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.   

A pitiose é uma doença causada pelo oomiceto Pythium insidiosum que 

acomete equinos, bovinos, ovinos, felinos e seres humanos, e ocorre em regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas. Em equinos as lesões são caracterizadas por 

granulomas eosinofílicos ulcerados. A maioria das drogas antifúngicas é ineficaz 

contra este patógeno e a imunoterapia tem se mostrado promissora na regressão da 

doença, mesmo sem a elucidação completa dos mecanismos imunes envolvidos. O 

sistema purinérgico, através dos nucleotídeos de adenina (ATP e ADP) e seu 

derivado nucleosídeo (adenosina), desempenha um importante papel na modulação 

da resposta imune e inflamatória. Uma vez liberados pelas células, os nucleotídeos 

interagem com receptores específicos e suas concentrações extracelulares são 

controladas por um grupo de ecto-enzimas, entre as quais estão a E-NTPDase 

(Ecto-Nucleosídeo Trifosfato Difosfoidrolase) e ADA (adenosina desaminase). 

Levando-se em conta a importância da imunoterapia no tratamento da pitiose e uma 

possível participação da sinalização purinérgica na resposta imune, foram avaliadas 

as atividades das ecto-enzimas NTPDase e ADA em linfócitos de coelhos com 

pitiose experimental. Para a indução da doença, zoósporos foram inoculados por via 

subcutânea, na região lateral do tórax, de cada coelho. Os coelhos inoculados foram 

avaliados semanalmente e a área nodular (cm2) desenvolvida foi determinada após 

28 dias da inoculação.  Os animais com pitiose experimental, confirmada por teste 

imunoenzimático e pelo desenvolvimento de lesão característica, foram tratados com 

imunoterápico, sendo que a relação entre as atividades enzimáticas nos linfócitos e 

o tipo de resposta imune foi investigada. Os animais que não desenvolveram lesão e 

os animais do grupo controle mostraram o mesmo padrão de atividade das ecto-

enzimas.  A atividade da E-NTPDase nos linfócitos dos coelhos com pitiose 

experimental mostrou-se significativamente maior (p<0,001) em relação à hidrólise 
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de ATP (em cerca de 100%), podendo estar relacionada à diminuição (p<0,05) da 

concentração sérica de ATP (54,04%), quando comparado ao grupo controle.  Após 

o tratamento com o imunoterápico, a atividade da E-NTPDase apresentou valores 

semelhantes aqueles observados no dia da inoculação. Por outro lado, os coelhos 

com pitiose experimental apresentaram uma diminuição significativa (p<0,01) na 

atividade da E-ADA (82,36%), o que levaria a um importante aumento na 

concentração extracelular de adenosina (2,51 vezes) em relação ao grupo controle 

(p<0,01). Após a imunoterapia, este grupo de animais apresentou um aumento 

significativo na atividade da E-ADA (78,62%) (p<0,01). Através deste estudo, pode-

se observar que a atividade aumentada da E-NTPDase e a atividade diminuída da 

E-ADA, durante a pitiose, levam à regulação da concentração do ATP e da 

adenosina no meio extracelular. Em conseqüência, baixos níveis extracelulares de 

ATP poderiam ativar receptores P2Y, enquanto, altos níveis de adenosina poderiam 

ativar receptores A2A e/ou A2B desencadeando uma resposta TH2, responsável pelos 

danos teciduais gerados na infecção. Com a imunoterapia, pode-se observar uma 

inversão no comportamento das atividades enzimáticas, estimulando uma resposta 

TH1 no hospedeiro. A mudança de uma resposta TH2, responsável pelas lesões que 

ocorrem na pitiose, para um padrão de resposta TH1, é hipótese mais aceita para 

explicar as propriedades curativas da imunoterapia. Dessa forma, sugere-se a 

participação do sistema purinérgico no padrão de resposta imune que ocorre durante 

a pitiose e após a imunoterapia. 

 

 

Palavras-chave : Pythium insidiosum, pitiose, ATP, adenosina, sistema purinérgico, 

LTH1, resposta imunológica, imunoterapia. 
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Pythiosis is a disease caused by the oomycete Pythium insidiosum that affects 

horses, cattle, sheep, cats and humans, and occurs in tropical, subtropical and 

temperate regions. In horses the lesions are characterized by ulcerative eosinophilic 

granulomas. Most drugs are ineffective against this pathogen and immunotherapy 

has shown promise in the regression of the disease, even without the complete 

elucidation of the immune mechanisms involved. The purinergic system via adenine 

nucleotides (ATP and ADP) and its derivated nucleoside (adenosine), plays an 

important role in modulating the immune and inflammatory responses. Once released 

by cells, nucleotides interact with specific receptors and their extracellular 

concentrations are controlled by a group of ecto-enzymes, among which are E-

NTPDase (ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase) and ADA (adenosine 

deaminase). Taking into account the importance of immunotherapy in the treatment 

of pythiosis and a possible involvement of purinergic signaling in the immune 

response, the activities of E-NTPDase and E-ADA were evaluated in lymphocytes of 

rabbits with experimental pythiosis. For disease induction, zoospores were 

inoculated, subcutaneously, in the lateral region of the torax of each rabbit. These 

animals were evaluated weekly and the nodular area (cm2) developed was 

determined after 28 days of inoculation. Animals with experimental pythiosis, 

confirmed by enzyme immunoassay and the development of characteristic lesions, 

were treated with immunotherapy, whereas the ratio between the enzymatic activity 

in lymphopcytes and the consequent triggered immune response was investigated. 

Animals that did not develop lesions and those from the control group showed the 

same pattern of ectoenzymatic activity. E-NTPDase activity in lymphocytes of rabbits 
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with experimental pythiosis was significantly higher (p<0,001) in relation to ATP 

hydrolysis (about 100%) and may be related to decreased (p<0,05) serum ATP 

(54,04%), when compared to the control group. After immunotherapeutic treatment, 

the activity of E-NTPDase showed similar values to those observed on the day of 

inoculation. Moreover, rabbits with experimental pythiosis showed a significant 

decrease (p<0,01) in the activity of E-ADA (82,36%), and this would lead to a 

significant increase in the extracellular concentration of adenosine (2,51 times), in 

relation to the control group (p<0,01). After immunotherapy, this group of animals 

showed a significant increase in the activity of E-ADA (78,62%) (p<0,01). Through 

this study, it can be observed that an increased activity of E-ADA, during pythiosis, 

leads to extracellular regulation of ATP and adenosine concentration. As a result, low 

levels of extracellular ATP could activate P2Y receptors, while high levels of 

extracellular adenosine may activate A2A and/or A2B receptors, triggering a TH2 

response, responsible for the tissue damage generated by infection. After 

immunotherapy, it can be observed an inversion in the behaviour of the enzymatic 

activities, stimulating a TH1 response in the host. The switch from a TH2 response, 

responsible for the injuries that occur on pythiosis, to a TH1 response, is the most 

accepted hypothesis to explain the healing properties of immunotherapy. Thus, it is 

suggested the involvement of purinergic system in the pattern of immune response 

that occurs during pythiosis and after immunotherapy.  

 

 

Keywords :  Pythium insidiosum, pythiosis, ATP, adenosine, purinergic system, LTH1, 

immune response, immunotherapy,  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A pitiose é doença insidiosa, podendo levar à morte se não tratada, tendo 

como agente etiológico em mamíferos, o Pythium insidiosum. O agente da pitiose foi 

isolado pela primeira vez a partir de granulomas subcutâneos em equinos na 

Indonésia (DE HAAN; HOOGKAMER, 1901), sendo classificado como um fungo. Em 

1961, recebeu o nome Hyphomyces destruens acreditando-se ser um zigomiceto, 

provavelmente Mortierella (BRIDGES; EMMONS, 1961). Austwick e Copland (1974) 

observaram o desenvolvimento de zoósporos quando culturas em Agar Sabouraud 

Dextrose eram transferidas para um meio aquoso, concluindo que H. destruens 

pertencia aos oomicetos do gênero Pythium. O nome pitiose foi proposto para a 

doença por Chandler e colaboradores (1980). E o oomiceto foi descrito como 

Pythium insidiosum quando De Cock e colaboradores (1987) observaram a 

reprodução sexuada (esporulação).  

