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Resumo

A pitiose ¢ uma oomicose provocada pelo agente Pythium insidiosum membro da classe Oomycetes, que produz micélio, semelhantemente aos
fungos, porém em contrapartida, sua parede celular ndo contém quitina, geralmente encontrada nos fungos. Seus hospedeiros mamiferos, aves
e 0 homem, se infectam através de agua contaminada com os zo6sporos. Em cdes, na forma gastrointestinal, os sinais clinicos sdo variaveis e
dependem da por¢do comprometida, e em fungao disso, o diagndstico ¢ baseado na associag@o de exames clinicos e auxiliares (diagnostico por
imagem, histopatolégico, imuno-histoquimica e biologia molecular), e na epidemiologia da doenga. O prognostico dos animais acometidos ¢
reservado, ja que frequentemente cursam com o 6bito, decorrente de dificuldade em se estabelecer o diagnostico, e da inespecificidade da atuagio
dos antifiingicos atuais. Com isso, objetivou-se por meio desta revisao de literatura abordar as caracteristicas etiologicas e epidemiologicas da
doenga, com énfase nos aspectos clinicopatologicos e de diagnostico, a fim de subsidiar a escolha do tratamento ¢ melhora do prognostico. Os
estudos foram selecionados a partir de livros e buscas na base de dados na biblioteca eletronica, utilizando como descritores para a busca dos
artigos: Pitiose Canina, Gastrointestinal e Pythium insidiosum, selecionando estudos publicados entre 1901 a 2019, publicados em portugués
e inglés que abordassem sobre o tema. Com isso, a pitiose canina ¢ uma doenca de extrema importancia para Medicina Veterindria e seu
conhecimento epidemio-sintomatoldgico, juntamente com exames complementares sdo essenciais para o diagndstico precoce e instituicdo
terapéutica.

Palavra-chave: Doenga de Caes. Oomiceto. Pythium insidiosum.

Abstract

Pythiosis is an oomycosis caused by Pythium insidiosum member of the Oomycetes class that produces mycelium, similar to fungi, but in
contrast, its cell wall does not contain chitin, usually found in fungi. Its mammalian hosts, birds and humans become infected through water
contaminated with zoospores. In dogs, in the gastrointestinal form, clinical signs are variable and depend on the compromised portion, and
because of this the diagnosis is based on the association of clinical and auxiliary tests (diagnostic imaging, histopathology, immunohistochemistry
and molecular biology), and the disease epidemiology. The prognosis of the affected animals is poor, since they often die, due to the difficulty
establishing the diagnosis and the lack of specificity of the current antifungal agents. Thus, the aim of this literature review was to address the
etiological and epidemiological characteristics of the disease, with emphasis on clinicopathological and diagnostic aspects, in order to support
the choice of treatment and improvement of prognosis. The studies were selected from books and database searches, using as descriptors for
the search articles: Canine pythiosis, Gastrointestinal and Pythium insidiosum, selecting studies published from 1901 to 2019, published
in Portuguese and English that addressed the subject. Canine pythiosis is an extremely important disease for veterinary medicine and its
epidemio-symptomatologic knowledge, along with complementary exams are essential for early diagnosis and therapeutic institution.

Keywords: Dog disease. Oomycete. Pythium insidiosum.

1 Introducio A pitiose ¢ registrada, principalmente, em regides de

Unma oomicose provocadapelo agente Pythium insidiosum, clima tropical e subtropical e estd associada ao contato de

pertencente ao reino Stramenopila, tem sido relatada desde
1987, ocorrendo em espécies de animais domésticos, silvestres
e, inclusive, no homem (DE COCK et al., 1987; GAASTRA
et al., 2010). Entre os animais, os equinos sdo os mais afetados
com a forma cutinea, sendo raros os casos intestinais. Em
segundo, os ovinos na apresenta¢do rinofacial, cutdnea e
gastrointestinal (DE COCK et al., 1987; FERNANDES et al.,
2012; BEZERRA JUNIOR et al., 2010; MENDONCA et al.,
2017; PESSOA et al., 2012). Ja em caninos, as lesdes por P,
insidiosum foram descritas na pele, e em diversos segmentos
do trato gastrointestinal (TORRES et al., 2014).
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zoosporos moveis com feridas que tenham entrado em contato
com areas alagadas, no entanto, hd estudos que demonstram
também a presenga de P. insidiosum no solo e em larvas de
mosquitos (DE COCK et al., 1987; GAASTRA et al., 2010;
VANITTANAKOM et al., 2014). Ademais, em humanos,
a doenca ja foi relatada, inclusive no Brasil, e sua infeccao
esta associada com as atividades agricolas e de lazer aquatico
(MARQUES et al., 2006; SUPABANDHU et al., 2008).
Demodo geral,apdsainfeccio,alesdoproduzidaemequinos
¢ uma massa com aspecto tumoral, com bordos irregulares,
sendo ulcerada e

