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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

SOROPREVALENCIA DA PITIOSE EQUINA NO RIO GRANDE DO
SUL, DIAGNOSTICO E CONTROLE DA PITIOSE EM MODELO
EXPERIMENTAL

Autor: Carla Weiblen
Orientador: Sénia de Avila Botton
Data da defesa: 13 de fevereiro de 2015.

A pitiose € uma doenca granulomatosa de humanos e animais, causada pelo oomiceto
aquatico Pythium insidiosum. A maior ocorréncia da enfermidade no Brasil é na espécie
equina, especialmente no Pantanal Mato-Grossense, porém no Rio Grande do Sul (RS)
observa-se um aumento dos casos da doenca. Todavia, ndo ha dados de soroprevaléncia da
pitiose no Brasil. O diagndstico precoce da enfermidade é fundamental para sucesso no
controle da pitiose. Atualmente, a imunoterapia com antigenos proteicos vem sendo estudada
como uma alternativa promissora de tratamento. A via intradérmica (ID) € uma opc¢éo a ser
avaliada tanto para um diagndstico precoce quanto para o tratamento da pitiose empregando
antigenos proteicos de P. insidiosum. Neste estudo investigou-se: a soroprevaléncia da pitiose
equina no estado do RS, bem como avaliou-se e comparou-se 0 uso de antigenos proteicos de
P. insidiosum pela via ID no diagndstico e controle da pitiose em modelo experimental. Para
determinar a soroprevaléncia da pitiose equina no RS foram utilizadas 1002 amostras de soro
equino avaliadas pelo método de ELISA indireto. Do total das amostras testadas, 11,07%
(111/1002) foram soropositivas para a pitiose equina. Para o diagndstico aplicou-se 0,1 mL
(1,7mg) de antigeno proteico pela via ID, em coelhos (Oryctolagus cuniculus) (n=15)
separados em trés grupos: controle negativo (n=5), com pitiose experimental (n=5) e animais
previamente imunizados com antigeno proteico (n=5). A fim de verificar e comparar a
aplicacdo do antigeno proteico pela via ID como opcdo de tratamento utilizaram-se dez
coelhos com pitiose. Cinco animais foram tratados com 0,1mL de antigeno proteico aplicado
via ID e outros cinco coelhos foram tratados pela via subcutanea (SC) com 2mL (34mg) do
antigeno. O teste ID foi capaz de detectar reacbes cutaneas em 24h e 72h nos animais
previamente expostos ao agente, demonstrando sensibilidade e especificidade comparaveis ao
teste padrdo de diagnostico da pitiose (ELISA indireto). No tratamento com antigeno proteico
pelas vias ID e SC, embora ndo tenha sido observada diferenca (P>0,05) no tamanho das
lesGes, a cura clinica em 40% dos coelhos de ambos o0s grupos demonstrou que a via ID pode
ser utilizada em protocolos terapéuticos da pitiose em modelo experimental, pois também
apresenta outras vantagens como menor concentracdo e volume de antigeno proteico para o
controle da pitiose. No entanto, sdo necessarias pesquisas para 0 emprego da via ID no
diagnostico e controle da pitiose nas espécies naturalmente acometidas.

Palavras-chave: P. insidiosum, sorologia, teste intradérmico, tratamento, O.cuniculus.
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Pythiosis is a granulomatous disease of humans and animals caused by an aquatic oomycete
named Pythium insidiosum. In Brazil, equine species is the most affected and the highest
occurrence of pythiosis is observed in Brazilian Pantanal. Nowadays, in Rio Grande do Sul
(RS), in South of Brazil, there has seen an increase in the number of equine pythiosis.
Nevertheless, there is no information about seroprevalence in Brazil. Early diagnosis is the
key to success in controlling this infection. Currently, immunotherapy with proteic antigens
has been studied as a promising alternative of treatment. The intradermal (ID) route to apply
proteic antigen is an option to be evaluated, for both early diagnosis and pythiosis treatment,
by using proteic antigens of P. insidioum. In this study it was investigated the seroprevalence
of equine pythiosis in the RS State and also it was evaluated and compared the use of proteic
antigens of P. insidiosum by the ID route in the diagnosis and control of pythiosis in an
experimental model (Oryctolagus cuniculus). To determine the prevalence of equine pythiosis
in RS it was used 1002 equine serum samples evaluated by indirect ELISA test. Of the total
samples tested, 11.1% (111/1002) were seropositive for equine pythiosis. For the diagnosis it
was applied 0.1mL (1.7mg) of proteic antigen by ID route in rabbits (O.cuniculus) (n = 15)
divided into three groups: negative control (n = 5), with experimental pythiosis (n = 5) and
animals previously immunized with the proteic antigen (n = 5). In order to verify and compare
the use of proteic antigen of P. insidiosum by ID as an option of treatment it was used ten
rabbits with pythiosis. Five rabbits with pythiosis were treated with 0.1mL proteic antigen
applied through ID and other five rabbits by subcutaneous (SC) route with 2mL (34mg) (n =
5). The ID test was able to detect cutaneous reactions in 24h and 72h in all animals exposed to
P. insidiosum, as well as it demonstrated sensitivity and specificity comparable with the
pattern of diagnosis of pythiosis (indirect ELISA). The treatment proteic antigen of P.
insidiosum, by ID and SC route, did not observed difference (P> 0.05) in the size of the
lesions. However, the clinical cure affect as 40% of rabbits in both groups. Thus, protein
antigen of P. insidiosum by ID may be used in therapeutic protocols of pythiosis in rabbits,
also this route as a protocol of pythiosis has other advantages such as lower protein
concentration and volume of antigen to control pythiosis. However, research is needed for
evaluation of ID route for diagnosis and control of pythiosis in naturally affected species.

Key words: P. insidiosum, serology, intradermal test, treatment, O. cuniculus.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta composta por dois manuscritos cientificos os quais se encontram
na secdo ARTIGOS (Itens 4 e 5). As secOes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e
Referéncias Bibliograficas, encontram-se no préprio artigo e representam a integra deste
estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertacéo,
apresentam interpretacbes e comentarios gerais sobre os artigos cientificos contidos nesta
pesquisa. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se as citacBes contidas nos
itens INTRODUGCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta dissertacao.



1 INTRODUCAO

A pitiose é uma enfermidade granulomatosa crénica, causada por Pythium insidiosum
um oomiceto aquatico que acomete o homem e os animais. P. insidiosum pertence ao Reino
Stramenopila, Classe Oomycota, Ordem Pythiales, Familia Pythiaceae (DE COCK et al.,
1987).

A pitiose € descrita em regides tropicais, subtropicais e temperadas, tendo sido
relatada nas Américas, Europa, Asia, Oceania e Africa (CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA
et al., 1996; GAASTRA et al., 2010; MOSBAH et al., 2012). No Brasil, o Pantanal Mato-
Grossense é o local de maior ocorréncia da pitiose equina (SANTOS et al., 2014). Contudo,
no Rio Grande do Sul (RS) observa-se um aumento no numero de casos de pitiose,
principalmente em equinos (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2014).

Até o presente momento os estudos referentes a ocorréncia da pitiose em equinos no
Brasil baseiam-se em aspectos epidemiologicos oriundos de estudos retrospectivos
(PIEREZAN et al., 2009; SOUZA et al., 2011, MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012) e
analises de casos clinicos diagnosticados em regides endémicas (LEAL et al., 2001a;
SANTOS et al.,, 2014). Destaca-se a grande importancia da realizacdo de pesquisas em
relacdo a soroprevaléncia da pitiose equina, pois afeta um importante setor do agronegécio
brasileiro.

Embora a pitiose seja comumente descrita em equinos, também ha relatos em caes e
humanos. Casos esporadicos ja foram descritos em bovinos (PEREZ et al., 2005; GRECCO et
al., 2009), asininos (TABOSA et al., 1999; ALVAREZ et al., 2013; SANTOS et al., 2014),
caprinos (CARMO et al., 2014), ovinos (TABOSA et al., 2004; SANTURIO et al., 2008;
PESSOA et al., 2013) e felinos (BISSONNETE et al., 1991; GROOTERS, 2003; RAKICH et
al., 2005). Adicionalmente, a pitiose é descrita em algumas espécies selvagens (GAASTRA et
al., 2010).

A reproducdo experimental da pitiose clinica somente é possivel em coelhos
(Oryctolagus cuniculus), pois ndo é possivel reproduzir a enfermidade nas espécies
naturalmente infectadas (GAASTRA et al., 2010). Portanto, coelhos séo os animais utilizados
como modelos experimentais utilizados para pesquisas relacionadas a fisiopatologia
(ZANETTE et al., 2013), imunologia (BACH et al., 2010), diagnostico (SANTURIO et al.,
2006a) e tratamento (SANTURIO et al., 2003).
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As técnicas utilizadas no diagnostico da pitiose incluem: técnicas microbioldgicas,
sorologicas e moleculares (GAASTRA et al., 2010; CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2013;
MENDOZA e VILELA, 2013; THORNTON e WILLS, 2013; TONDOLO et al., 2013).
Contudo, estas metodologias de diagndstico requerem uma estrutura laboratorial complexa e
pessoal especializado (CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2013)

Ainda ndo had um método especifico, sensivel e rapido para o diagndstico da pitiose a
campo. Todavia, Witkamp (1924) empregou um teste intradérmico para pitiose em equinos na
Indonésia. Posteriormente, Miller e Campbell (1982) utilizaram o teste intradérmico para
avaliar a imunidade celular frente a infeccdo por P. insidiosum em equinos na Australia.
Entretanto, ha necessidade de mais pesquisas em relacdo ao teste intradérmico com antigeno
proteico de P. insidiosum, uma vez que este teste pode ser uma alternativa precoce e com
aplicabilidade na rotina de diagndstico da pitiose a campo.

As alternativas terapéuticas empregadas para o controle da pitiose que apresentam
relativo sucesso no tratamento da enfermidade sdo: remocdo cirlrgica da area afetada,
quimioterapia e imunoterapia (GAASTRA et al., 2010). No entanto, ressalta-se a importancia
do diagnostico correto e precoce da enfermidade para sucesso no tratamento da pitiose. A
imunoterapia é uma eficaz alternativa para o tratamento da pitiose, uma vez que sao relatados
casos de cura em humanos (THYTITHANYANOT et al., 1998; WANASCHIWANAWIN et
al., 2004; KRAJAEJUN et al., 2006) e em animais (SANTURIO et al., 2003; SANTOS et al.,
2011a; PEREIRA et al., 2013).

