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RESUMO 
 

O oomiceto aquático Pythium insidiosum, classificado no Reino Stramenipila, é o 
agente etiológico da pitiose, uma doença crônica, piogranulomatosa, que acomete 
eqüinos, caninos, felinos, bovinos, ovinos e humanos que habitam regiões tropicais e 
subtropicais. Diversos protocolos para o tratamento da enfermidade têm sido utilizados, 
incluindo terapia com antifúngicos, cirurgia e imunoterapia. O presente estudo 
objetivou avaliar a suscetibilidade in vitro de 27 isolados clínicos de Pythium 
insidiosum ao acetato de caspofungina, bem como correlacionar os resultados obtidos in 
vitro com a resposta da terapêutica in vivo e comparar a eficácia de dois tratamentos, 
acetato de caspofungina e imunoterapia, utilizando coelhos como modelo experimental. 
Vinte e seis isolados de Pythium insidiosum provenientes de casos clínicos de pitiose 
em animais no Brasil (24 eqüinos, 01 canino e 01 ovino) e um isolado ATCC (58637) 
foram avaliados neste estudo. Os testes in vitro foram desenvolvidos utilizando-se a 
macrotécnica em caldo seguindo o protocolo internacional M38-A do CLSI. O inóculo 
consistiu de uma suspensão de 2-3x103 zoósporos de Pythium insidiosum diluído 1:10 
em caldo RPMI. As concentrações finais do acetato de caspofungina variaram de 0,25 – 
128 µg/mL. A leitura dos CIMs foi visual, considerando-se o crescimento ou não de 
hifas em 24 horas de incubação a 370C, sendo adotados 3 critérios de leitura: CIM0; 
CIM1 e CIM2 (100%, 90% e 50% de inibição de crescimento, respectivamente), assim 
como também foi determinada a concentração fungicida mínima. No ensaio in vivo, 15 
coelhos inoculados subcutaneamente com 20.000 zoósporos de Pythium insidiosum 
foram divididos em 3 grupos de 5 animais (grupo 1, controle; grupo 2, tratado com 
imunoterápico Pitium Vac® e grupo 3, tratado com acetato de caspofungina). Os 
tratamentos iniciaram-se 25 dias após a inoculação e consitiram de: 1) 8 doses de 
imunoterápico administradas em intervalos de 14 dias; 2) 1 mg/kg/dia de acetato de 
caspofungina durante 20 dias consecutivos. Dezoito semanas após o início do 
experimento, os animais foram necropsiados e fragmentos de lesões foram coletados 
para análise histopatológica e morfométrica. Quatorze isolados (51,8%) evidenciaram 
CIM0 de 64 µg/mL e 24 (88,8%) CIM1 com variação de ≥ 8µg/mL a 64 µg/mL. Na 
determinação da concentração fungicida mínima, 17 (62,9%) amostras requereram 64 
µg/mL. Os animais de ambos os tratamentos apresentaram redução da área de lesões, 
quando comparados aos animais do grupo controle (P<0.05). As áreas de lesões dos 
coelhos tratados com acetato de caspofungina evidenciaram redução durante o 
tratamento, porém rapidamente retornaram a progredir quando a administração do 
fármaco foi suspensa. O aspecto histológico das lesões foi similar entre os grupos 
estudados e a avaliação morfométrica evidenciou que os animais dos grupos 2 e 3 
apresentaram menor quantidade de hifas nas áreas de necrose (P<0.05). Os resultados 
obtidos evidenciam que, embora não tenha havido diferença entre os tratamentos 
avaliados, a imunoterapia, em função de seu custo, continua sendo a melhor alternativa 
para o tratamento da pitiose. A ocorrência de altas CIMs associada a falta de atividade 
fungicida do acetato de caspofungina observados neste estudo, sugerem que Pythium 
insidiosum é pouco suscetível a este antifúngico. 
 