frequentemente serosanguinolenta,
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podendo-se encontrar “kunkers” intralesionais, composto por
hifas recobertas por células necroticas, que formam massas
branco-amareladas, que variam de 2 a 10 mm de didmetro,
semelhantes a corais, encontrados exclusivamente em equinos
(KRAJAEJUN et al., 2010; DORIA ef al., 2014). Em cies,
ao contrario dos equinos, a forma cutanea, menos frequente,
produz lesdes ulceradas a nodulares, podendo ser descritas em
varias regides do corpo (DYKSTRA, 1999; GAASTRA et al.,
2010).

A forma mais grave e frequente em caes ¢ a gastrointestinal.
Geralmente, acomete caes de grande porte, com idade inferior
a trés anos, com sinais clinicos inespecificos ¢ dependentes
da porg¢ao do tubo digestorio acometido. Comumente, os cdes
apresentarem &mese, anorexia cronica, diarreia, por vezes
sanguinolenta e, ao exame fisico, massas nodulares intra-
abdominais que podem ser palpaveis (FISCHER et al., 1994).
Com a evolucdo da doenca essas lesdes podem se expandir
e atingir oOrgdos adjacentes (GROOTERS; FOIL, 2006;
JAEGER et al., 2002; MILLER, 1985).

A inespecificidade dos sinais clinicos gerados pela
pitiose em cdes faz com que sejam necessarios métodos de
imagem, histopatologia, cultivo e, posterior, zoosporogénese,
biologia molecular e imuno-histoquimica para o diagndstico
(GROOTERS, 2003). Essa complexidade faz com que,
geralmente, o diagndstico seja realizado post-mortem, através
de necropsia, o que refor¢a o progndstico ruim dos animais
acometidos, justificado também pelo tratamento antifingico
inespecifico geralmente ineficaz (SANTURIO et al., 2006;
ARGENTA et al., 2008).

Com isso, diante do desafio diagndstico e terapéutico de
caninos acometidos pela pitiose gastrointestinal, objetivou-se,
através desta revisdo de literatura, abordar as caracteristicas
etiologicas e epidemioldgicas da doenca, com énfase nos
aspectos clinicopatologicos e de diagnostico, a fim de
subsidiar a escolha do tratamento e melhora do prognostico.

2 Desenvolvimento
2.1 Metodologia

A presente revisdo foi realizada utilizando livros e artigos
em periddicos que abordassem a caracterizagdo do agente, a
epidemiologia e patogenia da doenga, além de seus aspectos
clinicos e alteragcdes macroscopicos, métodos diagndsticos e
prevencao da oomicose.

Foi realizada uma busca por artigos, nas seguintes bases
de dados: Biblioteca Virtual de Saude (BVS), US National
Library of Medicine National Institutes of Health (PubMed)
e Scientific Electronic Library Online (SciELO). As palavras-
chaves utilizadas foram: pitiose canina, gastrointestinal e
Pythium insidiosum.

Desse modo, foram selecionados artigos em texto
completo, publicados em territorio nacional e internacional,
no periodo de 1901 a 2019, nos idiomas inglés, espanhol e
portugués, incluindo artigos relacionados com caes infectados
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por P, insidiosum, e como critério de inclusdo foi preconizada
arelevancia e a atualidade do artigo, e de exclusio, os artigos
que ndo se encaixavam nesse contexto, consistindo assim para
a amostra final um total de 80 artigos.

2.2 O agente

O agente da pitiose foi isolado pela primeira vez em 1901,
em cavalos, por cientistas holandeses, no entanto, por falta de
esporulagdo, o agente ndo pode ser identificado, e somente em
1961 recebeu o nome de Hyphomyces destruens (DE HAAN;
HOOGKAMER, 1901; DE HAAN, 1902). Ainda assim,
posteriormente, observaram o crescimento de zodsporos
cultivados em agar Sabouraud dextrose, transferidos para
o meio aquoso e concluiram que Hyphomyces destruens
pertencia, na verdade, ao género Pythium spp. (AUSTWICK;
COPLAND, 1974). No entanto, apenas em 1987, observando
a esporulacdo sexual, foi denominado entdo Pythium
insidiosum (DE COCK et al. 1987).