Esta doença é considerada não transmissível, encontrada nas regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas (DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1993; 

MENDOZA, 2005). Possivelmente a modificação do ambiente, como a irrigação para 

a produção de arroz, poderia justificar o aparecimento da pitiose em regiões não 

tropicais, como observado na Califórnia e Arizona (BERRYSSA et al., 2008; WHITE 

et al., 2008). No Brasil, na região do Pantanal (Figura 1), a maioria dos casos 

acontece entre os meses de fevereiro e maio, quando ocorre formação de banhados 

e temperatura propícia para o desenvolvimento dos zoósporos (LEAL et al., 2001). 

 

 

Figura 1- Equinos em seu habitat no Pantanal Matogrossense 

(SANTURIO; FERREIRO, 2008). 
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P. insidiosum se desenvolve na superfície da água sendo este um pré-

requisito para induzir a formação de zoósporos (SUPABANDHU et al., 2008). Desta 

maneira, os casos de pitiose ocorrem em regiões com acúmulo de água e com 

temperatura média superior a 25ºC, sendo que a grande maioria dos casos foi 

observada durante ou após a época das chuvas (MILLER; CAMPBELL, 1982). 

O gênero Pythium possui mais de 120 espécies, sendo a maioria habitante do 

solo e patógenos de plantas. No entanto, o P. insidiosum é conhecido por causar 

doença em mamíferos e plantas (ALEXOPOULUS et al., 1996). 

A análise filogenética revelou que as espécies de Pythium são distantes do 

Reino Fungi e mais próximas das algas (GUARRO; STCHIGEL, 1999; HUDSPETH 

et al., 2000; KWON-CHUNG, 1994; MARTIN, 2000).  Baseado em análises 

moleculares, o agente da pitiose ficou definido como pertencente ao Reino 

Straminipila, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Família Pythiaceae, Gênero 

Pythium e espécie Pythium insidiosum (LEAL, 1999; MONTEIRO, 1999). 

Microscopicamente, o P. insidiosum desenvolve micélio como os fungos. 

Porém, não é um fungo verdadeiro, uma vez que sua parede não contém quitina, 

sendo composta de celulose e β-glucanas, a membrana citoplasmática carece de 

ergosterol, o processo sexual é oogâmico e o organismo desenvolve zoósporos 

biflagelados em ambiente aquoso (ALEXOPOULOS et al., 1996).  

O ciclo biológico do P. insidiosum foi descrito por Miller (1983), baseando-se 

na colonização de plantas aquáticas que servem como substrato para o seu 

desenvolvimento e a sua reprodução sexuada. Nas plantas se formam os 

zoosporângios que liberam os zoósporos que se movimentam na água até encontrar 

outra planta ou animal (Figura 2).  

Os zoósporos são células nucleadas sem parede celular que se locomovem 

com o auxílio de dois flagelos; um anterior e outro posterior. Não podem se dividir e 

são considerados propágulos infectantes que mostram quimiotaxia para tecido 

lesionado de planta aquática. O tecido lesionado dos animais entra neste 

ecossistema do P. insidiosum e exerce o mesmo efeito (Figura 2). Nos mamíferos 

observa-se marcante quimiotaxia dos zoósporos para os pelos, lesões na pele ou 

mucosa intestinal. O tropismo tecidual está diretamente relacionado com a parte do 

corpo do animal que está em contato com a água contendo os zoósporos (DE COCK 

et al., 1987; MENDOZA et al., 1993). 
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Figura 2 - Esquema do ciclo biológico do Pythium insidiosum 

(Adaptado de MILLER, 1983). 

 

 

O encistamento do zoósporo na superfície do tecido lesionado de uma planta 

ou animal ocorre no momento do contato em ambiente aquoso. Uma vez encistado, 

o zoósporo secreta glicoproteínas que permitem a adesão ao tecido e, estimulado 

pela temperatura corporal do hospedeiro, desenvolve um tubo germinativo que vai 

do zoósporo até o tecido infectado podendo infiltrar vasos sangüíneos (homens e 

animais) (MENDOZA et al., 1993, 1996). A invasão de vasos sangüíneos pode levar 

à trombose e invasão de grandes artérias (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al., 

2006; LAOHAPENSANG et al., 2009; PUPAIBOOL et al., 2006; THITITHANYANONT 

et al., 1998).   

A obtenção de zoósporos no laboratório é possível pela técnica da 

zoosporogênese em meio líquido (Figura 3), sendo relevante na identificação da 

espécie (BENTINCK-SMITH et al., 1989), nos testes de suscetibilidade in vitro 

(CAVALHEIRO et al., 2009; PEREIRA et al., 2007) e para reproduzir a doença em 

modelo experimental (SANTURIO et al., 2003). 

A maioria dos casos de pitiose foi observada em equinos, cães e seres 

humanos. Casos esporádicos foram relatados em outros animais, como bezerros 

(PÉREZ et al., 2005), gatos (MILLER et al., 1985; RAKICH et al., 2005; THOMAS; 
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LEWIS, 1998) e ovelhas (MILLER et al., 1985; SANTURIO; FERREIRO, 2008; 

TABOSA et al., 2004).  

 

 

 
 

Figura 3 - Gramíneas inoculadas com P. insidiosum – formação dos esporângios contendo os 

zoósporos.  A) vesículas com zoósporos após 3 horas de incubação; B) vesículas antes da liberação 

dos zoósporos (GAASTRA et al., 2010). 

 

 

Nos equinos não há predisposição de sexo, idade ou raça (MILLER, 1983; 

MENDOZA; ALFARO, 1986; MENDOZA, 2005; WHITE et al., 2008). Nesta espécie, 

a forma cutânea (Figura 4) é a mais prevalente, sendo a forma intestinal raramente 

observada (BROWN; ROBERTS, 1988; MORTON et al., 1991; PURCELL et al., 

1994). As lesões cutâneas são largas, arredondadas com tecido granulomatoso 

nodular ulcerativo. De aspecto tumoral, consistem de tecido necrótico contendo 

eosinófilos e hifas de P. insidiosum (HEADLEY et al., 2002; MENDOZA; ALFARO, 

1986; MILLER, 1983; MILLER; CAMPBELL, 1984). O tecido e as fístulas de 

drenagem contêm núcleos de material amarelo-acinzentado referidos como 

“kunkers” (Figura 5). Os “kunkers” podem variar de forma e tamanho e são 

específicos e exclusivos da pitiose eqüina, sendo formados pela degranulação de 

eosinófilos sobre as hifas do P. insidiosum. Novos eosinófilos degranulam sobre os 

primeiros e a massa estrutural cresce em tamanho (LEAL et al., 2001; MENDOZA et 

al., 1996; MENDOZA, 2005).  
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Figura 4 - Lesão em equino causada pelo P. insidiosum (forma cutânea) 

(SANTURIO; FERREIRO, 2008). 

 

 

Os sinais clínicos da pitiose equina podem incluir lesões ósseas, fraqueza 

muscular, linfonodos regionais aumentados, anemia e hipoproteinemia (MENDOZA; 

ALFARO, 1986; MILLER, 1983). A pitiose intestinal em equinos é caracterizada por 

lesões estenóticas e fibrosas disseminadas no estômago e intestino (ALLISON; 

GILLIS, 1990; BROWN; ROBERTS, 1988; PURCELL et al., 1994). 

 

 

 
Figura 5 - Kunkers obtidos de um cavalo com pitiose (GAASTRA et al., 2010). 

 

 

Nos cães, ao contrário dos equinos, a forma gastrointestinal é mais frequente 

e os adultos jovens os mais acometidos (GROOTERS, 2003; GROOTERS et al., 

2003). Os sintomas clínicos incluem vômito, perda de peso, diarréia intermitente e 

presença de massas palpáveis no abdômen (FISCHER et al., 1994). Por vezes 
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compromete o pâncreas, linfonodos mesentéricos e dutos biliares (BERRYESSA et 

al., 2008; GROOTERS, 2003; THOMAS; LEWIS, 1998). As lesões também podem 

envolver patas, face ou a cauda do animal (THOMAS; LEWIS,1998). 

A pitiose nos gatos é rara e as lesões costumam limitar-se à pele e ao tecido 

subcutâneo (GROOTERS, 2003; THOMAS; LEWIS, 1998). A infecção 

gastrointestinal em gatos foi referida nos EUA (RAKICH et al., 2005). Sem 

predisposição para raça, idade ou sexo (GROOTERS, 2003). 