Os protocolos terapéuticos instituidos para a realizacdo dos tratamentos com
imunoterapia para pitiose, especialmente em equinos e na infeccdo experimental em coelhos,
envolvem o uso de antigeno proteico na dose de 2mL pela via subcutanea (SC) (CHAFFIN et
al., 1995; SANTURIO et al., 2003; BACH et al., 2010; SANTOS et al., 2011a,b). A utilizagéo
de vias alternativas para tratamento com antigeno proteico foi relatada por Mendoza et al.
(2003) e Wanachiwanawin et al. (2004). No entanto, ainda sdo escassas as pesquisas
relacionadas ao antigeno proteico que utilizem vias e doses distintas da usualmente
empregada no tratamento da pitiose nas diversas espécies.

Portanto, diante do exposto, pesquisas relacionadas a epidemiologia da pitiose nas
diversas especies, especialmente na equina, sdo fundamentais para conhecimento da situagédo
epidemioldgica da enfermidade nas diversas regides do Brasil. Uma vez que o sucesso no
tratamento da pitiose requer diagnostico e intervencédo terapéutica precoce, ha necessidade do
desenvolvimento de pesquisas envolvendo uma alternativa de diagnostico répido e novas

metodologias e protocolos terapéuticos para o controle da pitiose.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a soroprevaléncia da pitiose equina no estado do Rio Grande do Sul, bem
como avaliar protocolos de diagndstico e de controle da pitiose em modelo experimental.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar a soroprevaléncia da pitiose equina no estado do RS;
- Avaliar o uso do antigeno proteico de P. insidiosum pela via intradérmica para o diagnostico

da pitiose em modelo experimental;
- Avaliar e comparar 0 uso do antigeno proteico de P. insidiosum pela via intradérmica e

subcutanea no controle das infecgdes por P. insidiosum no modelo experimental.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O agente Pythium insidiosum

Pythium insidiosum é um oomiceto aquatico e agente etiologico da pitiose. A
enfermidade foi descrita pela primeira vez em equinos na india recebendo diferentes
denominacdes até 1987 quando De Cock et al. (1987) caracterizaram o agente como P.
insidiosum.

Estudos filogenéticos demonstraram que oomicetos estdo filogeneticamente mais
proximos a diatoméceas e algas, do que a fungos verdadeiros (KWON-CHUNG, 1994). A
distancia taxonémica entre 0s oomicetos e os fungos esta retratada ao nivel celular através de
diferencas na parede e composicdo da membrana. A quitina, um componente essencial da
parede celular fungica, esta geralmente ausente na parede celular dos oomicetos, a qual
contétm como componentes predominantes celulose e B-glucanas (HENDRIX, 1964).
Também, os oomicetos e P. insidiosum diferem dos fungos quanto ao papel do ergosterol,
pois este ndo € o principal esteroide de membrana (MENDOZA e NEWTON, 2005).

Pythium spp. foi classificado por Mendoza et al. (1996) como pertencente ao reino
Cromista, filo Pseudofungi, classe Oomiceto, ordem Pythiales e familia Pythiaceae.
Posteriormente a essa classificacdo, Dick (2001) considerou P. insidiosum pertencente ao
reino Stramenopila, classe Peronosporomycetes (Oomiceto), ordem Pythiales e familia
Pythiaceae. No entanto, esta classificacdo ainda esta sujeita a altera¢des futuras visto que ndo
foi baseada na andlise de sequéncias de DNA (GAASTRA et al., 2010).

O género Pythium possui mais de 120 espécies distribuidas em todo planeta, sendo a
maioria delas habitantes do solo e patdgenos de plantas. A espécie P. insidiosum era a Unica
dentro desse género a causar doenca, denominada de pitiose, nos animais e humanos. No
entanto, Calvano et al. (2011) relatam o isolamento de P. aphanidermatum do ferimento de
um combatente de guerra causado por um explosivo. Esta constatagdo gerou duvidas em

relacdo as espécies capazes de causar pitiose.
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3.2 Epidemiologia e Patogenia

A pitiose ocorre, principalmente, em regides tropicais, subtropicais e temperadas,
tendo sido relatada nas Américas, alguns paises europeus, sudeste asiatico, Oceania e Africa
(CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996; GAASTRA et al., 2010; MOSBAH et al.,
2012).

P. insidiosum apresenta células nucleadas denominadas de zodsporos e apresentam
dois flagelos que manifestam quimiotaxia e encistam-se quando entram em contato com
qualquer tecido (GAASTRA et al., 2010). A fonte de infecgdo da pitiose sdo 0s zodsporos que
estdo presentes no meio ambiente, podendo infectar humanos e animais saudaveis. Uma vez
que 0s zodsporos entram em contato com os mamiferos ou com as plantas, estes encistam-se e
secretam uma glicoproteina que permite a aderéncia aos tecidos. O tropismo do agente esta
diretamente relacionado com a parte do corpo do animal que estda em contato com a agua
atraindo os zoo6sporos (DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1993).

Na pitiose ndo ha predisposicao por sexo, idade ou raca. A enfermidade é comumente
descrita em equinos, caninos e humanos. Alguns casos esporadicos ja foram descritos em
bovinos (PEREZ et al., 2005, GRECCO et al., 2009), asininos (TABOSA et al., 1999;
ALVAREZ et al., 2013; SANTOS et al., 2014), caprinos (CARMO et al., 2014), ovinos
(TABOSA et al.,, 2004; SANTURIO et al., 2008; PESSOA et al., 2013) e felinos
(BISSONNETE et al., 1991; GROOTERS, 2003; RAKICH et al., 2005).

O primeiro relato da enfermidade no Brasil ocorreu no RS (SANTOS e LONDERO,
1974). No entanto, a pitiose ja foi descrita em varios estados do Pais: Mato Grosso do Sul
(LEAL et al., 2001a), Mato Grosso, (SANTOS et al., 2011a), Parana (LUVIZARI et al.,
2002), Pernambuco e Bahia (CARRERA et al., 2013), Rio de Janeiro (SANAVRIA et al.,
2000), entre outros. O Pantanal Mato-Grossense é o local de maior ocorréncia da pitiose
equina no mundo (SANTOS et al., 2014). Contudo, também se observa o aumento no numero
de casos da enfermidade no RS, principalmente em equinos (MARCOLONGO-PEREIRA et
al., 2014).

Os trabalhos disponiveis sobre dados de prevaléncia e incidéncia da pitiose em
equinos até o presente momento baseiam-se nos aspectos epidemiologicos oriundos de
estudos retrospectivos (PIEREZAN et al., 2009; SOUZA et al., 2011, MARCOLONGO-
PEREIRA et al., 2012) e analises de casos clinicos diagnosticados em regides endémicas
(LEAL et al., 2001a; SANTOS et al., 2014). Embora ndo exista um levantamento preciso da

incidéncia no Brasil, a pitiose equina representa um problema a equideocultura, especialmente
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no Pantanal Mato-Grossense e no RS. Ao considerar que somente o Pantanal Mato-
Grossense, apresenta cerca de 120.000 equideos (IBGE, 2007), e utilizando os dados de
estimativa dos custos associados com a pitiose equina relativos ao ano de 2011, verificou-se
gue com uma incidéncia média anual da doenca de 12,5% (cerca de 15.000 animais)
encontrada para equideos por Santos (2012) no Pantanal, os custos de perda de equideos e de
tratamento dos animais, poderiam atingir aproximadamente R$ 15.500.000,00 e R$
420.000,00, respectivamente (MORAES et al., 2013).

3.3 Pitiose

A enfermidade é conhecida também pelos nomes hifomicose, zigomicose, dermatite
granular, “bursattee”, “Florida leeches”, granuloma ficomicotico, “swamp cancer” e “ferida
da moda” (GAASTRA et al., 2010; SANTOS et al., 2014).

A espécie equina é a mais acometida, principalmente nas formas cutanea e subcutanea
(MENDOZA et al., 1996). As lesdes cutaneas sdo as mais frequentes e atingem
principalmente as extremidades distais dos membros e porcdo ventral da parede téraco-
abdominal, provavelmente devido ao maior tempo de contato com aguas contaminadas com
zoosporos (MENDOZA et al., 1993; KWONCHUNG, 1994; SANTURIO et al., 2006b;
SANTOS et al., 2014). Os sinais clinicos caracterizam-se por lesdes ulcerativas,
granulomatosas, formando grandes massas teciduais (5 a 500 milimetros) (mm)), com bordas
irregulares, de aparéncia tumoral e com hifas recobertas por células necroticas, que formam
massas branco-amareladas semelhantes a corais, denominadas de “kunkers” (MENDOZA e
ALFARO, 1986; GAASTRA et al., 2010).

Em equinos também se destaca a forma intestinal, que se caracteriza por massas
teciduais localizadas na parede do intestino. A cdélica é um sinal clinico bastante frequente,
pois a presenca de massas teciduais causa a diminui¢do e obstrucdo do limen intestinal. A
ocorréncia de casos de metastases via sistema linfatico para pulmdes e linfonodos regionais €
rara e restringe-se a poucos casos (CHAFFIN et al., 1995; REIS et al., 2003).

Dentre as especies domésticas acometidas pela pitiose destacam-se os relatos em
caninos, sendo as formas cutaneas e gastrintestinais as mais frequentes (PEREIRA et al.,
2013). As lesbes gastrintestinais caracterizam-se pela formagdo de grandes massas nas
paredes do estbmago e intestino que sd&o compostas por inflamacdo granulomatosa e

piogranulomatosa com &reas de necrose, intenso infiltrado eosinofilico e presenca de hifas
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(MILLER et al., 1985; BENTINCK-SMITH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; TROST et
al., 2009). As lesdes cutaneas apresentam-se como dermatite piogranulomatosa ulcerativa,
contendo areas de necrose infiltrada por neutrofilos e macrofagos e granulomas eosinofilicos
(FOIL et al., 1984; DYKSTRA et al., 1999; MARTINS et al., 2012).