Por meio de estudos de biologia molecular, observando
as diferencas da parede e de composi¢do membranosa
do P insidiosum, descobertas pelo sequenciamento de
genes da DNA (Acido desoxirribonucleico) ribossomal,
confirmaram que o membro da classe Oomycetes é mais
parecido filogeneticamente com algas do que com fungos
(SANTURIO; FERREIRO 2008). Microscopicamente, o P
insidiosum produz micélio, semelhante aos fungos, mas em
contrapartida, suas paredes celulares nao contém quitina,
principal componente da parede celular fingica, porém sao
compostos de celulose e Bglucanos. Além disso, o oomiceto
diferem dos fungos, em funcdo de sua membrana celular
ndo possuir ergosterol, o principal esteroide. Ademais,
o processo sexual do oomiceto ¢ baseado em oogamia e
desenvolvimento de zoosporos biflagelados em ambientes
umidos (ALEXOPOULOS et al., 1996; GROOTERS, 2003).

O zodsporo, célula tnica e nucleada, ¢ a por¢ao infectante
do Pythium sp., pois com a ajuda de um flagelo posterior,
movimenta-se através da dgua e por quimiotaxia se encistam
no tecido lesionado, pela liberagdo de uma glicoproteina
(WALKER; VAN WEST, 2007). Um estudo, realizado por
Mendoza et al. (1993), demonstrou que apos 15 a 20 minutos
encistado o zodsporo produz tubos germinativos tornando-se
esférico e dentro de 24 horas a 37° C, formam varios micélios.
No agar Sabouraud, P. insidiosum cresce submerso, formando
colonias brancas a incolores, com padréo irradiado irregular.

O ciclo da pitiose foi descrito por Miller em 1983 e
compreende, inicialmente, a colonizacao de plantas aquaticas
que servem como substrato para o seu desenvolvimento,
dando origem aos zoosporangios. Os zoosporos livres na agua
encontram outra planta ou um animal e se encistam formando
tubos germinativos, dando origem a um micélio, completando
seu ciclo.

Durante anos, o Pythium insidiosum foi considerada
a unica espécie patogénica para mamiferos, no entanto,
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dois estudos recentes, baseados em diagndstico molecular,
demostram a espécie Pythium aphanidermatum infectando
o homem, apontando assim outra espécie do género com
potencial patogénico para mamiferos (CALVANO et al., 2011;
DE COCK et al., 1987; FARMER et al., 2015; GAASTRA et
al.,2010).

De acordo com a literatura,
classificacdo das espécies de Pythium spp. sdo baseadas em
caracteristicas morfologicas e fisiologicas, entretanto, sdo

relatadas complica¢des relacionadas com a contaminagdo

a 1identificacdo e a

bacteriana, falta de estruturas sexuais e a incapacidade de
induzir zoosporogénese na cultura (GROOTERS; GEE 2002;
SCHURKO et al., 2003). Desse modo, a identificagdo de
zoosporos biflagelados ¢ considerada altamente sugestiva
para diagnostico do patdgeno, mas se faz necessario o uso
de ensaios de biologia molecular concomitantes para a
identificagdo definitiva do agente (GROOTERS; GEE, 2002).

2.3 Epidemiologia e patogenia

A pitiose ¢ uma doenga que ocorre comumente em
regides de clima tropical, subtropical e temperado, reportada
em paises europeus, Sudeste Asiatico e nas Américas. No
Brasil, ¢ considerado endémico no Pantanal Mato-grossense
(MENDOZA; AJELLO; McGINNIS, 1996; SANTOS et al.,
2014). As condigdes ambientais influenciam diretamente
no desenvolvimento do patdgeno, com isso, para haver o
crescimento dos zoosporos sao indispensaveis temperaturas
entre 30 °C a 40 °C e, acimulo de 4gua em banhados e lagos,
por isso, geralmente sua ocorréncia ¢ verificada durante
ou apos a estagdo chuvosa (MILLER; CAMPBELL 1982;
SANTURIO et al., 2006).