A pitiose em bovinos é esporádica e geralmente ocorre nas regiões 

subtropicais, na época das chuvas. Pérez e colaboradores (2005) identificaram 

pitiose cutânea em sessenta e três bovinos na Venezuela, enquanto Gabriel e 

colaboradores (2008) relataram um surto de pitiose cutânea em bovinos no estado 

do Rio Grande do Sul, Brasil. Nesses animais, ocorre com maior freqüência nos 

membros causando prurido e claudicação. Massas tumorais nos membros com 

fístulas e tecido ulcerado são comuns, sendo que as hifas podem ser isoladas do 

centro do granuloma eosinofílico. As áreas afetadas são dolorosas e a maioria dos 

animais não consegue levantar-se acarretando desidratação e morte. Contaminação 

bacteriana secundária também ocorre (MILLER et al., 1985; PÉREZ et al., 2005; 

SANTURIO et al., 1998). No Brasil, a doença também foi observada na região do 

Pantanal e os animais apresentaram regressão espontânea das lesões (SANTURIO 

et al, 1998). 

A pitiose em ovelhas desencadeia lesões cutâneas em diferentes áreas 

anatômicas, particularmente nos membros e, com lesões granulomatosas 

eosinofílicas na rinofaringe (RIET-CORREA et al., 2008; TABOSA et al., 2004). 

Os primeiros casos de pitiose no homem foram observados e descritos na 

Tailândia (THIANPRASIT, 1986, 1990). No Brasil, o primeiro caso foi relatado no 

Estado de São Paulo (BOSCO et al., 2005) e nos EUA, Austrália, Haiti e Nova 

Zelândia descreveram-se casos esporádicos (THIANPRASIT, 1986, 1990). Entre os 

fatores predisponentes, destacam-se as atividades agrícolas e de lazer associadas à 

água (BOSCO et al., 2005; SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; SUPABANDHU et 

al., 2008) e talassemia α e β na Tailândia (SATHAPATAYAVONGS et al., 1989). 

Os pacientes com pitiose são encontrados em todas as regiões da Tailândia 

sugerindo que o patógeno está amplamente distribuído nesse país que tem uma 

vasta região pantanosa apropriada para o seu desenvolvimento. Os indivíduos 

sadios também são vulneráveis à pitiose ocular. Num estudo da pitiose na Tailândia, 
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Krajaejun e colaboradores (2006) relataram que todos os pacientes com pitiose 

cutânea/subcutânea, vascular e disseminada apresentavam desordens 

hematológicas. Ao contrário, a maioria (84%) dos pacientes com pitiose ocular não 

apresentavam esse tipo de desordem. Percentuais de 90% de pacientes com pitiose 

vascular eram talassêmicos, sugerindo uma associação entre pitiose vascular e 

talassemia. Na Tailândia 1% da população apresenta talassemia podendo justificar o 

número de casos da doença no país. Pacientes com talassemia apresentam uma 

sobrecarga de ferro que poderia aumentar a suscetibilidade do hospedeiro à pitiose 

favorecendo a infectividade do patógeno (WALKER; WALKER, 2000) Entretanto, 

seis pacientes com hemoglobinúria paroxística noturna, que está relacionada a uma 

deficiência de ferro, foram diagnosticados com pitiose (KRAJAEJUN et al., 2006; 

KRAUSS, 2003).  

As infecções por P. insidiosum em humanos, podem apresentar-se de três 

formas: 1) lesões granulomatosas no tecido subcutâneo de pacientes talassêmicos.  

2) forma sistêmica, caracterizada por desenvolvimento de arterite crônica, trombose 

arterial e gangrena, comprometendo a extremidade dos membros inferiores de 

pacientes talassêmicos. 3) ceratite ocular, podendo ou não ser associada à 

talassemia (IMWIDTHAYA, 1994; MENDOZA et al., 2004).  

A reprodução experimental da pitiose, com a inoculação de zoósporos, nas 

espécies naturalmente infectadas ainda não teve sucesso. Por outro lado, a 

suscetibilidade de coelhos como modelo experimental da pitiose foi demonstrada por 

Miller e Campbell (1983a). Segundo Santurio e colaboradores (2003) a inoculação 

de 17.500 zoósporos é necessária para gerar a doença nos coelhos. A inoculação 

subcutânea com zoósporos resulta no desenvolvimento de nódulos que evoluem 

para fibrogranulomas eosinofílicos, não ocorrendo formação de “kunkers” (Figura 6). 

A resposta leucocitária é semelhante a dos equinos onde ocorre progressiva 

leucocitose com moderada neutrofilia e leve monocitose (MILLER; 

CAMPBELL,1983a,1983b). Dessa forma, o coelho parece ser o único modelo 

experimental para avaliar imunoterapia e a atividade das drogas antimicóticas 

(MILLER; CAMPBELL,1983a; PATINO-MEZA,1988; PEREIRA et al., 2007,2008; 

SANTURIO et al., 2003). 
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Figura 6 - Coelho inoculado com zoósporos de P. insidiosum (LAPEMI, UFSM). 

 

 

A interação do patógeno com o hospedeiro é complexa e multifatorial. A 

resposta imune do hospedeiro, como a que ocorre na pitiose, parece depender de 

quando e como determinadas citocinas e outros fatores estão disponíveis no sítio da 

presença do parasito. Os mecanismos de defesa do hospedeiro são formados pela 

imunidade inata, também conhecida como imunidade natural, que está presente 

desde o nascimento em todos os organismos multicelulares e pela imunidade 

adaptativa que é estimulada pelos micro-organismos que invadem os tecidos 

(ABBAS; LICHTMAN, 2009). 

A imunidade inata é poderoso mecanismo inicial de defesa, controlando ou 

erradicando os agentes invasores antes da ativação da resposta adaptativa. Além de 

fornecer a defesa inicial contra infecções, instrui o sistema imunológico adaptativo a 

responder aos diversos micro-organismos de maneira eficaz, participando também 

da eliminação das infecções (ABBAS; LICHTMAN, 2009). Seu início depende do 

reconhecimento de estruturas que são comuns a diversos micro-organismos e que 

não estão presentes nas células do hospedeiro. Estas estruturas correspondem a 

um número conservado de determinantes que são detectados, no início da infecção, 

pelas células inflamatórias do hospedeiro através de receptores do tipo Toll e outros. 

Esses receptores são referidos como “sinalizadores do perigo exógeno” (PAMPs – 

pathogen-associated molecular patterns) (DI VIRGILIO et al., 2009). Para uma 

resposta imune eficiente, além dos “sinalizadores do perigo exógeno” é necessário 

também o reconhecimento de moléculas intracelulares. Essas moléculas são 

liberadas após a injúria tecidual e conhecidas como “sinalizadores de dano tecidual” 

(DAMPs – damage associated molecular patterns) (PRAETORIUS; LEIPZIGER, 

2009). O reconhecimento dos PAMPs, na maioria dos casos, não é suficiente para 
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iniciar uma resposta imune sendo necessário um sinal que comprove que o invasor 

é potencialmente perigoso. Este sinal é dado pelos DAMPs (DI VIRGILIO, 2007). 

Entre os DAMPs, o ATP tem características únicas: ocorre em altas 

concentrações no citoplasma de todas as células; no interstício os níveis são baixos; 

é rapidamente liberado após o dano tecidual e é inativado por enzimas 

extracelulares (ecto-ATPases). Estas propriedades fazem do ATP um sinalizador 

ideal de estresse celular (DI VIRGILIO et al., 2009). 

A resposta imunológica adquirida é iniciada quando receptores específicos 

presentes nos linfócitos interagem com os antígenos. Os linfócitos B e T são as 

únicas células que possuem receptores específicos para antígenos (ABBAS; 

LICHTMAN, 2009). 

Os linfócitos B e T diferem em relação aos antígenos que reconhecem. Os 

receptores de antígenos dos linfócitos B podem reconhecer uma grande variedade 

de macromoléculas (proteínas, polissacarídios, lipídios, ácidos nucléicos) e 

pequenas substâncias químicas em solução ou associadas à superfície celular. 

Assim, há resposta humoral mediada pelas células B contra vários tipos de 

antígenos da membrana celular dos micro-organismos e de antígenos solúveis. Os 

linfócitos T só identificam fragmentos peptídicos de antígenos protéicos associados 

às moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) das células 

apresentadoras de antígeno do hospedeiro (KINDT et al., 2008). 

A ativação dos linfócitos B resulta na proliferação de células antígeno-

específicas (expansão clonal) e diferenciadas em células efetoras, conhecidas como 

plasmócitos, que secretam ativamente anticorpos. Os anticorpos secretados 

circulam na corrente sangüínea, onde atuam como efetores da imunidade humoral a 

procura de antígenos, marcando-os para eliminação (KINDT et al., 2008). 