H& poucos relatos da pitiose nas demais espécies domésticas. No entanto, a
enfermidade foi relatada em: gatos (BISSONNETE et al.,, 1991; GROOTERS, 2003;
RAKICH et al., 2005), bovinos (PEREZ et al., 2005, GRECCO et al., 2009), asininos
(TABOSA et al., 1999; ALVAREZ et al., 2013; SANTOS et al., 2014), caprinos (CARMO et
al., 2014) e ovinos (TABOSA et al., 2004; SANTURIO et al., 2008; PESSOA et al., 2013).
Adicionalmente, a pitiose foi relatada em animais selvagens (GAASTRA et al., 2010).

A Tailandia € o local de maior ocorréncia da pitiose em humanos, sendo comumente
relacionada aos pacientes com talassemia (KRAJAEJUN et al., 2006). A enfermidade
apresenta-se em trés formas: lesdes granulomatosas no tecido subcutédneo de pacientes
talassémicos; na forma sistémica, caracterizada por desenvolvimento de arterite cronica,
trombose arterial e gangrena, atingindo geralmente a extremidade dos membros inferiores de
pacientes talassémicos; e ceratite; podendo ou ndo estar associada a talassemia
(IMWIDTHAYA, 1994; LAOHAPENSANG et al., 2009).

Da mesma forma que nos animais, 0os humanos se infectam através de solugBes de
continuidade na pele ao entrar em contato com zodsporos méveis. Atividades relacionadas a
agricultura, como por exemplo, plantio de mudas de arroz em areas irrigadas, ou atividades de
recreacdo em agua parada sdo os fatores predisponentes a infeccdo (KRAJAEJUN et al.,
2006).

Até o momento, ndo foi possivel reproduzir a enfermidade através de infec¢do
experimental nas espécies infectadas naturalmente. Desta forma, a infeccdo experimental é
realizada em coelhos, considerados os modelos animais para infec¢do experimental da pitiose.
A inoculagdo em coelhos consiste da aplicacdo subcutanea de zodsporos que formam nodulos
e posteriormente evoluem para fibrogranulomas eosinofilicos (MILLER e CAMPBELL,
1983).
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3.4 Diagndstico

O diagndstico da pitiose, tradicionalmente, é realizado através dos aspectos clinicos,
histopatoldgicos e pelo isolamento e identificacdo do agente através das caracteristicas da
cultura, morfologia e estruturas reprodutivas (zodsporos) (LEAL et al., 2001b; SANTURIO et
al., 2006b). Entretanto, por esses métodos o diagnostico precoce € dificil (CHAFFIN et al.,
1992; LEAL et al., 2001b).

Os metodos laboratoriais comumente empregados para diagnostico da pitiose
consistem de: imunohistoquimica (BROWN et al., 2008), imunodifusdo (MILLER e
CAMPBELL 1982; KAUFMAN et al., 1990), ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme
Linked Imunosorbent Assay) (MENDOZA et al., 1997) e, os métodos moleculares (BOTTON
etal., 2011).

A técnica de ELISA, primeiramente descrita por Mendoza et al. (1997), é capaz de
detectar infecgdes precoces ou subclinicas (MENDOZA et al., 1997). Atualmente, o ELISA é
considerado como prova padrao para diagnéstico sorolégico de pitiose. No teste desenvolvido
por Santurio et al. (2006a) se observa a sensibilidade e a especificidade de 97,72% e 90,27%,
respectivamente. O ELISA tem sido empregado como um método seguro e eficaz para o
diagnostico precoce em humanos e animais (VANITTANAKOM et al., 2004; SANTURIO et
al., 2006a).

Observa-se em equinos infectados com P. insidiosum anticorpos relacionados com a
resposta imune ligada a células T helper 2 (Th2) (MENDOZA et al., 2003). A resposta
oriunda deste estimulo ndo desencadeia anticorpos protetivos, no entanto, estes sdo muito
Uteis para o diagnostico soroldgico da enfermidade (GAASTRA et al., 2010).

Até o presente momento, ndo existe um método especifico, sensivel e rapido para a
pitiose a campo. Witkamp (1924) empregou um teste intradérmico para pitiose em equinos na
Indonésia. Posteriormente, Miller e Campbell (1982) utilizaram o teste intradérmico para
avaliar a imunidade celular frente a infeccdo por P. insidiosum em equinos clinicamente
infectados, recuperados e em contato com outros animais infectados em areas endémicas do
norte da Australia. Estes autores apontaram como vantagens do teste intradérmico: a rapidez,
sensibilidade e reprodutibilidade.

Destaca-se ainda como vantagem o fato do teste intradérmico ser bom meétodo para
avaliacdo da resposta celular in vivo (MILLER e CAMPBELL, 1982). Tendo em vista que 0
sucesso terapéutico da infeccdo estd correlacionado diretamente ao diagndstico precoce da
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infeccdo, destaca-se a importancia de estabelecer uma alternativa para o diagnostico rapido da

pitiose a campo.

3.5 Controle da pitiose

As medidas de controle da pitiose baseiam-se em alternativas terapéuticas, uma vez
gue ndo existem medidas imunoprofilaticas para a prevencdo da enfermidade. As alternativas
terapéuticas que apresentam relativo sucesso no tratamento da enfermidade s&o: remogéo
cirirgica da area afetada, quimioterapia e imunoterapia (GAASTRA et al., 2010).

O tratamento cirurgico é o procedimento comumente adotado e apresenta bons
resultados em lesdes pequenas e superficiais. No entanto, a intervencdo cirdrgica requer a
retirada de toda area afetada, com margem de seguranca para evitar as recidivas. (SANTURIO
et al., 2006b).

A terapia quimica utilizada para o tratamento da pitiose em animais e humanos é
limitado quando utilizado isoladamente, devido as caracteristicas do agente anteriormente
descritas (Item 2.1), e principalmente pela auséncia de ergosterol na membrana plasmatica,
componente alvo da maioria dos antifungicos. Com isso o0s agentes antifingicos
comercialmente disponiveis apresentam baixa eficiéncia e a maioria dos animais acometidos
pela enfermidade ndo sobrevivem a infeccdo (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Em
humanos, um caso na forma ocular e outro na forma de pleuropericardite foi tratado com
sucesso utilizando-se uma combinacdo de antifungicos (SHENEP et al., 1998; HEATH et al.,
2002). No entanto, combinagdes de antifingicos também foram descritas como ineficazes no
tratamento da forma vascular e disseminada em humanos (KRAJAEJUN et al., 2006).

Em animais a quimioterapia é realizada principalmente com os antifingicos:
anfotericina B, cetoconazole, miconazole, fluconazole e itraconazole, alem dos compostos
iodinicos como iodeto de potéssio e sodio no local da lesdo (SANTURIO et al., 2006b). A
anfotericina B também foi utilizada localmente na lesdo de equinos tratados (DORIA et al.,
2012). O tratamento com caspofungina, um farmaco de custo elevado, reduziu
significativamente o tamanho das lesdes de coelhos infectados experimentalmente (PEREIRA
et al., 2007).

Jesus et al. (2014) avaliaram a combinacao in vitro de antifingicos com os antibiéticos
claritromicina, minociclina e tigeciclina e concluiram que estas associa¢cdes podem ser uma

alternativa ao tratamento da pitiose, pois resultam em interacdes sinérgicas. Miller (1981)
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desenvolveu um imunoterdpico a partir de culturas do proprio agente contendo hifas
sonicadas, no entanto, uma nova metodologia foi utilizada para aprimorar o imunoterapico
existente.

No Brasil, o imunoterapico desenvolvido por Santurio et al. (2003), para o tratamento
da pitiose equina, incluiram na metodologia anteriormente descrita por Miller (1981), a
liofilizacdo do imunoterapico que possibilitou uma maior validade do produto e também a
liberacdo gradual de antigenos a partir de massa micelial macerada. Monteiro (1999) realizou
um teste de eficiéncia deste imunotorapico produzido no Brasil, o qual demonstrou indice de
cura de 50 a 83,3% entre 0s grupos tratados com a imunoterapia.

A imunoterapia foi utilizada pela primeira vez com sucesso em um menino da
Tailandia que apresentava a forma vascular da enfermidade. Neste caso, a cirurgia e a terapia
quimica ndo foram eficazes na cura do paciente, assim iniciou-se a imunoterapia e ap6s um
ano utilizando o imunoterapico o paciente obteve cura (THYTITHANYANOT et al., 1998).
Wanaschiwanawin et al. (2004) utilizaram a imunoterapia em pacientes humanos e 50%
destes responderam positivamente ao tratamento imunoterapéutico.

No Brasil a imunoterapia vem sendo amplamente utilizada no tratamento da pitiose em
equinos e seu mecanismo de acdo contra P. insidiosum baseia-se na alteracdo da resposta
imune do hospedeiro, pois esta expBe os antigenos de P. insidiosum de forma distinta as
células apresentadoras de antigenos, induzindo a diferenciacdo de células ThO em células Thl
que liberam INF-y e IL-2, ampliando a resposta mediada por células, e ativando células T
citotoxicas capazes de combater a infeccdo (MENDOZA et al., 2003).

Contudo, existem casos ndo responsivos a imunoterapia. Acredita-se que alguns
animais ndo respondem aos antigenos presentes no imunoterapico devido a particularidades
individuais até o presente momento desconhecidas. Ainda, fatores como o tempo de lesdo e
idade do individuo contribuem para o prognostico reservado a desfavoravel (MENDOZA e
NEWTON, 2005).