O primeiro caso de pitiose canina entérica registrado, no
Brasil, foi descrito por Riet-Correa et al., (1998) no Estado
do Rio Grande do Sul. Os caninos acometidos pela doenga,
geralmente, sdo machos de grande porte, como, por exemplo,
Labrador Retriever e Pastor Alemdo, com idade inferior a
trés anos e que possuam contato com regides alagadigas
(FISCHER et al., 1994). Porém, ha relatos de cdes de areas
suburbanas que ndo entraram em contato com areas alagadas,
apresentando a enfermidade (GROOTERS, 2003). Nesses
casos, o mecanismo de desenvolvimento da enfermidade
ainda ndo foi completamente esclarecido.

Os cdes acometidos sdo imunocompetentes e saudaveis
(GROOTERS, 2003). Pesquisadores propdem trés formas de
infeccdo: duas ja consolidadas e relacionadas com a infecgao
de individuos, através da exposicdo e ou ingestdo de agua
contaminada com os epitélios lesionados ou intactos; ¢ uma
terceira via, a partir da observacdo de P. insidiosum em
mosquitos do género Culex quinquefasciatus na India, e em
larvas de mosquitos no Estado de Tocantins-Brasil, tendo em
vista a possibilidade de transmissao da doenga por picada de
insetos, especialmente, em regides tropicais (GAASTRA et
al., 2010; SANTURIO et al. 2006; SCHURKO et al., 2003;
VILELA et al., 2018).
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O desenvolvimento da doenga relacionado ao contato
de animais com agua contaminada pode sofrer influéncia
positiva de dois aspectos: lesdes preexistentes no tecido ou
a quimiotaxia maior que 0S ZOOSpPOros possuem aos anexos
cutdneos. De forma logica, diante de um quadro de pitiose
gastrointestinal, o primeiro aspecto tem sido o unico a ser
considerado. As lesdes anteriores do tubo digestivo de cdes
tém sido associadas por ingestdo, principalmente, de ossos
ou de corpos estranhos (TROST et al., 2009; HUNNING et
al., 2010; MACEDO et al., 2014). Em condigodes favoraveis,
como as anteriores descritas, o contato do zodsporo, por¢ao
infectante, com o tecido, ocorre com a liberagdo de uma
glicoproteina amorfa pegajosa, que facilita sua adesdo
denominada protease que ¢ considerada fator patogénico
especifico dos Oomycetes (MENDOZA; HERNANDEZ;
AJELLO; 1993; DAVIS, 2006). Os antigenos liberados pelo
P, insidiosum modulam a imunidade do hospedeiro, através de
uma produgdo continua de eosindfilos e mastdcitos e bloqueio
da resposta imune T auxiliar 2 (Th2), que ajudam a proteger o
patogeno (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003).

Logo apos a formacdo da lesdo, a doenga progride
rapidamente e se ndo for tratada nos estagios iniciais pode se
tornar uma ameaga para a vida do hospedeiro (GAASTRA et
al.,2010).

2.4 Aspectos clinicos e macroscopicos

A pitiose gastrointestinal canina se caracteriza pelo
espessamento que se estende a parede (transmural) do
estomago e dos intestinos ¢ massas que podem se expandir
e atingir o pancreas, mesentério, linfonodos, figado, tutero
e prostata (MILLER, 1985; JAEGER, ROTSTEIN, LAW,
2002; GROOTERS; FOIL, 2006). Esse aumento de volume,
provocado pelo P. insidiosum pode induzir obstrucdes ¢ até
intussuscepcao (TROST et al., 2009; HUNNING et al., 2010;
FIRMINO et al., 2017). Geralmente, o paciente apresenta
historico de insucesso ao tratamento com antibioticoterapia,
antiemético e anti-helmintico (RECH; GRACA; BARROS,
2004; FROES et al., 2009)

O animal pode exibir sinais clinicos variados dependendo
do local da lesdao, desde inapeténcia, hipertermia, &émese,
quando a doenga atinge a parede estomacal e porc¢ao inicial
do duodeno, anorexia cronica, disfagia, regurgitagdo,
emagrecimento progressivo, tenesmo, diarreia por vezes
sanguinolenta e presenga de massas nodulares, quando
submetido a palpagdo abdominal (HELMAN; OLIVER,
1999; RODRIGUES et al., 2006; TROST et al., 2009). Apesar
de raro, como relatado por Pereira et al., (2010), um mesmo
animal pode apresentar as duas formas da doenga, como em
um caso de um Labrador apresentando pitiose cutdnea na
regido toracica e lesdo gastrointestinal (FOIL et al., 1984;
TORRES et al., 2014; GALIZA et al., 2014; MENDOZA,
2016).
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2.5 Diagnéstico