Palavras-chave: Pythium insidiosum, oomiceto, pitiose, acetato de caspofungina, 
imunoterapia, Pitium Vac, coelho. 
 



     v   

ABSTRACT 
 

Pythium insidiosum is an oomycete classified in the Kingdom Stramenipila. It causes 
pythiosis, a chronic, difficult-to-treat, pyogranulomatous disease that affects mainly 
horses, but can also affect dogs, cats, cattle, sheep and humans that inhabit tropical 
and subtropical regions. Several protocols to treat pythiosis have been used, including 
antifungal drug administration, surgery and immunotherapy. The present study aimed 
to evaluate the in vitro susceptibility of 27 Pythium insidiosum clinical isolates to 
caspofungin acetate, as well as to relate the results obtained in vitro with the response 
of in vivo therapy, and to assess the efficacy of two treatments, immunotherapy and 
caspofungin acetate administration, in rabbits with experimental pythiosis. Twenty-six 
samples of Pythium insidiosum isolated from pythiosis lesions from animals in Brazil 
(24 horses, 01 dog and 01 sheep) and one ATCC isolate (58637) were studied. The in 
vitro tests were performed using the broth macrodilution method following the CLSI 
M38-A protocol. The inoculum consisted of a suspension containing 2-3x103 Pythium 
insidiosum zoospores diluted 1:10 with RPMI broth. The final concentrations of 
caspofungin acetate were 0.25 – 128 µg/mL. The MICs were read after 24 h of 
incubation at 37° C. The reading was visual and assessed the growth or absence of 
growth of hyphae. Three MIC reading criteria were adopted: MIC0, MIC1 and MIC2 
(growth inhibition of 100%, 90% and 50%, respectively). The minimum fungicidal 
concentration was also determined. For the in vivo assay, fifteen rabbits were 
subcutaneously inoculated with 20,000 Pythium insidiosum zoospores and were divided 
into 3 groups of 5 animals (group 1, control; group 2, treated with Pitium Vac® 
immunotherapic; and group 3, treated with caspofungin acetate). The treatments were 
started 25 days after the inoculation, and consisted of: 1) 8 doses of the 
immunotherapic administered at 14-day intervals; and 2) 1mg/kg/day of caspofungin 
acetate during 20 consecutive days. The animals were necropsied eighteen weeks after 
the start of the experiment, and lesion fragments were collected for histopathologic and 
morphometric analyses. Fourteen isolates (51.8%) had an MIC0 of 64 µg/mL, and 24 
(88.8%) had an MIC1 that varied between ≥ 8µg/mL and 64 µg/mL. When subjected to 
the minimum fungicidal concentration assay, 17 (62.9%) samples required 64 µg/mL. 
The animals in both treatment groups displayed smaller lesion sizes compared to the 
animals of group control (P<0.05). The subcutaneous lesion areas of rabbits treated 
with caspofungin acetate exhibited a reduction in their progression during the 
treatment. However, lesions quickly resumed growth when the administration of the 
drug was suspended. The histological aspect of the lesions was similar between the 
groups under study, and the morphometric evaluation showed that the animals in 
groups 2 and 3 had lower amounts of hyphae in necrotic areas (P<0.05). The results 
obtained indicate that, even though the treatments did not differ significantly, the 
immunotherapic treatment is still the best alternative to treat pythiosis. In addition, the 
high MICs and lack of fungicidality of caspofungin acetate suggest that Pythium 
insidiosum is poorly susceptible to this antifungal drug.  

 

Keywords: Pythium insidiosum, oomycete, pythiosis, caspofungin acetate, 
immunotherapy, Pitum Vac, rabbits. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O oomiceto aquático Pythium insidiosum, atualmente classificado no Reino 

Stramenipila, é o agente etiológico da pitiose, uma doença crônica, piogranulomatosa, 

que acomete eqüinos, caninos, felinos, bovinos, ovinos e humanos que habitam regiões 

tropicais e subtropicais (MENDOZA & NEWTON, 2005).  

A enfermidade é observada mais freqüentemente em eqüinos, principalmente nas 

formas clínicas cutânea e subcutânea. Nestes animais, a doença é progressiva e 

caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesões ulcerativas granulomatosas, localizadas 

predominantemente, nas extremidades distais dos membros e porção ventral da parede 

tóraco-abdominal (MILLER & CAMPBELL, 1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA 

et al., 1996). Nos caninos, a segunda espécie mais afetada pela doença, as infecções por 

Pythium insidiosum determinam o desenvolvimento de piogranulomas cutâneos e 

gastrointestinais (GROOTERS, 2003). Já em felinos, bovinos e ovinos, a doença é 

esporádica, podendo manifestar-se na forma cutânea e gastrointestinal nos felinos 

(BISSONNETTE et al., 1991, RAKICH et al., 2005) e cutânea em bovinos e ovinos 

(SANTURIO et al., 1998; PÉREZ et al., 2005; TABOSA et al., 2004). Em humanos, a 

pitiose é uma enfermidade de prognóstico desfavorável, podendo apresentar-se sob três 

formas clínicas distintas: cutânea, ocular e sistêmica. Embora a maioria dos casos de 

pitiose em humanos seja observada na Tailândia (IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN 

et al., 2006a), relatos da enfermidade também têm sido descritos em outros países, 

inclusive o Brasil (PRASERTWITAYAKIJ et al., 2003; BOSCO et al., 2005). 