O diagnostico precoce da enfermidade esta diretamente relacionado ao sucesso da
terapia (MENDOZA e NEWTON, 2005). Portanto, pesquisas que envolvam o aprimoramento
das técnicas diagndsticas e alternativas terapéuticas existentes, bem como novos farmacos sdo

imprescindiveis para o controle da pitiose (GAASTRA et al., 2010).
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RESUMO

Um levantamento soroepidemioldgico foi realizado através do teste de ELISA indireto
para determinar a soroprevaléncia da pitiose equina no estado do Rio Grande do Sul (RS). As
amostras utilizadas eram provenientes do cadastro das propriedades do Servico Veterinario
Oficial (SVO), da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Agronegécio do RS (SEAPA-RS)
coletadas para o inquérito da anemia infecciosa equina de 2014. As coletas foram realizadas
durante os meses de setembro e outubro de 2013, abrangendo as sete mesorregides
geograficas do RS, e totalizaram 1002 amostras de soro. Do total das amostras testadas,

11,07% (111/1002) foram soropositivas para a pitiose equina. Constatou-se o risco relativo
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(RR) da presenca de anticorpos anti-Pythium insidiosum nas regides Sudeste 11,17 (ICgs0,
4,65-26,8), metropolitana de Porto Alegre 4,62 (ICgsy, 1,70-12,55), Sudoeste 11,17 (ICgso,
4,65-26,8) e Noroeste 3,72 (ICgs0, 1,52-9,09). Observou-se a maior soroprevaléncia 69,1%
em fémeas com RR de 1,59 (ICgs9, 1,11-2,27). Quanto a presenca de acgudes, evidenciou-se
soropositividade em 74,4% das propriedade apresentando fator de risco de 2,13 (ICgs0,1,16-
3,91) em comparacdo com propriedades sem acude. Em propriedades com assisténcia
veterinaria foi verificada a frequéncia de 72,7% e RR de 3,04 (ICgsy 1,85- 4,98). Diante da
relevancia da pitiose em rebanhos equinos, destaca-se a presenca de anticorpos anti-P.
insidiosum em equinos no estado do RS.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, anticorpo, ocorréncia, equinos.

ABSTRACT

An epidemiological survey was carried out by performing an ELISA test to determine
the seroprevalence of equine pythiosis in Rio Grande do Sul (RS) state, Brazil. The
serological study covered seven geographical regions of RS, classified according to the IBGE.
The samples were obtained from Servico Veterinario Oficial (SVO) linked to Secretaria da
Agricultura, Pecuaria e Agronegécio do RS (SEAPA-RS) collected to proceed the
investigation of equine infectious anemia in 2014. Samples were collected during the months
of September and October of 2013, covering the seven geographical regions of RS, and
totalized 1002 serum samples. The prevalence for equine pythiosis in RS was 11.07%
(111/1002). The relative risk (RR) of the presence of antibodies anti-Pythium insidiosum was
significantly in the regions Southeast 11.17 (ICgs9, 4.65 to 26.8), metropolitan of Porto Alegre
4.62 (ICgs9, 1.70 12.55), Southwest 11.17 (ICgs9, 4.65 to 26.8) and Northwestern 3.72 (ICgso,
1.52 to 9.09). The highest prevalence (69.1%) was observed in females with RR of 1.59

(ICgs0, 1.11 to 2.27). When the presence of ponds was evaluated, the seropositivity was
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evident in 74.4%, presenting a risk factor of 2.13 (ICgs9, 1.16 to 3.91) compared to properties
without ponds. In properties with veterinary care, the frequency of 72.7% and RR of 3.04
(ICgs0,, 1.85- 4.98) of seropositivity were observed Given the importance of pythiosis in horse
herds, this study highlights the presence of anti-P. insidiosum antibodies in horses in the state
of RS.

Key words: Pythium insidiosum, antibody, occurrence, horses.

INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América Latina e o terceiro mundial
(MAPA, 2014). No estado do Rio Grande do Sul (RS) a populacdo equina esta estimada em
468.691 cabecas (IBGE, 2014). Os equinos geram mais de R$ 7,3 bilhdes em atividade
econbmica anualmente. A industria de equinos no Brasil e RS é uma importante atividade
agricola que combina negdcios, esporte e lazer em um programa de impacto econémico
envolvendo milhdes de pessoas (ALMEIDA & SILVA, 2010). O conhecimento das
enfermidades que ocorrem na espécie equina é fundamental para a determinacdo de sua
importancia econdmica e o estabelecimento de medidas de controle (MARCOLONGO-
PEREIRA et al., 2014).

A pitiose é uma enfermidade granulomatosa crénica causada pelo oomiceto aquatico
Pythium insidiosum que acomete o homem e animais domésticos e silvestres. Dentre as
espécies mais acometidas esta a equina. A doenca possui distribuicdo mundial, ocorrendo em
regides de clima tropical e subtropical (MENDOZA et al., 1996). No Brasil destacam-se as
regidbes do Pantanal Mato-Grossense (LEAL et al., 2001; SANTOS et al.,, 2014) e RS
(MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012) como endémicas para a pitiose equina.

No Brasil tem-se verificado um aumento de casos de pitiose clinica em animais de

producdo, especialmente na espécie equina (LEAL et al., 2001; SALLIS et al., 2003,
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MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2014). Aliado a isso, pesquisas
referentes a prevaléncia e a incidéncia da pitiose equina ainda sdo escassas (LEAL et al.,
2001; SALLIS et al., 2003; MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012). As técnicas
soroldgicas, como os testes imunoenzimaticos (ELISA), apresentam a melhor alternativa para
realizacéo de levantamentos sorologicos, pois apresentam além da rapidez, boa sensibilidade e
especificidade e baixo custo (MENDOZA et al., 1997; GROOTERS et al., 2002; SANTURIO
et al., 2006). Contudo, os trabalhos disponiveis baseiam-se nos aspectos epidemioldgicos
oriundos de estudos retrospectivos (PIEREZAN et al.,, 2009; SOUZA et al.,, 2011,
MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012) e andlises de casos clinicos diagnosticados em
regides endémicas (LEAL et al., 2001; SANTOS et al., 2014). Portanto, diante do exposto, 0

objetivo do presente trabalho foi avaliar a soroprevaléncia da pitiose equina no estado do RS.

MATERIAL E METODOS

O levantamento soroepidemioldgico abrangeu as sete mesorregides geograficas do
estado do RS, classificadas de acordo com o IBGE. O Estado foi dividido em sete estratos
(coincidindo com as sete mesorregides do RS), divisdo atribuida as analises realizadas
previamente com relacdo a movimentacdo dos equideos (majoritariamente intramesorregiao),
as aptidOes para as quais 0s equideos sdo utilizados no RS (diferentes nas mesorregides), ao
estoque animal (marcadamente diferentes nas mesorregides), além das diferencas
agroecoldgicas nas mesorregides (Figura 1A).

As amostras de soro equino utilizadas neste estudo foram provenientes do Servigo
Veterinario Oficial (SVO), da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Agronegocio do Rio
Grande do Sul (SEAPA-RS), coletadas para o inquerito da anemia infecciosa equina (AIE) de
2014. O tipo de amostra foi definido em dois estagios. No primeiro, foi sorteado

aleatoriamente um ndmero pré-determinado de propriedades que atendessem aos pré-
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requisitos da populacdo alvo do estudo (presenca de pelo menos um equideo acima de seis
meses de idade). No segundo estagio foi sorteado, de forma sistematica, um numero pré-
estabelecido de equideos acima de seis meses de idade. O célculo do tamanho da amostra de
propriedades foi determinado de acordo com THRUSFIELD (2007) e realizado no Ausvet
(SERGEANT, 2013). Os parametros amostrais foram definidos a partir do numero de
propriedades que possuiam pelo menos um equideo acima de seis meses de idade (n=103.180)
cadastradas no Sistema de Defesa Agropecuéaria (SDA) do RS. Para o célculo da amostra,
tendo como unidade amostral a propriedade rural, assumiu-se um nivel de confianca de 95% e
uma precisdo absoluta de 5%. Com base nos parametros descritos, 0 nimero de amostras
definido foi 338 propriedades amostradas de forma proporcional ao nimero de propriedades
cadastradas em cada mesorregido do RS. Para o segundo estagio, uma prevaléncia
intrarrebanho de 25% foi assumida a priori, com isso simulou-se cenarios com diferentes
sensibilidade e especificidade até se chegar a 100%. Como resultado, em propriedades com
menos de 10 animais, todos os animais foram amostrados; em propriedades com mais de 10,
foram sistematicamente coletados 10 animais. As amostras foram obtidas durante os meses de
setembro e outubro de 2013 e totalizaram 1002 soros, sendo 596 oriundos de fémeas e 406 de
machos.

Para 0 ELISA indireto empregou-se a metodologia descrita por SANTURIO et al.
(2006). Cada amostra foi testada em triplicata e amostras controle positivo e negativo
oriundas de animais soropositivos e negativos previamente testados foram empregadas em
todos os testes realizados. O ponto de corte estabelecido foi baseado no valor da média da
densidade optica adicionado trés vezes o desvio padrdo das amostras negativas, com nivel de
confianca de 99,8%. As amostras com titulo acima do ponto de corte foram consideradas

positivas para pitiose equina.
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Os dados gerados do teste de ELISA indireto foram registrados e analisados no
software estatistico R, versdo 2.15.1. Foram realizadas a tabulagdo cruzada e a estatistica
descritiva. As variaveis foram primeiro rastreadas com base nos resultados das variaveis
resposta do teste de ELISA (positivo ou negativo) e as variaveis com grandes quantidades de
dados em falta (> 10%) e variabilidade limitado (< 20%) nédo foram incluidos na analise. As
demais variaveis foram inseridas individualmente em um modelo de regressdo logistica
univariada quando P <0,05, sendo construidos dois modelos, um para nivel animal onde a
varidvel resposta foi a presenca ou auséncia de anticorpos anti- P. insidiosum nos 1002
equinos, e outro para nivel de rebanho onde a varidvel resposta foi a presenca de um animal
positivo para P. insidiosum (338 propriedades). A prevaléncia de anticorpos anti-P.
insidiosum a nivel animal foi calculada com nivel de confianca de 95% utilizando uma
distribuicdo binomial exata (CLOPPER & PEARSON, 1934) As analises estatisticas
descritivas foram realizadas através dos programas Microsoft Office Excel®, @risk® e R
v.2.15.2 (R development Core Team, 2012), e as analises espaciais, utilizando o programa

ArcGis® 10.