Em fungdo da constatacdo de sinais clinicos cronicos
associados ao trato digestorio, frequentemente, os caes com
pitiose gastrotintestinal sdo encaminhados para exames
auxiliares (diagnostico por

imuno-histoquimica e biologia molecular) (GROOTERS,

imagem, histopatologico,
2003). Entre esses, técnicas de imagem como radiografias,
ultrassonografia e até tomografia podem constatar aumento
de volume tnico ou multiplo em abdomén ou térax, nio
especificos e com uma infinidade de diagnosticos diferenciais
(GRAHAM et al., 2000; HUNNING et al., 2010; RECH;
GRACA; BARROS, 2004; TROST et al., 2009).

Como a pitiose canina pode causar mudangas nos orgaos
atingidos, a espessura da parede do trato gastrointestinal nao
pode ser definida a partir de radiografia simples, mas pode
ser avaliada por exame de contraste com sulfato de bario e
ultrassonografia (RIEDESEL, 2014).

Em ultrassonografias abdominais de cdes com suspeita de
oomicose ¢ possivel observar espessamento segmentar do trato
gastrointestinal, perda da aparéncia da estratificagdo normal
da parede, diminui¢ao da motilidade e da ecogenicidade da
area afetada, além de massas abdominais, linfoadenopatia
mesentérica e invasdo em orgaos adjacentes, como o pancreas
e vesicula biliar (GRAHAM et al., 2000). Entretanto, esses
achados também sdo frequentemente associados com
neoplasias do trato gastrointestinal, como linfossarcoma
e, por isso, as avaliacdes complementares sdo necessarias.
As amostras podem ser obtidas por pung@o aspirativa, com
agulha fina guiada com auxilio da ultrassonografia ou por
biopsia (PENNINCK et al., 1993; GRAHAM et al., 2000,
FRANK; MAHAFFEY, 2014).

A Tomografia computadorizada (TC) ¢ uma ferramenta
importante na pois
possibilidades diagnésticas superiores, quando comparada

Medicina  Veterinaria, fornece
ao exame Radiografico convencional, uma vez que na TC as
imagens sdo tridimensionais, € 0os orgdos sdo avaliados em
secgdes ou cortes finos, eliminando, assim, a sobreposi¢do e
aumentando a sensibilidade diagnoéstica (PINTO, 2014).

Todavia, os achados no diagndstico por imagem ndo sido
especificos para o diagnoéstico definitivo de pitiose, tornando-
se necessario o uso concomitante de andlises teciduais
submetidas ao exame histopatologico para o diagnostico
definitivo da lesdo (THRALL, 2014).

Ademais, a citologia ¢ um método diagndstico utilizado
para verificar a predominancia celular em um tecido, de modo
minimamente invasivo (RASKIN, 2011). Sua aplicacdo serve
para classificar as lesdes, auxiliar no diagnoéstico, prognostico
e na conduta do caso. Esse procedimento ¢ 1til quando
utilizado combinado com a avalia¢ao histoldgica, para uma
analise completa do tecido a ser avaliado (ANDREASEN;
JERGENS; MEYER, 2012).

A verificagdo citologica de aspirado por agulha
fina de espessamento ou massas, guiado por exame
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ultrassonografico, pode fornecer um diagndstico presuntivo
de infecgdo por Pythium sp. Microscopicamente, ¢ possivel
observar inflamacdo piogranulomatosa ou eosinofilica e,
ocasionalmente, em conjunto com a inflamagao, sdo notadas
estruturas compativeis com hifas, que somente sdo visiveis
quando ha um fundo proteinaceo. Porém, adicionalmente,
além método de Pandtico, coloragdes de acido periodico
de Shiff - PAS e coloragdo de nitrato de prata de Grocott
(GMS), podem ser utilizadas para evidenciar o oomiceto
(GROOTERS, 2003; ANDREASEN; JERGENS; MEYER,
2012).

