posteriormente adaptado as normas do periédico Clinical Vaccine and Immunology, que apés

submissao foi aceito e publicado conforme referéncia abaixo:

SANTOS, C. E. P.; MARQUES, L. C.; ZANETTE, R. A.; JESUS, F. P. K.; SANTURIO, J. M. Does
immunoterapy protect equines from the reinfection by oomycete Pythium insidiosum? Clinical and
Vaccine Immunology, Washington, v.18, n.8, p. 1397-1399, 2011*.

*De acordo com ABNT 6023
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CAPITULO 8 - IMPLICACOES E PERSPECTIVAS

As informagdes geradas com este trabalho descritivo observacional, com foco na
dindmica da doenga em campos alagados, abriram portas para uma série de hipéteses
e permitem inferir, que surgem novas perspectivas ao estudo da pitiose, relativo a
mitigacao de risco. Importante frisar, com base nos pressupostos elencados, que uma
vez comprovados, podera ser de grande aplicacdo no transito disciplinar em saude e
ambiente, englobando animais de producé&o e humanos, nos quais a enfermidade cursa
com gravidade, determinando graves sequelas e risco de morte, mesmo em pacientes
imunocompetentes.

As atividades de pesquisa a campo permitiram transferéncia de tecnologia,
processos de educacao continuada entre profissionais que atuam na area, favorecendo
aplicacdo socioeconémica e bioldgica dos resultados obtidos. A primeira e importante
transferéncia de tecnologia foi promover o reconhecimento da propria doenca e outras
similares que podem induzir a erros de diagnéstico, pois a dermatologia enquanto
segmento de especialidade na area veterindria, envolve perdas econémicas e injurias
estéticas ao paciente acometido, requerendo, na grande maioria dos casos, exames
complementares de apoio diagnostico. Ainda, é também ponto de destaque disseminar
conhecimentos quanto a alternativas terapéuticas atualizadas, exequiveis no campo,
principalmente em locais de dificil acesso. Percebeu-se no decorrer do estudo um
aporte de conhecimento de forma genérica aos estagiarios, Médicos Veterinarios,
técnicos e produtores, além de assimilacao e aplicabilidade dos resultados, quando do
desenvolvimento conjunto de estudos de campo e notavel interesse dos produtores com
vistas ao controle da pitiose.

Do estudo observacional da emergéncia da doenca nas éareas de risco
associadas as particularidades ecoambientais e bioclimaticas, surgiu importante
hipétese da participacdo de vetores na cadeia epidemiolégica de P. insidiosum. Por
certo, muitos fatores desconhecidos influenciam a dindmica da doenga, que interagem
entre si, influenciando o ambiente como um todo, de modo a alterar microambientes ou

resposta imune, que favorecam permanéncia, proliferacdo, mecanismo de evaséo e
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disseminacado do patégeno, fato sustentado pelas diversas tentativas frustradas de
reproducdo experimental, com inoculacdo de culturas puras do agente. Assim,
provaveis mudancas determinadas pelos constituintes imunomoduladores presentes na
saliva dos insetos, associadas as caracteristicas ambientais, individuais e
comportamentais de hospedeiros, podem determinar a expressao da doenca clinica.
Isto abre perspectivas em futuro proximo para tentativas de reproducédo experimental-
vetor associado, que por sua vez, desencadeara por continuidade, abertura de diversos
campos para pesquisa de carater multidisciplinar e envolvimentos interinstitucionais.
Pode-se exemplificar a interacdo entre hospedeiros, patégenos e vetores, a ocorréncia
de Lechiguana (paniculite cutanea focal fibrogranulomatosa em bovinos), que emerge
associando a presenca da bactéria Manheima granulomatis ao parasitismo por
Dermatobia hominis (LADEIRA, 2007). A simples inoculacao experimental da bactéria
ndao produz doenca, a despeito do éxito da reproducado experimental inoculando-se o
micro-organismo em lesdes espontaneas de dermatobiose. Desta forma, sugere-se que
ha fatores desconhecidos na relacdo hospedeiro-parasita e ciclo do patdégeno, que
determinam a  ocorréncia da mesma, podendo ocorrer interagdo similar entre
Pythium insidiosum e Tabanidae.