Os linfócitos T são encarregados da imunidade mediada por células, 

possuindo funções efetoras e reguladoras da resposta imune. São subdivididos em 

linfócitos T citotóxicos (T CD8+), responsáveis pela eliminação de células que 

apresentam antígenos estranhos e linfócitos T helper ou auxiliar (T CD4+) que 

secretam citocinas que ativam e regulam a resposta imune. As células T CD4+ 

podem se diferenciar em subgrupos de células que produzem diferentes citocinas. 

Os primeiros subgrupos definidos foram denominados TH1 e TH2 (ROMAGNANI, 

1997). 
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A diferenciação das células TH nos diferentes subgrupos é um processo 

regulado pelos estímulos que as células T CD4+ virgens recebem quando são 

apresentadas aos antígenos pelas células dendríticas ou macrófagos. As citocinas 

produzidas e liberadas por essas células entram em contato com as células CD4+ 

virgens no momento da apresentação e ativam fatores de transcrição que promovem 

a diferenciação num determinado subgrupo. A diferenciação das células T CD4+ 

virgens em linfócitos TH1 ocorre na presença de IL-12 (interleucina 12) e IFN-γ 

(interferon gama) determinando um perfil inflamatório. A diferenciação em TH2 ocorre 

na presença de IL-4 (interleucina 4) promovendo a produção de IgE e reações 

alérgicas. Além disso, a indução de um tipo de resposta inibe a outra (Figura 7) 

(WAN; FLAVELL, 2009). 

 

 

 
Figura 7 - Funções das células TH1 e TH2 (ABBAS & LICHTMAN, 2009). 
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Em 1924, Witkamp relatou que animais com pitiose desenvolvem anticorpos 

que podem ser facilmente detectados num teste de imunodifusão com extrato bruto 

do patógeno. Estudos sorológicos, tanto em humanos como em animais com pitiose, 

mostraram que o P. insidiosum estimula resposta imune humoral (GROOTERS et 

al., 2002; IMWIDTHAYA; SRIMUANG, 1989; MENDOZA et al., 1986, 1992; 

MENDOZA; NEWTON, 2005; MILLER; CAMPBELL, 1984). Entretanto, os anticorpos 

formados, não parecem ser capazes de eliminar a infecção (MENDOZA; ALFARO, 

1986; MILLER; CAMPBELL, 1984; THITITHANYANONT et al., 1998; TRISCOTT et 

al., 1993). A imunidade celular mediada por mastócitos, eosinófilos e outras células 

inflamatórias parece estar diretamente envolvida no dano tecidual. A liberação de 

grânulos de eosinófilos e mastócitos no sítio da infecção causa prurido intenso nos 

cavalos e nas outras espécies com pitiose, o que favorece a ulceração e necrose e 

contaminação bacteriana secundária (MENDOZA; ALFARO, 1986; MILLER; 

CAMPBELL, 1982). 

A partir destas observações supõe-se que a imunidade humoral no 

hospedeiro com pitiose leva à formação de anticorpos precipitantes e aglutinantes 

relacionados a uma resposta do tipo TH2. Estes anticorpos não são protetores, mas 

são úteis para o diagnóstico da doença (MENDOZA et al., 2003; MENDOZA; 

NEWTON, 2005).  

Sugere-se que o uso de extratos antigênicos obtidos do P. insidiosum no 

tratamento da pitiose é eficaz ao estimular uma resposta do tipo. TH1. A observação 

de altos níveis de IFN-γ (interferon gama) e IL-2 (interleucina 2) (indicativos de 

resposta mediada por linfócitos TH1) e uma diminuição das citocinas mediadas pela 

resposta TH2 nos pacientes curados pela imunoterapia reforçam esta idéia. Assim, a 

resposta imune desenvolvida na pitiose desvia o sistema imune para uma resposta 

do tipo TH2, responsável pela evolução da doença (MENDOZA; NEWTON, 2005; 

THITITHANYANONT et al., 1998; WANACHIWANAWIN et al., 2004).  

Para avaliar a especificidade da resposta humoral, estudos foram realizados 

com o objetivo de caracterizar os antígenos do P. insidiosum (LEAL, 1999; 

MENDOZA et al., 1992).  Leal e colaboradores (2005) estudaram, através da análise 

por “immunoblot”, amostras de soros obtidos de equinos e bovinos com pitiose e de 

equinos e coelhos imunizados com antígeno bruto de P. insidiosum. Os soros de 

equinos com pitiose e de equinos e coelhos imunizados mostraram o mesmo padrão 
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de reatividade, sendo que dois antígenos foram reconhecidos exclusivamente pelo 

soro de bovinos com pitiose. 

Um antígeno imunodominante (74 kDa) identificado em 16 isolados de P. 

insidiosum foi reconhecido em 12 soros de pacientes com pitiose, pela técnica de 

“Western Blot”. Nenhuma reação ocorreu com os soros de indivíduos saudáveis, 

pacientes com talassemia e pacientes com outras infecções. Os autores sugeriram 

que o antígeno 74 kDa é alvo para o desenvolvimento de testes rápidos para o 

diagnóstico e para a produção de um imunoterápico (KRAJAEJUN et al., 2006). O 

antígeno imunodominante 74 kDa foi caracterizado como 1,3-β-Glucanase 

(KRAJAEJUN et al., 2010) 

Em 2009, Chindamporn e colaboradores avaliaram seis cepas da Ásia e 

Américas contra soro de bovinos, gatos, cães, equinos e humanos com pitiose. Os 

resultados mostraram que anticorpos anti-P. insidiosum desenvolvidos por 

hospedeiros de diferentes espécies detectam diferentes antígenos do P. insidiosum, 

o que pode ter implicação nos diferentes tipos de resposta ao imunoterápico em 

animais de espécies distintas (GAASTRA et al., 2010). 

O diagnóstico de infecção pelo P. insidiosum pode ser obtido pelo exame a 

fresco com KOH 10% e posterior cultivo (Figura 8), pesquisa de anticorpos anti-P. 

insidiosum e/ou pela detecção do DNA do agente infeccioso no tecido infectado por 

PCR (GROOTERS, 2007; MENDOZA, 2005; MILLER, 1983). 

 

 

 
Figura 8 – Morfologia do P. insidiosum. (A) Cultivo de cinco dias a 37ºC em ágar Sabouraud dextrose 

2% de P. insidiosum a 37 ° C.  

(B) Hifas de P. insidiosum esparsamente septadas em lactofenol azul. 

(GAASTRA et al., 2010) 
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A citologia e a histologia podem ajudar no diagnóstico, mas não diferenciam a 

pitiose das infecções causadas pelos zigomicetos Conidiobolus e Basidiobolus 

(GROOTERS, 2007; MENDOZA, 2005; MILLER, 1983). 

Os testes sorológicos podem ser usados no diagnóstico da pitiose (MILLER; 

CAMPBELL, 1982). Diferentes antígenos foram obtidos de uma cepa de P. 

insidiosum e usados nas reações de imunodifusão dupla (ID) e no teste de fixação 

do complemento (FC). A ID resultou ser teste sensível e específico. Equinos sem 

história prévia de pitiose e animais que se recuperaram da doença não reagiram ao 

teste. A FC detectou 82% dos equinos doentes e forneceu resultados positivos com 

soro de animais que se recuperaram da doença e de animais sem história de 

doença prévia. A ID foi avaliada por Pracharktam e colaboradores (1991), 

demonstrando ser sensível e específica, no diagnóstico de arterite por P. insidiosum 

em seres humanos e no monitoramento da doença. 

Mendoza e colaboradores (1997) padronizaram um teste de ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) em placas de poliestireno sensibilizadas com 

antígeno solúvel de hifas sonicadas de P. insidiosum e compararam os resultados 

com o teste de ID. Amostras de soro humano e de animais saudáveis e com pitiose 

clínica foram testadas e os resultados mostraram que o teste de ELISA é sensível e 

específico para o diagnóstico da pitiose. Quando comparado ao teste de 

imunodifusão dupla mostrou igual especificidade e maior sensibilidade. 

Posteriormente novos testes imunoenzimáticos foram padronizados para o 

diagnóstico da pitiose equina, canina e humana (ALVES et al., 2001; GROOTERS et 

al., 2002; KRAJAEJUN et al., 2002; ROSA et al., 1999). Santurio e colaboradores 

(2001) usaram antígeno solúvel, obtido do rompimento das hifas do oomiceto por 

sonicação para confirmar a pitiose experimental em coelhos. 