Outo exame utilizado sdo as analises soroldgicas,
técnicas alternativas que auxiliam no diagndstico precoce
da pitiose. O ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto foi
desenvolvido, pela primeira vez, por Mendoza et al. (1997)
e, no Brasil, o ELISA vem sendo utilizado no diagnoéstico de
equinos, apresentando lesdes pelo oomiceto, e foi observada
sensibilidade de 97,72% e especificidade de 90,27%
(SANTURIO et al. 2006).

Em cdes e gatos, o ELISA ¢ altamente sensivel e
especifico para deteccdo de anticorpos
insidiosum, auxiliando no diagnostico precoce da enfermidade
(GROOTERS et al., 2002). Desse modo, o ELISA pode ser
uma ferramenta importante no monitoramento depois de
terapia cirdrgica, para detecgdo e recorréncia de lesdo, além
de verificar a duragdo da terapia médica pds-operatoria,

anti-Pythium

observando a diminui¢do de anticorpos contra o agente
(GROOTERS; FOIL, 2006).

O diagnostico histopatologico ¢é utilizado para conduzir
o diagnostico morfoldgico da doenga. Além disso, também
auxiliano diagndstico etioldgico nos casos em que a culturanao
possa ser realizada, pois muitas vezes o material ¢ confundido
com neoplasias e amostras frescas ndo sdo coletadas para
avaliacdo microbiologica (RAKICH; GROOTERS; TANG,
2005; TROST et al., 2009). Em um estudo realizado por Galiza
etal. (2014), 83,4% (192/230), dos casos de micoses e pitioses
foram diagnosticadas com base na analise histomorfologica
do agente e em suas caracteristicas histoquimicas, enquanto
que em 15,6% (36/230), o diagnostico s6 pode ser confirmado
por exames adicionais, demonstrando, assim, a acuracia do
exame histopatologico.

A resposta do hospedeiro mediante a doenga, na
microscopia, pode se apresentar em dois padrdes, inicos ou
combinados. O primeiro padrao é caracterizado em necrose
eosinofilica, debris celulares, colagendlise ¢ um numero
variavel de eosindfilos. O segundo ¢ descrito pela presenca
de macrofagos epitelioides, células gigantes de Langhans
misturadas em diferentes proporgdes, por vezes, cercadas por
capsula de tecido conjuntivo. Além disso, imagens negativas
ou hifas fracamente basofilicas sdo possiveis de serem
visualizadas no interior de lesdes necro-eosinofilicas. Contudo,
ambas as lesdes podem apresentar focos piogranulomatosos
(MARTINS et al., 2012; GALIZA et al., 2014). Além disso,
a pitiose pode apresentar uma reacdo de Splendore-Hoeppli
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no histopatologico, caracterizada por material eosinofilico em
torno da hifa (HUSSEIN, 2008).

Para melhor caracterizagdo morfologica das hifas,
coloragdes especiais como nitrato de prata de Grocott (GMS)
e acido periddico de Schiff (PAS) podem ser utilizadas. Em
contrapartida, mesmo com a evidenciacdo das hifas por
técnicas histoquimicas ha a necessidade da diferenciagdo
de fungos entomoformomicetos capazes de provocar lesdes
semelhantes, tais como: Conidiobolus sp. e espécies de
Basidiobolus sp., fazem necessaria a utilizacdo de outros
métodos de diagndsticos, como a imuno-histoquimica
(FUJIMORI et al., 2016; GAASTRA et al., 2010; MARTINS
et al., 2012; TROST et al., 2009).

Além disso, a técnica de imuno-histoquimica baseada em
anticorpo policlonal vem sendo extensamente utilizada para o
diagndstico da pitiose, pois a partir dessa técnica se confirma
o diagnostico etioldgico, tendo como vantagem a capacidade
de ser aplicada em tecido parafinizado (GROOTERS, 2003).

Apds a suspeita etiologica no histopatologico, para
realizagdo do exame ¢ necessario um controle positivo
e negativo para a doenca e ser realizada a recuperagdo
antigénica com TRIS-EDTA, por exemplo, com o anticorpo
primario policlonal anti-Pythium insidiosum na diluigdo
(1:1000). Aslaminas s3o incubadas a 37°C durante 60 minutos
e, posteriormente, ¢ empregado o anticorpo secundario
biotinilado com uma solucdo estreptavidina conjugada a
uma molécula de peroxidase (LSAB + SystemeAP; Dako
Corp., Carpinteria, California, EUA) durante 20 minutos.
A revelagdo pode ser realizada utilizando cromogeno
diaminobenzidina (DAB) ou cromégeno Liquid Permanent
Red (Dako Cytomation, K0640 [Dako Cytomation, 6392 Via
Real, Carpinteria, CA, USA] e, logo apds, contra coradas
com hematoxilina e eosina. Com isso, o protocolo pode
variar dependendo do laboratorio, porém as amostras sao
consideradas positivas quando as estruturas consistentes
com a morfologia dos fungos ou hifas sdo imunomarcadas
(TROST et al., 2009; UBIALI et al., 2013). Desse modo, a
técnica € utilizada para diferenciar a lesdo de espessamento ou
produgdo de massas no trato gastrointestinal por outros fungos
como Conidiobolus sp., e Basidiobolus sp. (MACKEY et al.,
2015; OKADA et al., 2015).