Certamente inumeras dificuldades advirdo de futuros delineamentos
experimentais, dada a auséncia de trabalhos relacionados a pitiose com esse perfil,
uma vez que ainda ndo se conseguiu reproduzir a enfermidade na espécie mais
atingida, tdo pouco em outra, com excecao do coelho, que atualmente é o Unico animal
utilizado como modelo experimental (SANTURIO et al., 2006a; GAASTRA et al., 2010).
Esse objetivo, se atingido, pode de forma singular, servir a experimentacao por tentativa
e erro, envolvendo a pesquisas de drogas mais eficazes do ponto de vista curativo ou
mesmo busca do aperfeicoamento de imundgenos, visando carater preventivo da
doenca. Certamente, os avancos obtidos poderdo ser extrapolados e até aplicaveis
para a espécie humana, objetivando mitigacdo de risco dessa micose emergente e
grave, em regides de risco.

Baseado nos resultados do estudo da imunoterapia, os dados permitem inferir

ainda, que seja possivel aperfeicoar o imunégeno, estendendo o periodo de protecao,
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seja pelo uso em vias alternativas de inoculagéo, ou pela associacao com adjuvantes,
capacitando os animais de forma preventiva, frente a repetidos desafios quando de
novos ciclos das aguas. Em estudo clinico comparando diferentes vias de inoculacao
(intradérmica e percutanea) com efetividade de vacina contra BCG, verificou-se que a
via percutdanea é menos reatogénica que a intradérmica, porém, estimula de forma
menos seletiva a produgéo de interferon-gama pelos linfocitos Th1, considerada como
melhor marcador da resposta imune protetora contra tubérculos (BRICKS, 2004). Este
tipo de resposta é considerado crucial para a eficacea da imunoterapia, que por sua vez
muda o padrao de resposta celular por injecdo de exoantigenos, tal como ocorre em
outras afeccbes como paracoccidioidomicose (PINTO et al., 2000 apud SANTURIO &
FERREIRO, 2008). Reinfec¢coes conforme se validou, podem ocorrer em animais
tratados ou nao por imunoterapia. O periodo entre 0s eventos tende a se estender em
animais tratados, se comparado a nao tratados, provendo amplo campo de pesquisa
neste contexto. E importante frisar, que atualmente na espécie equina, todos os
delineamentos experimentais, sao inteiramente dependentes de casos naturais.

Finalizando, estudo futuro igualmente importante, relaciona-se a pesquisa de
fatores predisponentes ao desenvolvimento da pitiose, uma vez que 0s mesmos nao
foram identificados e baseiam-se atualmente em hipoteses. Na Tailandia, até o
momento nao existe uma predisposicao definida, porém, epidemiologicamente as
notificacbes estdo concentradas naquela regido e em individuos predominantemente
talassémicos. No Brasil, existe somente um caso relatado, de manifestagcdo cutanea
(BOSCO et al., 2005), o que chama atencao para a probabilidade de outras possiveis
ocorréncias, passiveis de subnotificacdo, uma vez que a enfermidade tende a afetar
individuos de baixa renda, em areas alagaveis distantes de grandes centros, além de
dificuldades inerentes ao diagnostico preciso, caracteristico da doenca.

Andlise dos perfis de diferentes hospedeiros com caracterizacao aprofundada da
resposta imune em individuos susceptiveis e com diferentes graus de resisténcia,
conforme vistos em bovinos na regido do Pantanal podem prover contribuicdo para o

entendimento da patogénese, as relagbes hospedeiro-patdégeno e controle da pitiose.
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