Outros testes sorológicos foram desenvolvidos, podendo ser úteis no 

diagnóstico da pitiose, como a reação de hemaglutinação passiva (JINDAYOK et al., 

2009) e a imunocromatografia (KRAJAEJUN et al., 2009). P. insidiosum também 

pode ser identificado em tecidos por outras técnicas como a imunofluorescência 

direta (MENDOZA et al., 1987) e a imunoperoxidase (BROWN; ROBERTS, 1988). 

A infecção causada pelo P. insidiosum é de difícil tratamento. Em conjunto, 

cirurgia, agentes antimicrobianos e imunoterapia têm sido usado com relativo 

sucesso. Independente da terapia escolhida, as chances de involução da doença 

estão associadas a um início precoce do tratamento (ARGENTA et al., 2010). 
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A parede celular dos oomicetos como o P. insidiosum contém celulose e   β-

glucanas como componentes (HENDRIX, 1964) e não quitina como os fungos 

verdadeiros. A membrana citoplasmática não tem ergosterol que é o alvo de ação da 

maioria das drogas antifúngicas. Apesar destas diferenças, drogas antifúngicas 

foram testadas com algum resultado terapêutico (BISSONNETTE et al.,1991; 

GROOTERS, 2003; SHENEP et al., 1998; TRISCOT et al., 1993). Pereira e 

colaboradores (2007) testaram inibidores de β-glucanas (caspofungina) em coelhos 

experimentalmente infectados. Houve redução das lesões que rescidivaram com a 

suspensão da terapia. A combinação de inibidores da síntese do ergosterol 

(itraconazol, miconazol, etc) e caspofungina (inibidor da síntese de β-glucanas) vem 

sendo testada com resultados alentadores (ARGENTA et al., 2010; GROOTERS, 

2003; PEREIRA et al., 2007, 2008).  

O primeiro extrato antigênico produzido com efeito curativo para o tratamento 

da pitiose foi desenvolvido por Miller (1981), preparado a partir da sonicação da 

massa micelial morta, sendo efetivo em 50% dos eqüinos tratados. Antígenos de 

secreção e excreção do P. insidiosum foram obtidos a partir do cultivo em meio 

líquido e, posterior precipitação (MENDOZA; ALFARO, 1986). A eficácia deste 

imunoterápico não foi melhor do que a do extrato antigênico obtido por sonicação, 

sendo, contudo, mais estável e fácil de ser preparado. Em um estudo em que foram 

combinados tratamento imunoterápico, cirúrgico e químico, envolvendo 18 equinos e 

6 cães infectados, obteve-se um percentual de cura de 72% nos equinos e 33% nos 

caninos. Neste estudo observou-se ainda que após uma semana de imunoterapia as 

hifas do P. insidiosum apareciam lesadas (MENDOZA; NEWTON, 2005).  

A imunoterapia em cães tem uma taxa de cura menor do que em equinos.  

Em gatos não se obteve nenhuma resposta (HENSEL et al., 2003). No gado a 

imunoterapia foi eficaz na maioria dos casos tratados (THOMAS; LEWIS, 1998).  

No Brasil, Santurio e colaboradores (2003) estudaram e avaliaram extratos 

antigênicos para o tratamento da pitiose. A massa micelial após inativação com 

timerosal foi usada para obtenção do imunoterápico pelo uso do ultrasom ou do 

vortex. Em coelhos infectados com o  imunoterápico vortexado (Figura 9) mostrou 

ser mais eficaz com diminuição em 71,8% das lesões após 26 semanas de 

observação. 
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Figura 9 - Imunoterápico para tratamento da pitiose em equinos obtido da massa micelial inativada e 

vortexada (LAPEMI/UFSM e EMBRAPA). 

 

 

Em equinos, o índice de involução da doença variou de 50 a 83,3% 

(SANTURIO et al., 2003). Recentemente, Santos e colaboradores (2011b) relataram 

a resposta satisfatória ao tratamento imunoterápico de um equino com extensa lesão 

facial ulcerada, decorrente da infecção pelo P. insidiosum (Figura 10). 

 

 

 
Figura 10 - Tratamento imunoterápico na pitiose equina. Equino exibindo extensa lesão 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 aplicação do imunoterápico (Pitium 

Vac®), totalizando cinco aplicações. Ao final do tratamento nota-se apenas lesão cicatricial com 
completa resolução do caso (F) (SANTOS et al., 2011b). 
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Em humanos, a imunoterapia foi utilizada pela primeira vez com sucesso em 

um menino da Tailândia com pitiose vascular. O tratamento cirúrgico e antimicótico 

não reverteram o quadro e o menino passou a receber duas doses do imunoterápico 

a cada duas semanas e teve cura após um ano (THITITHANYANONT et al.,1998). 

Wanaschiwanawin e colaboradores (2004) usaram a imunoterapia como último 

recurso para tratar pacientes com pitiose vascular. Após a administração de duas 

doses do imunoterápico num intervalo de duas semanas, 50% dos pacientes 

responderam positivamente ao tratamento. Acredita-se que o sucesso da terapia 

dependa de um início precoce. As taxas de mortalidade são maiores quando os 

pacientes sofrem de lesões crônicas com mais de dois meses (MENDOZA; 

NEWTON, 2005). 

Uma provável explicação para o mecanismo que leva à cura pelo uso da 

imunoterapia seria a de que a infecção desvia a resposta para TH2 com produção de 

anticorpos não protetores e que a imunização com antígenos extraídos do P. 

insidiosum ativaria uma resposta TH1 mais eficaz (Figura 11) (MENDOZA et al., 

2003; MENDOZA; NEWTON, 2005).  

 

 
Figura 11 - Provável explicação para a cura da pitiose pela imunoterapia 

 (Adaptado de MENDOZA; NEWTON, 2005). 
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Na pitiose, as hifas crescem e liberam antígenos. O processamento e a 

apresentação desses antígenos pelas células apresentadoras desviam a resposta 

imune para TH2 que libera IL-4 (interleucina 4). A IL-4 diferencia linfócitos TH virgens 

em células TH2. As células TH2 ativadas vão liberar IL-4, IL-5 e IL-10, que por sua 

vez estimulam linfócitos B a produzirem anticorpos IgM e IgG precipitantes e 

aglutinantes e IgE. IL-5 e IgE ativam a migração de eosinófilos e mastócitos para o 

local da lesão. Os grânulos liberados dos eosinófilos e mastócitos sobre as hifas do 

P. insidiosum contribuem para o dano tecidual (MENDOZA et al., 2003; 

THITITHANYANONT et al., 1998). 

A imunoterapia expõe antígenos de P. insidiosum de forma distinta às células 

apresentadoras de antígeno, induzindo a diferenciação de células TH virgens em 

células TH1 que liberam IFN-γ e IL-2, ampliando a resposta mediada por células, e 

ativando, possivelmente, células T citotóxicas e anticorpos IgG protetores 

(MENDOZA et al., 2003; THITITHANYANONT et al., 1998). 

As respostas imunes são montadas após a infecção para controlar os agentes 

patogênicos. Neste contexto, o sistema de sinalização purinérgica desempenha um 

importante papel, através de biomoléculas extracelulares, como os nucleotídeos da 

adenina e seu derivado nucleosídeo adenosina (RALEVIC; BURNSTOCK, 2003; 

ZIMMERMANN, 2000). 

Os nucleotídeos extracelulares de adenina, adenosina trifosfato (ATP), 

adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e o nucleosídeo   

adenosina são considerados importantes moléculas sinalizadoras em vários tecidos 

(YEGUTKIN, 2008), sendo que o ATP, o ADP e a adenosina, tem importância na 

modulação da resposta imune (BURNSTOCK, 2002). O ATP, quando em 

concentrações elevadas no meio extracelular, como resultado da injúria tecidual, 

pode ser interpretado como um “sinalizador de dano tecidual” (DAMP) e iniciar uma 

reposta inflamatória caracterizada pela secreção de citocinas, como IFN-γ, IL-12 e 

TNF (LANGSTON et al., 2003). Seus efeitos dependem da dose, do tempo de 

exposição e da célula envolvida, sendo controlados pela ação de ecto-enzimas que 

agem sobre o ATP e seus produtos de degradação, reduzindo sua concentração no 

meio e culminando na produção de adenosina. Esta, por sua vez, possui efeitos 

contrários aos do ATP na resposta imune (DI VIRGILIO, 2007). 