A técnica de Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um
diagnostico no qual ha extra¢ao do acido desoxirribonucleico
(DNA) do agente através de tecidos embebidos por parafina
ou de isolados positivos do oomiceto (AZEVEDO et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2006; TROST et al., 2009).
Existem varios protocolos que podem ser utilizados como
o descrito por Moller et al., (1992) e, posteriormente,
modificado por Klassen et al., (1996) ou por Grooters e Gee
(2002), no qual sdo utilizados controles positivos ¢ negativos
juntamente com a amostra, e depois que o DNA ¢ extraido, a
amplificagdo ocorre com primers variados. As amplificagdes
sdo visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta e, em
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seguida, o DNA do agente ¢ sequenciado (RODRIGUES et
al., 2000).

Em geral, a analise de sequéncia de regides internas do
Espago Ribosomal Intergénico (ITS) e citocromo oxidase II
(COXI) tem se apresentado como uma ferramenta importante
para o diagndstico molecular de fungos (RAKEMAN, 2005).
No entanto, um estudo filogenético de 31 cepas de Pythium
insidiosum, isolados de humanos ¢ fontes ambientais na
Tailandia e dois diferentes continentes, demonstrou que
arvore filogenética do gene COX II, possui alta eficiéncia na
distingdo entre as espécies do oomiceto, quando comparada
a ITS (KAMMARNIJESADAKUL et al., 2011). E por isso,
a analise filogenética desses genes vem sendo amplamente
utilizada para o diagnostico da pitiose em diferentes regides
no Brasil (AZEVEDO et al., 2012).

Um estudo, realizado por Mendoza et al. (1987), foi
possivel avaliar a relagdo antigénica de Pythium sp. entre o
patégeno em humano e animais, incluindo caninos e espécies
ndo patogénicas do oomiceto, ¢ demonstrou que os isolados
de humanos e animais sdo antigénicamente idénticos e podem
produzir anticorpos fluorescentes contra P. insidiosum.

2.6 Tratamento

O tratamento da pitiose canina ¢ dificultoso em fung¢do
da composicao da parede e pela auséncia de ergosterol na
membrana do oomiceto, que sdo os principais alvos da terapia
antifingica (ALEXOPOULOS et al., 1996; FUIIMORI, et
al., 2016). Além disso, o sucesso do tratamento dependera da
idade e condi¢do nutricional do animal, do tamanho ¢ tempo
de duragdo da lesdao, mas em sua maioria, alguns caes podem
evoluir o quadro clinico ao ponto de irem a 6bito espontdneo
ou serem submetidos a eutanasia (MILLER, 1981; TROST et
al., 2009).

Desse modo, os antifingicos geralmente utilizados
sdo a anfotericina B, cetoconazol, miconazol, fluconazol
e itraconazol, além dos compostos iodinicos como iodeto
de potassio e de sodio (SANTURIO; LEAL; MONTEIRO,
2003). Em um relato de caso realizado por Fujimori et al.
(2016), em um cao com colite por P, insidiosum, inicialmente,
o paciente foi tratado com iodeto de potdssio, porém sem
sinais de remissdo. Posteriormente, instituiu-se tratamento
de itraconazol, associado com terbinafina, durante 160
dias. Exames de diagndstico por imagem foram realizados,
evidenciando redugdo gradual do espessamento do intestino
grosso e, apés um ano, o paciente apresentou ganho de
peso com remissdo dos sinais clinicos. Demonstrando,
assim, que o tratamento isolado pode apresentar um sucesso
inferior, decorrente da colagenizacdo tecidual provocada
pela cronicidade da doenca, o que dificulta a atuagdo
medicamentosa (LEAL et al., 2001; HNILICA, 2012).