Dificuldades no tratamento da pitiose são encontradas em todas as espécies 

afetadas. Diversos protocolos de tratamento têm sido utilizados, incluindo terapia com 

fármacos antifúngicos, cirurgia e imunoterapia. Alguns autores sugerem que a melhor 

opção de tratamento é a cirurgia, entretanto, além das altas taxas de recidiva, esta prática 

não pode ser realizada em regiões envolvendo áreas anatômicas delicadas como os 

membros, normalmente afetados na pitiose eqüina (CHAFFIN et al., 1995). Desta forma, 

a terapia antifúngica surge como alternativa. Entretanto, o tratamento com antifúngicos 

tem apresentado resultados variados e algumas vezes contraditórios, quando comparados 

aos resultados dos testes in vitro (McMULLAN et al., 1977; FOIL et al., 1984; 

ENGLISH & FROST, 1984; BISSONNETTE et al.,1991; TRISCOTT et al.,1993; 

SHENEP et al., 1998; DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; GROOTERS, 2003; 

RIVIERRE et 
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al., 2005; PUPAIBOOL et al., 2006). A carência de estudos de suscetibilidade in vitro de 

Pythium insidiosum aos fármacos antifúngicos, associada à ausência de métodos de 

padronização para testes in vitro com este oomiceto, podem explicar as discrepâncias 

observadas entre esses resultados. Além disso, as características peculiares do Pythium 

insidiosum, sobretudo sua composição de parede celular e ausência de ergosterol na 

membrana citoplasmática, justificam os resultados desanimadores com as terapias 

antifúngicas, uma vez que o ergosterol constitui o componente alvo de ação da maioria 

dos fármacos antifúngicos comumente utilizados na terapêutica clínica 

(SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Porém, como 

estes microrganimos apresentam β-glucana na composição de sua parede celular, novos 

antifúngicos, assim como as equinocandinas, cujo mecanismo de ação é a inibição da 

síntese de β(1,3)-D-glucana da parede celular fúngica, prometem ser eficazes contra 

Pythium insidiosum (GROOTERS, 2003).  

A falta de escolhas terapêuticas encorajou o desenvolvimento e o uso de 

imunoterapia no tratamento da pitiose eqüina (MENDOZA et al., 2003). As pesquisas 

iniciaram-se com Miller, em 1981, avançando de maneira significativa a partir de 1998 

(SANTURIO et al., 2006a). Embora os imunoterápicos de corrente uso apresentem 

índices de cura em torno de 70-80% no tratamento da pitiose eqüina (MONTEIRO, 1999; 

MENDOZA et al., 2003), em cães e gatos tem demonstrado resultados frustrantes 

(MENDOZA & NEWTON, 2005).  

Considerando-se a importância da pitiose, o aumento do número de casos 

diagnosticados em animais e humanos e a problemática de sua terapêutica, propôs-se este 

estudo, cujos objetivos foram: 

- Adaptar a técnica de macrodiluição em caldo padronizada pelo documento M-38 A do 

CLSI (Committee for Clinical Laboratory Standards) para testes de suscetibilidade in vitro de 

Pythium insidiosum; 

- Avaliar a suscetibilidade in vitro do Pythium insidiosum ao antifúngico acetato de 

caspofungina, utilizando a metodologia padronizada pelo documento M-38 A do CLSI;  

- Correlacionar os resultados obtidos in vitro com a resposta da terapêutica in vivo em 

coelhos com pitiose experimental e submetidos ao tratamento com acetato de 

caspofungina; 

 - Comparar a eficácia de dois tratamentos, acetato de caspofungina e imunoterapia, para 

pitiose utilizando coelhos como modelo experimental; 
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- Estudar a histopatologia das lesões dos animais submetidos aos diferentes tratamentos, 

verificando a ocorrência de diferenças histológicas entre os grupos e determinando o grau 

de eficácia de cada tratamento. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Histórico e Taxonomia 
 