RESULTADOS

Do total das amostras de soros equinos testados, 11,07% (ICgsy, 9,23-13,22) foram
soropositivas para a pitiose equina no RS. Neste estudo foi constatada a presenca de
anticorpos anti-P. insidiosum nas regides sudeste, metropolitana de Porto Alegre, sudoeste e
noroeste (Tabela 1, Figura 1B). Para a analise de regressdo logistica a nivel animal foi
indentificada maior probabilidade de infec¢do por P. insidiosum em fémeas com RR de 1,59
(ICgs59, 1,11-2,27) em comparagdo com machos. Quanto a analise a nivel rebanhos, avaliou-se
a presenca de fontes de dgua (acudes, lagos, rios e riachos), evidenciam-se como fator de risco

a presenca de acudes com RR de 2,13 (ICgs9 1,16-3,91) em comparacdo com propriedades
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sem acude. Além disso, foi evidenciada a relacdo de anticorpos anti-P. insidiosum em
propriedades com assisténcia veterinaria, com RR de 3,04 (ICgs, 1,85- 4,98).

Em relacdo ao nivel animal e a propriedade também foram avaliados: idade, raca,
pelagem do animal, area total da propriedade e finalidade da criacdo dos equinos (trabalho ou
esporte). No entanto, estas varidveis nao foram significativas (P>0,05) (dados nao

apresentados).

DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel verificar uma soroprevaléncia da pitiose de 11,07% em
rebanhos equinos no RS. Ressalta-se que esta pesquisa foi pautada em um delineamento
amostral para a AIE a partir do numero de equinos cadastrados no SVO do RS, sendo
representativa do numero de animais presentes no rebanho equino do estado, em cada
mesorregido avaliada. Por este motivo, informac6es epidemioldgicas referentes a pitiose, tais
como presenca de lesdes cutdneas nos animais, utilizacdo de possiveis alternativas para
tratamento e indice de cura ndo foram coletados.

A pitiose é uma enfermidade importante do ponto de vista sanitario e econémico as
criacBes de equinos. O RS é uma regido considerada endémica para a pitiose equina no Brasil,
sendo a mesma diagnosticada principalmente nas regides central e sul do RS.
MARCOLONGO-PEREIRA et al. (2012) indicaram que em amostras de enfermidades de
pele de equinos da regido sul do RS, 14,5% foram diagnosticadas como pitiose. PIEREZAN
et al. (2009) realizaram uma analise retrospectiva entre 1968 e 2007 de necropsias de equinos
da regido central do RS, no qual constataram que 3,58% estavam associadas ao oomiceto P.
insidiosum. Na mesma regido, entre 1999 e 2009, a pitiose equina representou 8,3% dos casos

de tumores cutaneos diagnosticados em equinos (SOUZA et al., 2011). No presente trabalho
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evidenciou-se um perfil sorolégico da pitiose nas mesorregides sudeste, Porto Alegre,
sudoeste e noroeste do RS (Figura 1B).

A técnica sorologica empregada nesta pesquisa foi 0 ELISA indireto, considerado um
método sensivel e especifico, utilizado para deteccdo de pitiose em humanos e em diversas
espécies animais (MENDOZA et al., 1997; GROOTERS et al., 2002; VANITTANAKOM et
al., 2004; PEREZ et al., 2005; SANTURIO et al., 2006). CHAREONSIRISUTHIGUL et al.
(2013) realizaram um estudo comparativo entre as técnicas ELISA, imunodifusdo,
imunocromatografia e hemaglutinacdo, no qual concluiram que independentemente do tipo de
antigeno utilizado, o ELISA demonstrou ser a técnica com melhor performance de
diagnostico. Adicionalmente, o teste de ELISA indireto para o diagndstico da pitiose em
equinos desenvolvido por SANTURIO et al. (2006) demonstrou uma sensibilidade de 97,72%
e especificidade de 90,27%.

Nesta pesquisa constatou-se diferenca significativa entre o sexo dos equinos, na qual
as fémeas apresentaram maior resposta soroldgica de anticorpos anti-P. insidiosum. Ainda
que o numero de fémeas tenha sido maior no estudo, maior prevaléncia em fémeas também
foi constatada por LEAL et al. (2001) e SANTOS et al. (2014) no Pantanal Mato-Grossense e
por MOSBAH et al. (2012) no Egito.

O ciclo do oomiceto causador da pitiose esta intimamente relacionado a presenca de
agua e gramineas. Nas propriedades com a presenca de acudes evidenciou-se a maior
frequéncia de animais soropositivos a pitiose. Outros autores também associaram a presenca
de 4gua com a doenca (CHAFFIN et al., 1995; MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012;
SANTOS et al., 2014).

Outro fato relevante foi a associacdo da presenca de anticorpos anti-P. insidiosum
com a assisténcia veterinaria as propriedades. Isto pode estar relacionado com o tratamento

imunoterapéutico, visto que o ELISA nédo diferencia animais enfermos dos recentemente
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inoculados com o antigeno. Em relacdo a imunidade humoral para a enfermidade, constata-se
que € bastante sensivel e especifica. Entretanto, no presente estudo observou-se uma diferenca
na magnitude da resposta humoral, visto que os titulos de anticorpos evidenciados no ELISA
foram, em sua maioria, baixos (dados ndo apresentados). Geralmente, evidenciam-se titulos
altos de anticorpos anti-P. insidiosum em animais enfermos e recentemente vacinados
(SANTOS et al., 2011). Desta forma, sugere-se que a grande parte dos rebanhos equinos
avaliados apresentou resposta humoral posterior a cura ou ainda possa ser decorrente do
resultado do estimulo antigénico oriundo da presenca do agente no meio ambiente. Acredita-
se que a maior parte dos mamiferos seja resistente a infeccdo por P. insidiosum, sendo que
somente alguns acabam por desenvolver a doenca, possivelmente por falha no

reconhecimento inicial do antigeno (MENDOZA & VILELA, 2013; ZANETTE et al., 2013).

CONCLUSAO

Diante da importancia sociecondmica da equinocultura no Brasil, destaca-se a
presenca de anticorpos anti-P. insidiosum em equinos no RS nas mesorregides sudeste, Porto
Alegre, sudoeste e noroeste. A soroprevaléncia da pitiose no RS indica que o agente esta
presente nas diferentes regides do estado e alerta para o diagndéstico clinico e tratamento
precoces da pitiose equina. Ressalta-se que ha necessidade de outros estudos envolvendo a
epidemiologia e soroprevaléncia da doenga em numeros representativos de rebanhos equinos

no Brasil.
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Tabela 1 - Varidveis analisadas para a pitiose no estado do Rio Grande do Sul.
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Variavel Frequéncia (%) Valorde P RR? (1C° 95%)
ou mediana
Animais (n=1002)

Sexo
Fémea 69,1 0,031 1,59 (1,11-2,27)
Macho 30,9 - -

Idade 9 0,6 1(0,98-1,03)

Propriedade (n=338)

Mesorregido
Centro ocidental 2,96 - -
Centro oriental 4,46 0,51 1,56 (0,50-4,79)
Nordeste 3,66 0,74 1.28 (0,35-4,58)
Noroeste 9,48 0,036 3,50(1,31-9,34)
Porto Alegre 12,04 0,012 4,62(1,70-12,55)
Sudeste 25,39 <0,001 11,17(4,65-26,8)
Sudoeste 10,32 0,016 3,72(1,52-9,09)

Assisténcia Veterinaria
Presente 51,8 <0,001 3,04 (1,85- 4,98)
Ausente 48,2 -

Acudes
Presente 74,8 0,03 2,13 (1,16-3,91)
Ausente 25,2 -

Desvio padréo.’Risco relativo.’Intervalo de confianca (0,05).
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Figura 1 - A: Frequéncia das amostras coletadas de rebanhos de equinos amostrados nas
mesorregides do Rio Grande do Sul. As porcentagens indicam 0 nimero de amostras de soro
equino obtidas de cada mesorregido. B: Soroprevaléncia da pitiose equina nas mesorregioes
do Rio Grande do Sul. No mapa € possivel identificar a frequéncia relativa de anticorpos anti-
P. insidiosum nos rebanhos de equinos amostrados em cada mesorregido. Entre parénteses
estdo demonstradas o numero absoluto de amostras positivas em relacdo ao nimero total de

amostras coletadas em cada mesorregiéo.
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Uso intradérmico de antigeno proteico de Pythium insidiosum para diagnostico e

controle da pitiose em modelo experimental

Intradermal use of a proteic antigen of Pythium insidiosum for diagnosis and control of

pythiosis in experimental model
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Santos
RESUMO
O diagnostico precoce da pitiose determina o sucesso do tratamento. Contudo, as técnicas de
diagnostico apresentam limitacGes, incluindo estrutura laboratorial e pessoal especializado. O
uso de antigenos proteicos é uma alternativa terapéutica promissora. Nesta pesquisa avaliou-
se a aplicagdo intradérmica de antigenos proteicos de Pythium insidiosum para o diagnostico
e controle da pitiose em coelhos. Aplicou-se 0,1mL(1,7mg) do antigeno proteico pela via
intradérmica (ID), para diagnostico da pitiose, em coelhos (n=15) nos seguintes grupos:

controle negativo (n=5), com pitiose experimental (n=5) e animais imunizados com antigeno
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proteico (n=5). Cinco coelhos com pitiose foram tratados com 0,1mL do antigeno proteico,
aplicado via ID, e cinco coelhos tratados via subcutanea (SC) com 2mL (34mg) do antigeno.
As leituras das reacdes cutdaneas mostraram-se diferentes as 24h(P<0,01) e 72h(P<0,01)
guando comparadas ao grupo controle. O teste intradérmico apresentou 100% de sensibilidade
as 24h e 80% as 72h e especificidade de 100% em ambas as leituras. No tratamento com
antigeno proteico de P. insidiosum pelas vias ID e SC, ndo foi observada diferenca (P>0,05)
no tamanho das les6es. Contudo, houve regressdo total das lesbes em 40% dos coelhos de
ambos 0s grupos. Isto indica que o antigeno proteico via ID pode ser utilizado em protocolos
terapéuticos da pitiose em coelhos, apresentando como vantagens a rapidez, menor
concentracdo e volume de antigeno. Neste estudo, demonstra-se a aplicabilidade do antigeno
proteico de P. insidiosum via ID tanto para o diagnostico quanto para o tratamento da pitiose
em modelo experimental. No entanto, novos estudos sdo requeridos para averiguar 0 UsoO
destes protocolos em animais naturalmente infectados por P.insidiosum.

Palavras-chave: Pitiose, coelhos, via intradérmica, diagndstico, tratamento.