Além disso, embora a excisdo cirurgica com ampla
margem de seguranga seja a alternativa indicada, em
alguns casos, essa alternativa ¢ inviavel em decorréncia da
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extensdo da lesdo, tornando-se necessaria a utilizagdo de
tratamentos alternativos, como o implementado por Reagan
et al. (2019), em trés caes, utilizando itraconazol, terbinafina,
adicionalmente com corticoide, € os autores observaram
resolucdo completa dos sinais clinicos, regressao das massas
e diminuicdo progressiva dos titulos soroldgicos contra o
agente.

Estudos com as capofungina, os primeiros capazes de
inibir B-glucanos, um importante composto da parede dos
oomicetos, foram realizados em coelhos in vivo e este estudo
demonstrou capacidade em reduzir o crescimento da lesdo, no
entanto, quando interrompido o tratamento, a lesdo é retomada.
Além disso, o efeito do farmaco ¢ oscilante em fungao de seu
efeito fungistatico e por se tornar inapto para o tratamento de
animais em decorréncia de custo elevado (ALEXOPOULOS
etal., 1996; GAASTRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2007).

Ademais,
pitiose, a imunoterapia surgiu como uma técnica alternativa

devido as dificuldades no tratamento da

no tratamento em equinos, pois a técnica utiliza vacina a
partir de isolados positivos do agente (MILLER, 1981;
SANTURIO et al., 2003). Estudos demonstram que, apos a
inoculagdo do patogeno, ocorrem mudangas na resposta T
auxiliar 2 (Th2) que produz interleucina 5 e IL-4, assim como
Imunoglobulina E, IgG e IgM, para uma resposta T auxiliar
1 (Thl), que produz IL-2 e interferon y e esta envolvido na
expansdo de linfocitos T citotoxicos (CTL), indicando um
desaparecimento da resposta eosinofilica e expressdo da
resposta mononuclear (MENDOZA; NEWTON, 2005). Ao
analisar fragmentos de tecido infectado apos aplicacdo da
imunoterapia no exame histopatolégico, indicou uma reacao
inflamatdria mononuclear aparentemente destruindo hifas de
P, insidiosum (MENDOZA; MANDY; GLASS, 2003).

No entanto, a imunoterapia utilizando vacina em caes ¢
desafiadora. Um estudo realizado por Mendoza ¢ Newton
(2005), envolvendo 18 cavalos e 6 cdes, tratados com vacina
anti-Pythium, obteve 75% de sucesso com cavalos e somente
33% dos cdes foram curados, porém as taxas de cura do
estudo foram obtidas pela associagdo de cirurgia e terapia
antimicotica.

2.7 Prevencao

O conhecimento do ciclo e da epidemiologia da pitiose
canina € essencial para a preven¢ao da doenca. A infecgao por
Pythium insidiosum ocorre ap6s a exposi¢do dos susceptiveis
com lesdes preexistentes, desse modo se deve evitar a
exposicao de cdes em areas alagadas contaminadas com o
oomiceto ou que tenha relato da doenga em outros animais,
como equinos (GAASTRA et al., 2010).

3 Conclusao

A pitiose canina se torna uma doenga de extrema
importancia para Medicina Veterindria, em decorréncia de
ampla distribuicdo nos meio ambientes alagados, bem como
pelo fato dos animais se contaminarem através de quimiotaxia
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da pele intacta ou tecido lesionado, sendo essa Ultima a
forma associada as lesdes do tubo digestivo. As alteragdes
da forma gastrointestinal incluem a formagao de massas ou
espessamento segmentar desse sistema. Em consequéncia
disso, suas manifestagdes clinicas sdo altamente variaveis,
o que consequentemente dificulta o diagnostico clinico,
tornando-se necessaria a utilizagdo de uma associacdo de
exames para identificacdo especifica do agente etioldgico
e para a sele¢do de uma terapia apropriada. Entretanto, a
terapia ¢ desafiadora, pois os tratamentos convencionais
utilizados ndo sdo especificos para a constitui¢do de parede do
oomiceto, e os farmacos especificos possuem eficacia variada
e de custo elevado para ser instituido na clinica. Com isso,
o conhecimento epidemio-sintomatoldgico, juntamente com
exames complementares sdo essenciais para o diagnostico
precoce e instituigao terapéutica associada para a melhora do
prognostico do animal.
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