É provável que os primeiros casos de pitiose eqüina tenham sido observados no 

final do século XIX. Entretanto, estes primeiros diagnósticos foram confusos devido à 

similaridade das lesões de pitiose com habronemíase cutânea (MENDOZA & NEWTON, 

2005). Segundo De Cock et al. (1987), Mendoza et al. (1996) e Mendoza & Newton 

(2005), as primeiras descrições publicadas foram realizadas em 1884 por Smith e em 

1896 por Drouin, ao observaram a natureza miceliana do agente etiológico. Porém, a 

primeira evidência definitiva de Pythium como organismo fúngico foi realizada em 1895 

por Fish (apud MENDOZA & NEWTON, 2005) ao descrever a presença de hifas com 

características de hifomicetos em lesões de eqüinos acometidos com leeches na Flórida. 

No entanto, o primeiro isolamento do agente etiológico da doença foi realizado em 1901 

por Haan & Hoogkamer (apud DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1996; 

MENDOZA & NEWTON, 2005), a partir de granulomas subcutâneos em eqüinos na 

Indonésia. Na ocasião, denominaram a enfermidade de “hyphomycoses destruens”, sem 

classificar o agente. Posteriormente o nome da doença foi modificado para 

“hyphomycoses destruens equi” (DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1996; 

MENDOZA & NEWTON, 2005). Em 1924, Witkamp (apud MENDOZA et al., 1996; 

MENDOZA & NEWTON, 2005) relatou vários aspectos da pitiose em eqüinos e isolou o 

agente etiológico pela segunda vez. Trinta e sete anos após, Bridges & Emmons (1961) 

conseguiram realizar a identificação do microrganismo ao o isolarem de lesões 

subcutâneas de oito eqüinos e o denominaram de Hyphomyces destruens. Os autores 

consideraram que o microrganismo isolado era um ficomiceto, possivelmente do gênero 

Mortierella, baseados na sua morfologia e micélio não esporulado em cultura. Em 1974, 

Austwick & Copland observaram que o microrganismo isolado de eqüinos com “swamp 

cancer” em Papua Nova Guiné produziam zoósporos biflagelados ao serem transferidos 

para um meio aquoso. Baseados nessa característica, os autores o classificaram como um 

fungo da família Pythiaceae, ordem Peronosporales e o incluíram no gênero Pythium. 

Entretanto, falharam em estabelecer o nome científico para o isolado (MENDOZA et al., 

1996). No Japão, Ichitani & Amemiya (1980), comparando um isolado de eqüino com 

outras espécies de Pythium, através de suas características reprodutivas sexuadas e 

assexuadas, identificaram o agente como Pythium gracile. Somente De Cock et al. 
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(1987), ao analisarem isolados de eqüinos da Costa Rica, Papua Nova Guiné e Japão, e de 

caninos dos Estados Unidos, concluíram que todos apresentavam as mesmas 

características, sendo então classificados como Pythium insidiosum. Concomitante a este 

estudo, Shipton (1987) analisando isolados provenientes de eqüinos na Austrália, propôs 

uma nova espécie, então denominada Pythium destruens. Entretanto, Mendoza et al. 

(1987) avaliaram a relação antigênica entre amostras de Pythium insidiosum isoladas de 

animais e Pythium spp isolado de plantas e solo, utilizando a técnica de imunodifusão e 

anticorpos fluorescentes. Demonstraram que os isolados provenientes de caninos, eqüinos 

e humanos foram idênticos entre si e diferentes das amostras de plantas e solo. Neste 

trabalho, os autores confirmaram que Pythium gracile era antigenicamente idêntico ao 

Pythium insidiosum. Posteriormente, Mendoza & Marin (1989), comprovaram que 

Pythium insidiosum e Pythium destruens apresentavam o mesmo perfil antigênico. Desta 

forma, estabeleceu-se a nomenclatura definitiva do agente da pitiose como Pythium 

insidiosum.  

Mesmo estando estabelecida a nomenclatura do agente, a sua classificação 

taxonômica continuou sendo discutida nos anos seguintes. Conforme De Cock et al. 