ABSTRACT

The early diagnosis determines the success of pythiosis’ treatment. However, diagnostic
methods have limitations, including specialized laboratory and personnel. The use of protein
antigens is a promising therapeutic alternative. The aim of this study it was to evaluate the
intradermal injection of protein antigens of P. insidiosum (PAPi) for the diagnosis and
control of pythiosis in rabbits. PAPi were applied (1.7mg) by intradermal route (ID)(0.1mL)
in rabbits (n = 15) in the following groups: negative control (n = 5), pythiosis experimental (n
= 5), animals immunized with PAPi (n = 5). Five rabbits with pythiosis were treated with
0.1mL of PAPI, administered through ID and five rabbits were treated subcutaneously (SC)

(2mL; 34mg) of PAPI. Cutaneous reactions readings were different to 24h (P <0.01) and 72h
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(P <0.01) when compared to the control group. Intradermal testing showed 100% sensitivity
at 24h and 80% at 72h, and 100% specificity in both readings. Treatment with PAPI in both,
ID and SC, did not demonstrated difference (P> 0.05) in the size of the lesions. However, the
total regression of lesions was in 40% of rabbits in both groups. Thus, PAPi by ID may be
used in therapeutic protocols of pythiosis in rabbits. Additionally, advantages of ID including:
quickness, lower concentration, and volume of PAPi. This study demonstrates the
applicability of PAPi by ID for diagnosis and treatment of pythiosis in the experimental
model. Moreover, further studies are required to establish these protocols in P. insidiosum
natural hosts.

Key words: Pythiosis, rabbits, intradermal route, diagnosis, treatment.

INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um oomiceto aquatico pertencente ao reino Straminipila, agente
causador da pitiose, uma importante enfermidade de carater granulomatoso que acomete
humanos e animais, especialmente equinos (DE COCK et al., 1987; SANTOS et al., 2014).

Tradicionalmente, o diagndstico da pitiose baseia-se em aspectos clinicos,
histopatoldgicos, isolamento e identificacdo do agente. No entanto, estes métodos apresentam
limitacbes sendo necessario o emprego de outras técnicas com melhor sensibilidade e
especificidade (GAASTRA et al., 2010). Neste sentido, os métodos moleculares e sorolégicos
sdo alternativas para um diagndstico correto e precoce da enfermidade (MENDOZA et al.,
1996; CHAREONSIRISUTHIGUL et al.,, 2013). Contudo, estes métodos exigem uma
estrutura laboratorial complexa e pessoal especializado (CHAREONSIRISUTHIGUL et al.,
2013). Estes fatores dificultam o sucesso no tratamento, o qual requer diagnostico e

intervencao terapéutica precoces (SUDJARITRUK & SIRISANTHANA, 2011).
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As alternativas terapéuticas que apresentam maiores chances de sucesso para 0
controle da pitiose consistem na associacdo das opgfes que incluem: remocdo cirlrgica,
drogas antimicrobianas e imunoterapia (GAASTRA et al., 2010). Os antigenos proteicos
presentes na imunoterapia vém sendo utilizados principalmente no tratamento da enfermidade
em equinos, uma vez que desencadeiam uma mudanca na resposta imune do hospedeiro e
apresentam indices de cura entre 50% a 83% (SANTURIO et al., 2010).

O desenvolvimento de uma ferramenta de diagndstico rapida que associe
sensibilidade, especificidade e aplicabilidade a campo sdo desejaveis para o controle da
pitiose. O presente trabalho objetivou avaliar o uso intradérmico de antigenos proteicos de P.

insidiosum para o diagnostico e controle da pitiose em modelo experimental.

MATERIAL E METODOS

O antigeno proteico foi preparado segundo SANTURIO et al. (2003). Resumidamente,
P. insidiosum foi cultivado em 150mL de caldo Sabouraud e incubado a 37°C, sob rotagéo de
130 rpm durante 8 dias. Apds o crescimento, as hifas foram coletadas e submetidas a um
processo de maceracdo para liberacdo das proteinas. Posteriormente, utilizou-se éter para a
precipitacdo das mesmas. As amostras foram aliquotadas, quantificadas, liofilizadas e
mantidas em temperatura ambiente até o uso.

No experimento 1 a fim de verificar o uso de antigenos proteicos de P. insidiosum
pela via intradérmica (ID) como protocolo de diagnostico, utilizou-se 15 coelhos sadios, da
raca Nova Zelandia, machos e fémeas, de 3 meses de idade. Os animais foram aleatoriamente
distribuidos em trés grupos (n=5), sendo: grupo 1: controle negativo (ndo inoculados com
z0o0sporos), grupo 2: imunizados com o antigeno proteico e ndo inoculados com zoosporos, e
grupo 3: inoculados com zodsporos a fim de produzir a infecgcdo experimental. Os animais do

grupo 2 foram previamente imunizados com 2mL (34mg) do antigeno proteico, via SC, com
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duas aplicacdes no intervalo de 14 dias, antes do inicio do teste intradérmico. A inducdo da
zoosporogénese para inoculagdo dos animais dos grupos 3 seguiu a metodologia descrita por
PEREIRA et al. (2008). Os animais foram inoculados com 1mL de meio de inducdo contendo
aproximadamente 20.000 zodsporos viaveis de P. insidiosum, cepa CBS 101555. A
inoculacdo foi realizada por via subcutanea (SC) no lado direito da regido costal da parede
toracica. Apds o desenvolvimento das lesbes de pitiose do grupo 3 (28 dias), procedeu-se a
realizacdo do teste intradérmico com o antigeno proteico de P. insidiosum. Para tal, os
animais dos grupos 1, 2 e 3 foram previamente tricotomizados na regido costal da parede
toracica no lado esquerdo e aplicou- se intradermicamente 0,1mL (1,7mg) de antigeno
proteico, ressuspenso em 2mL de agua destilada estéril. As reacdes cutaneas foram avaliadas
em 24h e 72h. A leitura do didametro da reacdo produzida no local da aplicacédo ID foi medida
com o auxilio de um paquimetro e ambas as leituras foram realizadas pelo mesmo avaliador.
A interpretacdo das reacOes intradérmicas foi realizada através da diferenca da leitura da
reacdo cutdnea dos animais que receberam o antigeno proteico via ID em relacdo a dobra
cutanea de cada animal antes do inicio do teste. Adicionalmente, a sensibilidade e
especificidade do diagnostico intradérmico foram realizadas de acordo com SOARES (2001).

No experimento 2, com objetivo de propor e comparar protocolos de tratamentos da
pitiose em modelo experimental, utilizou-se os animais do grupo 3 (experimento 1) e outros 5
animais (grupo 4) igualmente inoculados com zoosporos a fim de produzir a infeccdo
experimental (grupo 4), conforme descrito no experimento 1. Apds a inoculagdo, 0s animais
foram diariamente inspecionados para avaliacdo da infeccdo experimental. Quando todos os
animais evidenciaram lesdes visiveis, 28 dias apds as inoculagcdes, formaram-se 0s grupos
para ambos os experimentos. Os coelhos do grupo 3 receberam 0,1mL (1,7mg) de antigeno
proteico pela via ID e os coelhos do grupo 4, 2mL (34mg) por via SC, nos dias: 28, 42, 56 e

70, totalizando quatro doses do antigeno proteico para cada animal de ambos o0s grupos. As
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lesBes subcutineas foram semanalmente mensuradas, com o auxilio de paquimetro, até o final do
experimento.

Para o0 acompanhamento da infeccdo experimental nos animais dos experimentos 1 e 2
foram coletadas amostras de soro de todos os animais anteriormente a inoculacdo, pos-
inoculacdo e em tratamento para realizagdo da técnica de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) indireto especifico para deteccdo de anticorpos anti-P. insidiosum,
executada de acordo com o descrito por SANTURIO et al. (2006), sendo considerado o ponto
de corte > 0,0906.

Os dados do experimento 1 foram submetidos a andlise de variancia, seguido pelo
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Para o experimento 2, as areas das lesdes
foram transformadas em percentagem e submetidas a analise de variancia e teste F com um
nivel de significancia de 5%. Além disso, foi determinada a analise de regressdo para medidas
de crescimento das lesdes utilizando-se anélises de 12, 22 e 32 ordem.

Ambos 0s experimentos utilizando os animais experimentais foram aprovados pela

CEUA/UFSM, sob n° de protocolo 075/2014.

RESULTADOS

As leituras obtidas durante a realizagdo do teste intradérmico para diagndstico da
pitiose em modelo experimental foram apresentadas na figura 1. As leituras das reacOes
cutaneas dos animais previamente imunizados e infectados com P. insidiosum (grupos 2 e 3,
respectivamente) mostraram-se diferentes em 24h (P<0,01) (Figura 1A) e 72h (P<0,01)
(Figura 1B) em relacdo aos animais do grupo controle (grupo 1). A sensibilidade e
especificidade do diagnostico intradérmico foram avaliadas e a técnica apresentou 100% de

sensibilidade as 24h e 80% as 72h e especificidade de 100% em ambas as leituras (24h e 72h).
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No diagnostico sorologico foi possivel verificar que todos os animais do grupo 1 eram
soronegativos até a inoculacdo do antigeno proteico, enquanto que os animais inoculados
experimentalmente e os imunizados apresentaram anticorpos anti-P. insidiosum com valores
acima do ponto de corte estabelecido pela técnica de ELISA com nivel de confianga de
99,8%. Nos animais do experimento 2, observou-se que apds a administracdo da segunda dose
do antigeno proteico por via ID e SC, as medias das OD (densidade Optica) foram similares
(0,627 e 0,620, respectivamente).

Apds 28 dias da inoculacdo experimental os coelhos dos grupos 3 e 4 desenvolveram
nodulos subcutaneos compativeis com pitiose em modelo experimental. Em 30 dias de
tratamento pela via ID e SC observou-se a cura clinica das lesées em 40% (2/5) dos animais
de ambos os grupos. A percentagem media das areas das lesdes ndo diferiu entre os grupos (P
> 0,05) e a analise de regressdo demonstrou um comportamento de crescimento linear das

lesGes em ambos os grupos (Figura 2).