Cada nucleotídeo, uma vez presente no meio extracelular, desempenha sua 

ação pela ligação a um tipo diferente de receptor localizado em diferentes células, 
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como, por exemplo, na superfície das células do sistema imune. Esses receptores 

pertencem à família P2. Os receptores para adenosina pertencem à família P1 

(BURNSTOCK; KNIGHT, 2004; YEGUTKIN, 2008) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Via de sinalização purinérgica (YEGUTKIN, 2008). 

 

 

A família P1 é composta pelos receptores A1, A2A, A2B e A3, acoplados a 

proteína G sendo ativados pela adenosina com diferentes afinidades (BOURS et al., 

2006). A ação imunomoduladora da adenosina nos receptores A2A e A2B envolve o 

aumento do AMP cíclico (AMPc) e resulta na inibição da resposta imune, inibindo a 

produção de citocinas pro-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α e IL-2) e aumentando a 

produção de IL-10. A ligação nos receptores A1 e A3 inibe a produção de AMPc, 

funcionando como mecanismo de prevenção, por exemplo, para evitar a inibição 

prematura das células do sistema imune pelos receptores A2 (ABBRACCHIO; 

CERUTTI, 2007; SITKOVSKY; OHTA, 2005). 

Os receptores P2 são subdivididos em receptores P2X, ativados pelo ATP, 

conhecidos como receptores purinérgicos ionotrópicos e em receptores 

metabotrópicos P2Y que são ativados pelo ATP e ADP. A família P2 é composta por 

oito subtipos de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, 

P2Y14), acoplados a proteína G e sete subtipos de receptores P2X (P2X1 - P2X7), 

ligados a canais iônicos. A ativação de receptores P2Y na superfície dos linfócitos 

direciona para uma resposta do tipo TH2.  A secreção de IL-12 e de quimiocinas pró-

inflamatórias é inibida, enquanto a das citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10) é 

potencializada. Em contraste, a presença de alta concentração de ATP estimula 
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receptores P2X7, o que leva a liberação maciça de mediadores pró-inflamatórios (IL-

1β, IL-6, IL-12, TNF-α) e quimiocinas como CCL5 e CXCL10 (BURNSTOCK, 2006; 

DI VIRGILIO et al., 2001).  

O controle dos níveis extracelulares dos nucleotídeos e nucleosídeo de 

adenina é realizado por várias enzimas ancoradas na membrana celular 

(ZIMMERMANN et al., 2007). Dentre estas enzimas pode-se destacar as E-

NTPDases (Ecto-Nucleosídeo Trifosfato Difosfoidrolase), a família das E-NPPs 

(Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase/Fosfodiesterases), 5’-nucleotidase e a adenosina 

desaminase (ADA) (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Por estarem 

amplamente distribuídas nas células sanguíneas, as ecto-nucleotidases participam 

de importantes interações celulares, agindo, por exemplo, na agregação plaquetária 

e em processos inflamatórios e imunes (ZIMMERMANN, 2001). 

Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimática (Figura 

13) que tem início com a ação da E-NTPDase e E-NPP, as quais catalisam a 

hidrólise de ATP e do ADP formando AMP (ZIMMERMANN et al., 2007). A seguir a 

enzima 5’-nucleotidase hidrolisa a molécula de AMP formando adenosina, que é 

degradada pela ADA gerando inosina (YEGUTKIN, 2008). 

 

 

 
Figura 13 - Enzimas envolvidas na degradação extracelular de nucleotídeos  

e nucleosídeo da adenina (YEGUTKIN, 2008). 

 

 

As NTPDases formam uma família de enzimas responsáveis pela hidrólise de 

nucleotídeos tri e difosfatados (ZIMMERMANN et al., 2007). A família inclui oito 
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membros nomeados de NTPDase 1-8, que diferem quanto à especificidade por 

substratos, distribuição tecidual e localização celular. Quatro enzimas estão 

localizadas na membrana celular com o sítio catalítico voltado para o meio extra-

celular (NTPDase 1,2,3 e 8) e quatro exibem localização intracelular (NTPDase 4,5,6 

e 7) (ROBSON et al., 2006). Todos os membros da família das NTPDases 

apresentam 5 regiões denominadas regiões conservadas da apirase (ACRs), que 

são as regiões de maior importância para a atividade enzimática (ZIMMERMANN, 

2000). 

A NTPDase 1 (CD39, ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase), a primeira enzima da 

família a ser descrita, está ancorada na superfície celular através de duas regiões 

transmembrana próximas ao grupamento aminoterminal e carboxilaterminal, sendo 

capaz de hidrolisar tanto ATP como ADP, formando AMP na presença de íons Ca² e 

Mg² (ROBSON et al., 2006; ZIMMERMANN, 2001). Esta enzima foi primeiramente 

identificada como um marcador de ativação linfóide (DWYER et al., 2007), sendo 

capaz de gerar sinais que amplificam as interações célula-célula controlando o 

desempenho da função linfocitária, incluindo o reconhecimento do antígeno e a 

ativação de células T citotóxicas (FILLIPINI et al., 1990; LEAL et al., 2005).  

Foram isolados e identificados sete sub-tipos da enzima 5’-nucleotidase em 

humanos, sendo que cinco sub-tipos estão localizados no citosol, um na matriz 

mitocondrial e um anexado à membrana plasmática externa (HUNSUCKER et al., 

2005). A ecto-5’-nucleotidase é uma glicoproteína ligada à membrana via um glicosil 

fosfatidilinositol (GPI) com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular sendo 

responsável pela hidrólise de AMP, gerando adenosina (STRÄTER, 2006). Esta 

enzima é encontrada em vários tecidos como, rins, fígado, pulmão, endotélio 

vascular e, também, nas plaquetas e nas células do sistema imune (COLGAN et al., 

2006). As funções da ecto-5’-nucleotidase (marcador CD73 de linfócitos) 

correlacionam-se ao seu papel na produção de adenosina e a subseqüente ativação 

de receptores de adenosina (P1) (ZIMMERMANN, 2000), modulando, desta 

maneira, a resposta imune. A enzima também desempenha outras funções como, 

por exemplo, controlar a agregação plaquetária, regular o tônus vascular e atuar na 

neuromodulação e neuroproteção no sistema nervoso (DUNWIDDIE e MASINO, 

2001; KAWASHIMA et al., 2000; ZIMMERMANN et al., 1998). 

A família das E-NPPs (Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatse/Fosfodiesterases) é 

constituída por sete enzimas nomeadas de NPP1 até NPP7, sendo numeradas de 
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acordo com sua ordem de descoberta (YEGUTKIN, 2008). Com exceção a NPP2, 

que é secretada no meio extracelular, todos os demais membros são ligados à 

membrana por um único domínio transmembrana. A NPP1 e 3 têm uma orientação 

transmembrana do tipo II, com sua porção aminoterminal voltada para o meio 

intracelular, enquanto que as NPPs 4-7 têm uma orientação do tipo I com sua 

posição aminoterminal voltada para o meio extracelular (STEFAN et al., 2006). As 

ecto-fosfodiesterases uma ampla especificidade por substratos e são capazes de 

hidrolisar ligações pirofosfato e fosfodiéster de nucleotídeos, ácidos nucléicos, 

nucleotídeos de açúcar bem como de fosfodiésteres de colina (STEFAN et al., 

2005). Entretanto, somente as NPP 1, 2 e 3 são capazes de hidrolisar nucleotídeos, 

sendo assim, relevantes no contexto da cascata da sinalização purinérgica (STEFAN 

et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). 

A enzima adenosina desaminase (ADA) faz parte do conjunto de enzimas 

responsáveis pela degradação sequencial dos nucleotídeos e do nucleosídeo de 

adenina (YEGUTKIN, 2008). A ADA é responsável pela desaminação da adenosina 

com a consequente produção de inosina regulando desta maneira as concentrações 

extracelulares deste nucleosídeo (FRANCO et al., 1997). A adenosina desaminase 

(ADA) é uma enzima que catalisa irreversivelmente a clivagem hidrolítica da 

adenosina em inosina e amônia. A atividade da ADA origina-se da ação de duas 

principais isoenzimas, ADA1 e ADA2 (GESSI et al., 2007). 