(1987), os oomicetos são seres eucariotos produtores de zoósporos biflagelos, 

característica comum ao Pythium insidiosum, que o incluía na ordem Peronosporales, 

filo Oomycota e reino Protoctista. Entretanto, Mendoza et al. (1996), baseados nos 

estudos de classificação e características do reino Protoctista, sugeriram que Pythium 

insidiosum fosse classificado no reino Chromista, filo Pseudo-fungi, classe Oomycetes, 

ordem Pythiales e família Pythiaceae. Todavia, estudos de classificação fúngica, 

utilizando sistemática filogenética e análises moleculares, dividiram os organismos 

anteriormente classificados como fungos em três reinos: Fungi, Stramenipila e Protista 

(ALEXOPOULOS et al., 1996). Levando em consideração essa nova classificação, o 

agente etiológico da pitiose pertence ao Reino Stramenipila, Filo Oomycota, Família 

Pythiaceae, Gênero Pythium e Espécie insidiosum (ALEXOPOULOS et al., 1996).  

Os estudos de relação filogenética entre organismos vivos, utilizando a 

comparação na seqüência de ácidos nucléicos da subunidade do RNA ribossomal 

(rRNA), demonstraram que os microrganismos pertencentes ao filo Oomycota estavam 

filogeneticamente distantes dos membros do Reino Fungi e mais proximamente 

relacionados às algas (KWON-CHUNG, 1994). Desta forma, diferentemente dos fungos 

verdadeiros, os oomicetos, caracterizam-se por apresentar reprodução assexuada com 
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produção de zoósporos biflagelados; reprodução sexuada oogâmica com formação de 

oosporos; parede celular constituída por glucanas, celulose e aminoácido hidroxiprolina; 

talo diplóide; mitocôndria com crista tubular e síntese do aminoácido lisina através de 

uma rota alternativa (MOORE-LANDECKER, 1996; ALEXOPOULOS et al., 1996). 

Dentre essas particularidades dos oomicetos, a composição da parede celular é a 

característica mais comumente utilizada na diferenciação desses microrganismos, uma 

vez que é composta predominantemente de β (1,3) e β (1,6) glucanas e celulose ao invés 

de quitina, como é o caso dos fungos. Notáveis diferenças são também observadas 

quanto à presença do ergosterol na membrana citoplasmática, o qual está ausente nos 

microrganismos incluídos no Oomycota, e em vários aspectos do metabolismo dos 

esteróis. Na verdade, os oomicetos consistem de dois grupos básicos de 

microrganismos; àqueles que são capazes de sintetizar esteróis a partir do mevalonato e 

àqueles que não podem sintetizar esteróis, como é o caso da maioria das espécies 

patógenas para plantas, incluindo Pythium insidiosum (ALEXOPOULOS et al., 1996). 

Hendrix (1970) observou que em espécies dos gêneros Pythium, Lagenidium e 

Phytophthora, os esteróis do ambiente eram incorporados à membrana, ao invés de 

serem sintetizados como ocorre com os fungos verdadeiros. Em geral, esses esteróis são 

requeridos para a produção in vitro de estruturas reprodutivas, mas não necessariamente 

para o crescimento das hifas vegetativas (GROOTERS, 2003).  

 

2.2 Pythium insidiosum 
 

 O gênero possui mais de 120 espécies distribuídas no mundo inteiro, sendo a 

maioria habitante do solo e patógenos de plantas. Espécies de Pythium são a principal 

causa da doença damping-off em plantas, causando sérios prejuízos na produção 

agronômica. Algumas poucas espécies têm a capacidade de parasitar fungos e larvas de 

mosquito, enquanto apenas a espécie Pythium insidiosum é conhecida como patógeno de 

mamíferos (ALEXOPOULOS et al., 1996).  

Similar a outros oomicetos, Pythium insidiosum cresce facilmente em uma 

variedade de meios de cultura. Em agar farinha de milho (CMA), as colônias 

apresentam-se transparentes ou esbranquiçadas, submersas com curto micélio aéreo e 

padrão delicadamente radiado. O diâmetro das hifas cenocíticas varia entre 4 e 10 µm 

(micrômetros) com ramificações perpendiculares laterais em ângulo reto. Septos são 

ocasionalmente observados em hifas jovens, porém são abundantes em culturas velhas 
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(DE COCK et al., 1987; MENDOZA et al., 1996).  