DISCUSSAO

O uso da via ID para a aplicacdo do antigeno proteico de P. insidiosum pode ser uma
alternativa para o diagndéstico da pitiose em modelo experimental, uma vez que foi possivel
detectar os animais experimentalmente infectados e os imunizados com antigeno proteico
deste oomiceto. Verificou-se que a sensibilidade e a especificidade deste teste intradérmico
foram similares ao ELISA indireto, considerada a prova padrao para diagnostico sorologico
de pitiose, o qual apresentou a sensibilidade e a especificidade de 97,72% e 90,27%,
respectivamente (SANTURIO et al., 2006).

Neste trabalho, optou-se por realizar as leituras das reacfes cutaneas em 24h e 72h, e
observou-se que ndo houve diferenca nas leituras das reacGes cutdneas em ambos o0s

momentos dos grupos 2 e 3. MILLER & CAMPBELL (1982) realizaram um teste
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intradérmico em equinos, em trés momentos (24, 48 e 72h), e constataram que as reacdes
evidenciadas em 24h foram leves e as reacfes das leituras nas 48 e 72h ndo apresentaram
diferenca. Diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, as reacdes cutaneas
leves em 24h relatadas por MILLER & CAMPBELL (1982) podem ser devido as diferencas
na confec¢do do antigeno proteico empregado no teste. Estes autores utilizaram as proteinas
solubilizadas a partir do crescimento do oomiceto em caldo, precipitadas e centrifugadas. No
entanto, o antigeno proteico utilizado no presente estudo foi produzido a partir do crescimento
de P. insidiosum, maceracdo das hifas e posterior precipitacdo de proteinas (SANTURIO et
al., 2003). Este protocolo produziu um antigeno de melhor qualidade, com maior
concentracdo e biodisponibilidade de proteinas, consequentemente desencadeando uma
melhor resposta imunoldgica para diagndstico e tratamento da pitiose.

A vantagem deste teste ID foi a rapidez, uma vez que foi capaz de detectar reacdes
cutaneas as 24h apds a aplicacdo do antigeno proteico nos coelhos dos grupos expostos ao
agente. Similarmente MILLER & CAMPBELL (1982) relataram como vantagens do teste
intradérmico: a rapidez, a sensibilidade e a reprodutibilidade ao avaliaram a imunidade celular
a P. insidiosum pelo teste intradérmico em equinos infectados, recuperados e em contato com
cavalos infectados em &reas endémicas do norte da Austrélia.

Observou-se que os coelhos dos grupos 2 e 3, os quais foram, respectivamente,
imunizados com antigeno proteico de P. insidiosum e infectados com zoosporos deste
oomiceto, apresentaram reagdes cutaneas significativas em relacdo ao grupo controle em
ambas as leituras das reacdes cutaneas sendo em 24h (P<0,01) e 72h (P<0,001). A resposta
cutanea evidenciada pelos animais dos grupos 2 e 3 indicou que o teste intradérmico
empregado neste estudo foi capaz de detectar com seguranca 0s animais que foram
previamente expostos ao agente. Similarmente, isto foi demonstrado por MILLER &

CAMPBELL (1982) em equinos.
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Os protocolos terapéuticos correntemente utilizados no tratamento da pitiose,
especialmente em equinos e em infeccdo experimental com coelhos, envolvem o uso de
antigeno proteico na dose de 2mL pela via SC (CHAFFIN et al., 1995; SANTURIO et al.,
2003; PEREIRA et al., 2008; BACH et al., 2010; SANTOS et al., 2011). O presente trabalho
comparou a utilizacdo de antigenos proteicos de P. insidiosum pela via ID na dose de 0,1 mL
(1,7mg) com o protocolo correntemente utilizado para o tratamento da pitiose em modelo
experimental (SANTURIO et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; BACH et al., 2010). Ressalta-
se que estudos anteriores nao avaliaram o emprego isolado da via ID para terapia da pitiose
(MENDOZA et al., 2003; WANACHIWANAWIN et al., 2004). Apenas, MENDOZA et al.
(2003) e WANACHIWANAWIN et al. (2004) utilizaram para aplicacdo do antigeno proteico
a via ID associada a via SC para avaliacdo da resposta imune e tratamento da pitiose animal e
humana, respectivamente. Em ambos os trabalhos a via ID foi empregada em uma Unica dose
do antigeno proteico para uma estimulacdo prévia do sistema imunoldgico do hospedeiro e
apos o tratamento foi continuado utilizando-se a via SC.

Embora ndo tenha havido diferenca na resposta imunoldgica dos animais tratados pela
via ID e via SC (Figura 2), a regressao total das lesdes em 40% dos coelhos que receberam
antigeno proteico através da via ID (grupo 3), foi similar ao grupo 4. Isto demonstrou que a
via ID pode ser uma alternativa para o emprego de antigeno proteico de P. insidiosum em
substituicdo a via SC, comumente empregada para a aplicacdo de imunoterapico para o
tratamento da pitiose em equinos (CHAFFIN et al., 1995; SANTURIO et al., 2003), em
coelhos (SANTURIO et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; BACH et al., 2010) e em cées
(PEREIRA et al, 2013). Destaca-se que a vantagem do protocolo utilizando a via ID pode
reduzir os custos do tratamento, uma vez que o antigeno proteico pode ser utilizado em menor
concentracdo (1,7mg) e volume. Adicionalmente, com este protocolo verificou-se menor

reacao inflamatoria no local da aplicacéo.
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CONCLUSAO

Este trabalho revelou a aplicabilidade do antigeno proteico de P. insidiosum via ID
para o diagnostico e tratamento da pitiose em coelhos. No entanto, o uso desta metodologia
devera ser avaliada em animais naturalmente infectados. Adicionalmente, este estudo gera

perspectivas para novas pesquisas envolvendo as relacdes hospedeiro-P. insidiosum.

AGRADECIMENTOS

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pelo
suporte financeiro durante a execucao do trabalho e pelas bolsas de pesquisa. A Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS), pelo suporte financeiro e

pela concessdo de bolsa de estudos do aluno de pds-graduacao.

REFERENCIAS
BACH, B.C. et al. Immunotherapy for pythiosis: Effect on NTPDase activity in lymphocytes
of an experimental model. Biomedicine and Pharmacotherapy. v. 64, p. 718-722, 2010.

Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20970953>. Acesso em: 16 jan.2015.

doi: 10.1016/j.biopha.2010.09.016.

CHAFFIN, M.K.; SCHUMACHER, J.; MCMULLAN, W.J. Cutaneous pythiosis in the horse.
Veterinary Clinics of North America: Equine Practice. v.11, p. 91-103, 1995.
CHAREONSIRISUTHIGUL, T. et al. Performance comparison of immunodiffusion, enzyme-
linked immunosorbent assay, immunochromatography and hemagglutination for
serodiagnosis of human pythiosis. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease. v. 76,

p. 42-45, 2013. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23537786>. Acesso

em: 16 jan.2015. doi: 10.1016/j.diagmicrobio.2013.02.025.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20970953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23537786

48

DE COCK, A.W. Pythium insidiosum sp. the etiologic agent of pythiosis. Journal of
Clinical Microbiology. v.25, p. 344-349, 1987. Disponivel em:

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC265897>. Acesso em: 16 jan.2015.

GAASTRA, W.et al. Pythium insidiosum: An overview. Veterinary Microbiology.; v.146,
p.1-16. 2010. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20800978>. Acesso em:
16 jan.2015. doi: 10.1016/j.vetmic.2010.07.0109.

MENDOZA, L.; AJELLO, L.; MCGINNIS, M.R. Infections caused by the oomycetous
pathogen Pythium insidiosum. Journal de Mycologie Médicale. v.6, p. 151-164, 1996.
MENDOZA, L.; MANDY W.; GLASS R. An improved Pythium insidiosum-vaccine
formulation with enhanced immunotherapeutic properties in horses and dogs with pythiosis.
Vaccine. v.21, p.2797-2804. 2003. Disponivel em:

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12798620>. Acesso em: 16 jan.2015.

MENDOZA, L. & NEWTON, J.C. Immunology and immunotherapy of the infections caused
by Pythium insidiosum. Medical Mycology. v. 43, p. 477-486, 2005. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16320491>. Acesso em: 16 jan. 2015.

MILLER, R.l.; CAMPBELL, R.S.F. Clinical observations on equine phycomycosis.
Australian Veterinary Journal. v.58, p. 221-226, 1982.

PEREIRA, D.1.B. et al. Comparison between the immunotherapic and caspofungin as agents
to treat experimental pythiosis in rabbits. Journal de Mycologie Medicale. v.18, n.3, p.129-
133, 2008.

PEREIRA, D.I.B. Canine gastrointestinal pythiosis treatment by combined antifungal and
immunotherapy and review of published studies. Mycopathologia. v. 176, p. 309-315, 2013.
doi: 10.1007/s11046-013-9683-7.

SANTOS, C.E.P. et al. Does immunotherapy protect equines from reinfection by the

oomycete Pythium insidiosum? Clinical and Vaccine Immunology. v. 18, 1397-1399, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC265897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12798620

49

Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3147340/>. Acesso em: 16

jan. 2015. doi: 10.1128/CV1.05150-11.

SANTOS, C.E.P. et al. Epidemiological survey of equine pythiosis in the Brazilian pantanal
and nearby areas: results of 76 cases. Journal of Equine Veterinary Science. v. 34, p. 270-
274, 2014. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0737080613004152>. Acesso em: 16 jan.
2015. doi: 10.1016/j.jevs.2013.06.003

SANTURIO, J.M. et al. Three types of immunotherapics against pythiosis insidiosi developed
and evaluated. Vaccine. v.21, p. 2535-2540, 2003. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12744888>. Acesso em: 16 jan. 2015.

SANTURIO, J.M. et al. Teste de ELISA indireto para o diagnostico sorologico de pitiose.
Pesquisa Veterinaria Brasileira. v. 26, p. 47-50, 2006. Disponivel em:

<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0100-736X2006000100010>.

Acesso em: 16 jan. 2015. doi: 10.1590/S0100-736X2006000100010.

SANTURIO, J.M. et al. Infectious and parasitic diseases of livestock, vol. 2. France:
Lavoisier; 2010. p. 1403-16.