A ADA1 é uma proteína monômera com uma massa molecular de 

aproximadamente 40kDa, localizada principalmente no citosol, sendo encontrada em 

todo o organismo. A enzima pode estar combinada com uma glicoproteína dimérica 

não específica de aproximadamente 200 kDa, designada como proteína combinante 

(cp) (TSUBOI et al., 1995). O complexo ADA-cp constitui uma ecto-ADA, que é 

responsável pelo controle dos níveis de adenosina extracelular (FRANCO et al., 

1997). Estudos têm demonstrado que esta proteína de ligação é uma glicoproteína 

multifuncional do tipo II, conhecida como CD26, podendo estar ligada à membrana 

da célula ou estar na forma solúvel no citosol (YEGUTKIN, 2008). Além da interação 

com CD26, a ADA1, pode atuar como uma ectoenzima ancorada aos receptores da 

adenosina A1 e A2B, mediando os processos de sinalização da adenosina 

(ROMANOWSKA et al., 2007). A ADA2 apresenta diferenças estruturais e cinéticas 

quando comparada a ADA1. Sua massa molecular é de aproximadamente 100 kDa 

e representa a menor parte da atividade da ADA em tecidos, sendo abundante no 
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plasma, com menor afinidade para a adenosina e menor atividade catalítica com a 

deoxiadenosina que a ADA1 (IWAKI-EGAWA et al., 2006). 

Considerando o papel que os nucleotídeos e nucleosídeo de adenina 

exercem durante eventos inflamatórios e a importância das ecto-nucleotidases na 

manutenção dos seus níveis extracelulares seria importante avaliar os mecanismos 

bioquímicos envolvidos na resposta imune à pitiose para contribuir no entendimento 

do mecanismo imunológico que leva à involução da doença pelo tratamento dos 

animais com antígenos obtidos do oomiceto (imunoterapia). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral  

 

 

Avaliar componentes da sinalização purinérgica em linfócitos de coelhos com 

pitiose experimental para contribuir no entendimento das alterações que ocorrem na 

resposta imunológica durante a infecção e após o tratamento imunoterápico. 

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

1. Determinar a atividade de ecto-enzimas que degradam nucleotídeos e 

nucleosídeo da adenina nos linfócitos dos coelhos infectados experimentalmente 

com P. insidiosum;  

 

2. Quantificar os nucleotídeos e nucleosídeo da adenina no soro dos animais; 

 

3. Avaliar a participação das ecto-enzimas na regulação da resposta imune e 

inflamatória durante a evolução clínica da pitiose e após a imunoterapia. 
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RESULTADOS 

 

 

 Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de 

dois artigos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas, encontram-se compondo os próprios artigos e representam a íntegra 

deste estudo.  

Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, encontrados no final desta tese, 

apresentam interpretações e comentários gerais a respeito dos resultados 

demonstrados nos artigos contidos neste trabalho. As REFERÊNCIAS 

BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 
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3 ARTIGOS 

 

3.1 Artigo 1  

 

 

Imunoterapia para a pitiose: Efeito na atividade da NTPDase em linfócitos de um 
modelo experimental. 
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3.2 Artigo 2  

 

 

Atividade da E-ADA em linfócitos de um modelo experimental de pitiose tratada com 
imunoterapia.  

 
 
 

E-ADA activity in lymphocytes of  an experimental m odel 
of pythiosis treated with immunotherapy.  
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4 DISCUSSÃO  

O presente estudo avaliou o envolvimento da sinalização purinérgica em 

linfócitos de coelhos infectados experimentalmente com P. insidiosum. As ecto-

enzimas do sistema purinérgico desempenham importante papel no metabolismo do 

ATP e na geração do seu nucleosídeo correspondente, adenosina. Assim, 

contribuem na regulação da resposta inflamatória, através da modulação da 

liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias, bem como no tipo de resposta imune 

desencadeada pelo hospedeiro durante a infecção.  

A pitiose é uma doença crônica, piogranulomatosa, que acomete animais e 

humanos, sendo causada pelo oomiceto P. insidiosum (DE COCK et al., 1987). 

Devido à ausência de ergosterol na membrana citoplasmática, as drogas 

antifúngicas são de pouca eficácia no tratamento, fazendo da abordagem cirúrgica e 

da imunoterapia as principais opções terapêuticas (MENDOZA; NEWTON, 2005). 

Uma provável explicação para o mecanismo que leva à cura pelo uso da 

imunoterapia é que a infecção natural desvia a resposta imune para TH2, enquanto 

que a imunização ativa uma resposta TH1 eficaz contra o agente da doença 

(MENDOZA et al., 2003; MENDOZA; NEWTON, 2005). No entanto, a patogênese da 

infecção pelo P. insidiosum e o tipo de resposta imune elaborada pelo hospedeiro 

ainda não foram completamente elucidados. Para contribuir e possivelmente 

confirmar o mecanismo que supostamente leva à involução da doença pela 

imunoterapia, foram investigadas as atividades das ecto-enzimas de linfócitos,        

NTPDase e ADA, relacionando-as com o provável tipo de resposta imune ativada na 

doença e após tratamento imunoterápico dos animais experimetalmente infectados. 

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram nos linfócitos de coelhos 

com pitiose experimental, um aumento significativo na atividade da E-NTPDase, em 

relação à hidrólise de ATP, sem alterações na taxa de hidrólise de ADP.  Essa ecto-

nucleotidase é responsável pela hidrólise dos nucleotídeos ATP e ADP (MARCUS et 

al., 2003). No entanto, durante a pitiose, a E-NTPDase demonstrou ser capaz de 

preservar os níveis extracelulares de ADP, como observado neste estudo. Dessa 

forma, sugere-se que, a concentração de ATP no soro poderia estar diminuída, 

ligando ao receptor P2Y na superfície de linfócitos e estimulando uma resposta 

imune TH2 responsável pelo desenvolvimento das significativas lesões teciduais.  
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As análises envolvendo a avaliação de componentes do sistema purinérgico 

na pitiose foram realizadas pela primeira vez neste estudo. No entanto, alterações 

na atividade das ecto-enzimas deste sistema têm sido observadas em doenças 

animais, sugerindo que possam ser um importante parâmetro fisiológico e patológico 

(BECKER et al., 2010; DA SILVA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA et al., 

2012; TONIN et al., 2012). Neste contexto, o aumento na hidrólise do ATP na pitiose 

corrobora com os resultados encontrados durante a infecção crônica de ratos 

infectados experimentalmente com Trypanosoma evansi (OLIVEIRA et al., 2012). 

Estes autores sugerem que o aumento na atividade da E-NTPDase em linfócitos, 

estaria envolvido na modulação da resposta inflamatória, durante a infecção crônica, 

através do controle da liberação de citocinas pró-inflamatórias, uma vez que os 

níveis séricos destas moléculas foram aumentados na infecção pelo T. evansi 

(BARAL et al., 2007). 

Por outro lado, observou-se que a imunoterapia para a pitiose foi capaz de 

reduzir a atividade da E-NTPDase. Esta redução poderia ser responsável por um 

aumento dos níveis de ATP extracelular, o qual poderia ligar-se a receptores P2X7. 

Isto levaria a uma diminuição nas lesões, devido à ativação de uma resposta imune 

TH1 com secreção de citocinas pro-inflamatórias e ativação de linfócitos T citotóxicos 

e macrófagos responsáveis pela destruição das hifas.  

Em relação à atividade da E-ADA observou-se uma diminuição significativa no 

grupo de coelhos com pitiose experimental. Logo, sugere-se que a pitiose reduz a 

atividade desta ecto-enzima, a fim de preservar os níveis de adenosina no meio 

extracelular, favorecendo o desenvolvimento da infecção. A adenosina é uma 

importante molécula anti-inflamatória endógena (CRONSTEIN, 1994) e 

imunossupressora, atuando através da inibição da liberação de citocinas pró-

inflamatórias, da adesão de células do sistema imune e do funcionamento de 

linfócitos citotóxicos (CRONSTEIN et al., 1983). Portanto, durante a infecção, altas 

concentrações de adenosina extracelulares podem estar atuando via receptores A2 

na superfície das células imunes, potencializando os efeitos anti-inflamatórios que 

ocorrem com a estimulação dos receptores P2Y pelo ATP.  

 A regulação dos níveis de adenosina extracelular tem demonstrado um papel 

bioquímico importante nos mecanismos imunomodulatórios em diversas doenças em 

que a imunidade encontra-se alterada (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 1988). 

Recentemente, Castro e colaboradores (2012) observaram uma diminuição na 
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atividade da E-ADA em ratos infectados experimentalmente com Sporothrix 

schenckii, durante a fase aguda da infecção. Em comum, os estudos, sugerem o 

envolvimento da E-ADA na patogênese da infecção, por ser responsável pela 

metabolização da adenosina. A preservação da adenosina no meio extracelular, por 

sua vez, estaria contribuindo para a persistência das infecções.  

O grupo dos animais com pitiose, após tratamento imunoterápico, apresentou 

uma atividade da E-ADA maior em relação ao grupo controle. Logo, a imunoterapia 

parece induzir o organismo a aumentar a atividade desta ecto-enzima, e 

consequentemente a desaminação irreversível da adenosina. Por sua vez, baixas 

concentrações de adenosina no meio extracelular, desviariam a resposta imune para 

TH1 com efeitos pró-inflamatórios capazes de diminuir as lesões geradas pela 

infecção.  

Com intuito de confirmar a participação do sistema purinérgico na modulação 

da resposta imune e inflamatória durante a infecção, além das atividades 

enzimáticas, foram determinadas as concentrações séricas de nucleotídeos e 

nucleosídeo de adenina após o desenvolvimento das lesões características da 

pitiose nos animais. Uma baixa concentração de ATP e uma alta concentração de 

adenosina no soro deste grupo foram observadas, sugerindo o envolvimento das 

ecto-enzimas responsáveis pela metabolização destes substratos, como 

demonstrado pelas alterações nas atividades da E-NTPDase e da E-ADA nos 

linfócitos dos animais infectados.  

A imunoterapia com antígenos do P. insidiosum tem sido desenvolvida e 

usada com resultados benéficos na pitiose equina, canina e humana (MENDOZA; 

ALFARO, 1986; MENDOZA et al., 2003; MILLER, 1981; THITITHANYANONT et al., 

1998; TROST et al., 2009; WANACHIWANAWIN et al., 2004). No entanto, os 

mecanismos envolvidos na resposta à imunoterapia não estão completamente 

elucidados. Segundo Mendoza e colaboradores (2003), acredita-se que a 

imunomodulação da resposta do tipo TH2, durante a pitiose clínica, para uma 

resposta TH1 após a imunoterapia, esteja envolvida nas propriedades curativas 

desencadeadas pelo imunoterápico. O seu mecanismo de ação estaria baseado na 

alteração de uma resposta composta por linfócitos TH2 com a mobilização de 

eosinófilos e mastócitos, que protegeriam as hifas do ataque do sistema celular, 

durante a pitiose clínica, para uma resposta composta por linfócitos TH1, 

mobilizadores de células mononucleares, além de citocinas pró-inflamatórias, após a 
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imunoterapia.  Dando suporte a esta hipótese, WANACHIWANAWIN e 

colaboradores (2004) documentaram uma mudança nos níveis séricos de IL-4 e IL-5 

para IL-2, além da diminuição dos níveis de IgE em um dos pacientes com pitiose 

vascular ativa, sugerindo o deslocamento de uma resposta do tipo TH2 para TH1. A 

mudança do perfil de resposta imunológica que ocorre na pitiose não é um fato 

isolado. Estudos envolvendo a expressão transgênica de diferentes proteínas da 

Leishmania major podem induzir um comportamento similar ao dos antígenos do P. 

insidiosum, ou seja, um desvio de uma resposta imune não protetora (mediada por 

TH2) para uma imunidade TH1 protetora (JULIA et al., 1996). Já o papel da 

imunidade humoral na eliminação das hifas do P. insidiosum dos tecidos infectados 

é pequeno, uma vez que os títulos de anticorpos anti-P. insidiosum permanecem 

inalterados após a imunoterapia (MILLER, 1981; THITITHANYANONT et al., 1998). 

Neste estudo, nem todos os animais inoculados com zoósporos 

desenvolveram a pitiose experimental. Nos animais inoculados, que não 

desenvolveram a doença, as atividades enzimáticas apresentaram-se semelhantes 

aos dos animais do grupo controle, sugerindo que as alterações encontradas estão 

relacionadas ao desenvolvimento da doença. 

Os oomicetos, agentes de uma variedade de doenças destrutivas em plantas, 

desenvolveram uma diversidade de estilos de vida infecciosa, podendo se adaptar a 

diferentes hospedeiros. As espécies do gênero Pythium atacam tecidos de plantas 

com imunidade comprometida, como mudas, frutas e plantas estressadas, sendo 

que P. insidiosum desenvolveu mecanismos de patogenicidade e se adaptou para 

causar doença em animais. Estes mecanismos dependem extensivamente de uma 

grande, rapidamente diversificada família de proteínas, incluindo toxinas, enzimas 

hidrolíticas e inibidores e proteínas efetoras (JIANG; TYLER, 2012).  

Em um estudo clínico e epidemiológico, em quatro propriedades rurais, no 

Pantanal Matogrossense, verificou-se que a incidência média anual de pitiose em 

bovinos e equinos foi de 0,22% e 12,5%, respectivamente (SANTOS et al., 2011a), 

mostrando que apenas alguns animais são contaminados. Além disso, até o 

momento, não foi possível reproduzir a enfermidade por meio de infecção 

experimental nas espécies que desenvolvem a doença natural, sendo o coelho o 

único modelo experimental para pitiose (MILLER; CAMPBELL, 1983a).  Estes 

achados corroboram com o fato de que nem todos os animais inoculados 
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desenvolvem a doença, sugerindo que talvez a pitiose se instale nos animais com 

algum comprometimento imunológico, como no caso das plantas. 

Muito do que se sabe sobre os mecanismos e evolução da virulência foi 

construído a partir do sequenciamento do genoma dos oomicetos nos últimos 10 

anos. A compreensão dos mecanismos moleculares e genéticos da virulência pode 

desvendar a notória capacidade deste patógeno de se adaptar e causar doença em 

animais, além de permitir o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento 

da doença (JIANG; TYLER, 2012). 

Em resumo, pode-se observar que a atividade aumentada da E-NTPDase e a 

atividade diminuída da E-ADA durante a pitiose levam à regulação da concentração 

do ATP e da adenosina no meio extracelular. Em conjunto, baixos níveis 

extracelulares de ATP poderiam ativar receptores P2Y, enquanto, altos níveis de 

adenosina poderiam ativar receptores A2A e/ou A2B e consequentemente 

desencadeariam uma resposta do tipo TH2, responsável pelos danos teciduais 

gerados na infecção. Já com a imunoterapia, pode-se observar uma inversão no 

comportamento das atividades enzimáticas, estimulando uma resposta do tipo TH1 

no hospedeiro. Os resultados reforçam a hipótese de Mendoza e Newton (2005) de 

que a mudança de uma resposta imune do tipo TH2 para um padrão de resposta TH1 

pode explicar as propriedades curativas da imunoterapia. Dessa forma, sugere-se a 

participação do sistema purinérgico na indução do tipo de resposta imune durante a 

pitiose e após a imunoterapia. 
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5 CONCLUSÕES 
 
 
 
 

1. Na pitiose observou-se um aumento na atividade da E-NTPDase em 

relação à hidrólise de ATP, além de uma atividade reduzida da E-ADA. 

Estas alterações enzimáticas favorecem uma resposta anti-inflamatória do 

tipo TH2. 

 

2. A imunoterapia induziu uma diminuição da atividade da E-NTPDase e 

aumento da atividade da E-ADA nos linfócitos dos coelhos com pitiose 

experimental. Esta inversão nas atividades das ecto-enzimas estaria 

contribuindo na alteração do tipo de resposta imune de TH2 para TH1, 

proporcionando a regressão da estrutura granulomatosa desenvolvida. 

 

3. A concentração baixa de ATP e os níveis elevados de adenosina 

observados no soro dos animais com pitiose experimental contribuem 

para um ambiente imunológico que favorece o crescimento das hifas do P. 

insidiosum. 

 

4. A confirmação da participação das ecto-enzimas na regulação da resposta 

imune e inflamatória durante a evolução clínica da pitiose e após a 

imunoterapia reforça a hipótese de que a pitiose está relacionada a uma 

resposta do tipo TH2 e que a imunoterapia é eficaz ao estimular uma 

resposta TH1. 
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7 ANEXOS 

Anexo A- Carta de Aprovação pelo Comitê de Ética 
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Anexo B- Fotos dos experimentos 

 
 

 
 

 
 

Coelhos inoculados com zoósporos de P. insidiosum.  

Lesão após 60 dias da inoculação. 
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Separação das células mononucleares de sangue periférico de coelhos inoculados 

com P. insidiosum através de gradiente de densidade. 

 
 

 

 
      

Células mononucleares periféricas com predomínio de linfócitos de coelhos com 
pitiose experimental. 
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