SUDJARITRUK, T.; SIRISANTHANA, V. Successful treatment of a child with vascular
pythiosis. BMC Infectious Diseases. V.11, n.33. 2011. Disponivel em:
<http://www.biomedcentral.com/1471-2334/11/33>. Acesso em: 16 jan. 2015. doi:
10.1186/1471-2334-11-33.

SOARES C.O. Principios, padronizagdo e validacdo de provas soroldgicas, p.145-178. In:
Madruga C.R., Aradjo F.R., & Soares C.O. Imunodiagnéstico em Medicina Veterinaria.
Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS. 2001.

WANACHIWANAWIN, W. et al. Efficacy of immunotherapy using antigens of Pythium

insidiosum in the treatment of vascular pythiosis in humans. Vaccine. v, 22, p. 3613-3621,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3147340/
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2006000100010

50

2004. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15315840>. Acesso em: 16 jan.

2015.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15315840

51

A 24h B
10+ b b 10- 72h
|l P<0,01 —|_ —|_ 84 b b
. ’ P < 0,001 -T-
1T
6 64
E a E a
N —= N _T
2 24
0 T T T 0 T T T
Controle Pitiose Imunizado Controle Pitiose Imunizado

Figura 1 - Tamanho das reacdes cutaneas (mm) apds a aplicacdo do antigeno proteico de P.
insidiosum pela via ID para diagnéstico da pitiose em modelo experimental. Controle: grupo
1, coelhos ndo inoculados com zodsporos; Pitiose: grupo 3, coelhos inoculados com
zoosporos de P. insidiosum; Imunizado: grupo 2, coelhos imunizados com o antigeno proteico
(2mL, SC, duas aplicacdes). A) Leitura em 24h. B) Leitura em 72h. Letras minusculas

diferentes indicam diferenca entre 0s grupos.
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Figura 2- Crescimento médio das lesdes subcutaneas em coelhos inoculados com zoGsporos

de P. insidiosum e tratados com antigeno proteico via intradérmica (ID) e subcuténea (SC).



5 DISCUSSAO

P. insidiosum € um micro-organismo fascinante do ponto de vista da pesquisa, pois
ainda existem muitos aspectos a serem abordados pelos pesquisadores dedicados ao estudo da
pitiose. No Brasil € uma enfermidade importante do ponto de vista sanitario e econdmico as
criagdes de equinos (MORAES et al., 2013; SANTOS et al., 2014). Nos ultimos anos houve
um aumento no numero de pesquisas cientificas contribuindo com diversas informacdes a
cerca da pitiose (SANTURIO et al., 2003; KRAJAEJUN et al., 2006; SANTURIO et al.,
2006a; PEREIRA et al., 2008; BACH et al., 2010; GAASTA et al., 2010; BOTTON et al.,
2011; SANTOS et al.,, 2011b; AZEVEDO et al., 2012a; AZEVEDO et al., 2012b;
TONDOLDO et al., 2013; ZANETTE et al., 2013; JESUS et al., 2014). No entanto, varios
aspectos ainda necessitam serem elucidados envolvendo as relages hospedeiro-agente-meio
ambiente.

O capitulo 1 desta dissertacdo apresentou a soroprevaléncia da pitiose equina no
estado do RS. Os estudos epidemioldgicos envolvendo a ocorréncia da doenca no Brasil
foram pautados em estudos retrospectivos (PIEREZAN et al., 2009; SOUZA et al., 2011,
MARCOLONGO-PEREIRA et al.,, 2012) e andlises de casos clinicos diagnosticados em
regides endémicas (LEAL et al., 2001a; SANTOS et al., 2014).

Marcolongo-Pereira et al. (2012) evidenciaram 14,5% de pitiose em amostras de
lesbes de pele de equinos da regido sul do RS. Pierezan et al. (2009) analisaram
retrospectivamente, entre 1968 e 2007, casos de necropsias de equinos na regido central do
RS, associando 3,58% a pitiose. Em outro estudo, na mesma regido, entre 1999 e 2009, a
pitiose equina representou 8,3% dos casos de tumores cutaneos diagnosticados em equinos
por Souza et al. (2011). No entanto, neste estudo constatou-se uma soroprevaléncia da pitiose
em rebanhos equinos no RS de 11,07%. As mesorregides soropositivas para a pitiose equina
incluiram: sudeste, metropolitana de Porto Alegre, sudoeste e noroeste.

Esta pesquisa foi pautada em um delineamento amostral para a anemia infecciosa
equina (AIE). Por este motivo, informacbes epidemiologicas como a presenca de lesdes
cutaneas nos animais e historico de tratamento para pitiose ndo foram coletados. Todavia, este
estudo possibilitou a realizacdo da andlise soroldgica dos anticorpos anti-P. insidiosum em um
namero representativo de animais do rebanho equino nas diferentes mesorregides do RS.

Além disso, neste trabalho verificou-se uma maior frequéncia de anticorpos anti-P.

insidiosum em propriedades com assisténcia veterinaria. Possivelmente esta constatacdo deve-
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se a utilizacdo do tratamento imunoterapéutico, associado ou ndo a pitiose. A falta de um
diagndstico diferencial a campo pode levar ao uso indiscriminado do imunoterdpico nas
propriedades. Consequentemente, isto pode acarretar o desenvolvimento de anticorpos anti-P.
insidiosum detectados por testes sorologicos.

Adicionalmente, foi constatada uma diferenca significativa entre o sexo dos equinos,
na qual as fémeas apresentaram maior resposta sorologica de anticorpos anti-P. insidiosum.
Apesar do numero de fémeas ter sido maior, outros trabalhos também constataram que as
fémeas foram mais acometidas pela infecdo (LEAL et al., 2001a; MOSBAH et al., 2012;
SANTOS et al., 2014).

Nas propriedades com a presenca de acudes evidenciou-se a maior ocorréncia de
equinos soropositivos a pitiose. Sabe-se que o agente causador da pitiose esta no meio
ambiente, e seu ciclo bioldgico esta intimamente relacionado a presenca de agua, gramineas e
hospedeiro. Portanto, a presenca de anticorpos anti-P. insidiosum nestes animais também
pode estar associada ao estimulo antigénico oriundo do ambiente (CHAFFIN et al. 1995;
MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2014).

Observa-se um crescente numero de relatos de casos de pitiose em humanos e animais,
demonstrando variadas formas de diagnostico, bem como diferentes alternativas terapéuticas
para o controle da enfermidade (SANTURIO et al., 2003; MORAES et al., 2013; PEREIRA
et al., 2013). No entanto, ainda, ndo existe uma ferramenta de diagnostico rapida e aplicavel a
campo, bem como um protocolo terapéutico padrdo para a maioria das espécies naturalmente
infectadas. Até o presente momento, o protocolo terapéutico estabelecido com imunoterapia é
para a espécie equina.

As medidas correntes de controle da pitiose fundamentam-se em alternativas
terapéuticas, uma vez que ndo existem medidas imunoprofilaticas para a prevencdo da
enfermidade. As alternativas terapéuticas que apresentam relativa eficacia no tratamento da
enfermidade incluem: remocdo cirdrgica da area afetada, quimioterapia e imunoterapia
empregadas associadas ou isoladamente (GAASTRA et al., 2010).

O sucesso no tratamento da pitiose esta diretamente relacionado ao diagndstico e a
intervengdo terapéutica precoces (BOTTON et al., 2011; SUDJARITRUK et al., 2011;
CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2013). Portanto, o desenvolvimento de uma ferramenta de
diagnostico rapida que associe sensibilidade, especificidade e aplicabilidade a campo sdo
desejaveis para o controle da pitiose.

No capitulo 2 avaliou-se a aplicacdo ID de antigenos proteicos para o diagnostico e

controle da pitiose em modelo experimental.
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A via ID utilizada para aplicagdo de antigenos proteicos como diagnéstico da pitiose
em coelhos apresentou como vantagem a rapidez, pois o teste intradérmico foi capaz de
detectar reacdo cutanea 24h apds a aplicacdo ID do antigeno nos coelhos de todos os grupos
previamente expostos ao antigeno de P. insidiosum. Além disso, a via ID apresentou
sensibilidade e especificidade comparaveis ao teste de ELISA indireto, técnica considerada
padrdo para diagnéstico da enfermidade (SANTURIO et al., 2006a). Miller e Campbell
(1982) avaliaram o teste intradérmico para diagnostico da pitiose em equinos e também
apontaram como vantagens do teste ID a rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade.

O antigeno proteico de P. insidiosum quando utilizado pela via ID no tratamento da
pitiose em coelhos apresentou resultados similares quando comparado aos animais em que foi
aplicado o antigeno proteico de P. insidiosum pela via e dose usual (SC) preconizada no
tratamento de coelhos e equinos. Entretanto, observou-se menor reacdo inflamatéria no local
da aplicacdo nos animais tratados pela via ID.

Neste experimento, também foi possivel constatar que o antigeno proteico de P.
insidiosum aplicado via ID foi utilizado em menor dose (concentracdo e volume). Desta
forma, a terapia com antigenos proteicos via ID deve ser avaliada nas espécies naturalmente
infectadas, uma vez que este trabalho sugeriu um novo protocolo terapéutico a ser testado,
bem como uma avaliagdo do custo-beneficio do tratamento pela via ID.

As informacfes obtidas neste trabalho possibilitaram responder os objetivos
inicialmente propostos contribuindo com os estudos de epidemiologia da pitiose equina, bem
como no diagnostico e no controle da pitiose no modelo experimental. Além disso, gera
perspectivas para estudos futuros que envolvam as relagdes hospedeiro (natural e

experimentalmente infectados)-P. insidiosum-meio ambiente.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta dissertacao conclui-se que:

- A soroprevaléncia indica a presenca de anticorpos anti-P. insidiosum em equinos no RS,
destacando-se a ocorréncia nas mesorregides: sudeste, Porto Alegre, sudoeste e noroeste do
estado. Entretanto, h& necessidade de novas investigacdes epidemioldgicas, envolvendo
especialmente a sorologia e informacdes relativas a pitiose em nameros representativos de
rebanhos equinos no Brasil.

- O antigeno proteico de P. insidiosum aplicado pela via ID é uma alternativa promissora para
o0 diagnostico e o tratamento da pitiose em modelo experimental. No entanto, é necessario
testar o antigeno proteico na via ID tanto para diagnostico como controle da pitiose em

animais naturalmente infectados.
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