A produção de estruturas assexuadas (zoosporângios e zoósporos) pode ser 

obtida quando Pythium insidiosum é cultivado em meio líquido a 28-37ºC. A formação 

e liberação de zoósporos em Pythium é um processo fascinante de ser observado ao 

microscópio. Nos estágios iniciais da formação dos zoosporângios não é possível 

diferenciá-lo da hifa vegetativa, uma vez que apenas observa-se o entumescimento da 

extremidade da hifa com a formação de uma pequena vesícula. Posteriormente, a 

movimentação de fluxo citoplasmático dirigindo-se do interior da hifa em direção a 

vesícula, culmina na formação dos zoosporângios. Estes são hialinos, globosos e 

medem cerca de 20-60 µm em diâmetro. Por meio de clivagem progressiva, zoósporos 

biflagelados são formados no interior dos zoosporângios. Todo o processo de 

desenvolvimento, desde a formação de zoosporângios não diferenciados até a liberação 

dos zoósporos, requer aproximadamente 35 minutos. Os zoósporos mecanicamente 

rompem a parede do zoosporângio, sendo liberados. Nadam em movimentos espirais ou 

helicoidais em diferentes direções, por aproximadamente 20 minutos e então se 

encistam. Os zoósporos são do tipo secundário com forma reniforme apresentando um 

flagelo anterior (que gera o impulso) e um flagelo posterior (responsável pela direção) 

originados de um sulco ventral ou lateral. Após encistamento, os flagelos são 

destacados e os zoósporos tornando-se globosos emitindo tubo germinativo (DE COCK 

et al., 1987; MENDOZA et al., 1993; MENDOZA et al., 1996).  

Diferente de outras espécies de Pythium, somente poucos isolados de Pythium 

insidiosum produziram estruturas de reprodução sexuada in vitro (DE COCK et al., 

1987). Quando oogônia é produzida, apresenta-se intercalar, lisa e subglobosa medindo 

23 a 30 μm de diâmetro. Um, dois, ou raramente, três anterídios por oogônia podem ser 

observados. Estes são originados por hifas diferentes daquelas que originam as oogônias 

e apresentam forma tubular, medindo de 11 a 37 x 6 a 10 μm. A extremidade do 

anterídio produz um tubo de fertilização que penetra na parede da oogônia. Os oósporos 

são apleróticos, ou quase pleróticos, medindo em torno de 20 a 25 μm de diâmetro (DE 

COCK et al., 1987). 

Até o momento, Pythium insidiosum é a única espécie do gênero com capacidade 

de infectar mamíferos (MENDOZA et al., 1996). Embora Mendoza et al. (1987) e 

Mendoza et al. (1992a) não tenham demonstrado diferenças entre isolados de Pythium 

insidiosum de diferentes origens geográficas através das técnicas de imunodifusão, 
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anticorpos fluorescentes e imunoblot, Schurko et al. (2003a), ao avaliarem o parentesco 

entre 28 isolados de Pythium insidiosum provenientes de diferentes hospedeiros e regiões 

geográficas (Américas, Ásia e Austrália) pela comparação dos genes do espaço 

ribossomal intergênico (região IGS), demonstraram haver variações genéticas entre os 

isolados de Pythium insidiosum das regiões avaliadas. Esse estudo agrupou os diferentes 

isolados em três clusters. No cluster I estão os isolados de Pythium insidiosum 

provenientes das Américas; no cluster II encontram-se agrupados os isolados da Ásia e 

Austrália e no cluster III, que foi o mais distante geneticamente, estão incluídos dois 

isolados provenientes da Tailândia e um dos Estados Unidos. A partir desses resultados, 

os autores acreditam na probabilidade de uma reclassificação como subespécies ou 

mesmo em espécies diferentes. Essas observações foram posteriormente confirmadas por 

Schurko et al. (2003b) ao avaliarem a relação filogenética utilizando a análise da 

seqüência da região transcrita interna do rDNA (região ITS) dos mesmos isolados de 

Pythium insidiosum avaliados anteriormente. Além desses encontros, a identificação de 

diferentes antígenos imunodominantes em isolados de Pythium insidiosum provenientes 

de diferentes espécies por Mendoza et al. (1992a); Vanittanakom et al. (2004); Leal et al. 

(2005); Pérez et al. (2005) e Krajaejun et al. (2006b) e a heterogeneidade genética 

encontrada por Pannanusorn et al. (2007) entre amostras de Pythium insidiosum isoladas 

de pitiose humana na Tailândia, reforçam a existência de variabilidade antigênica e 

genética deste microrganismo.  

 

2.3 Pitiose 
 

2.3.1 Epidemiologia 

 

A pitiose é descrita em regiões de clima tropical, subtropical e temperado, tendo 

sido relatada na Argentina, Austrália, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Estados Unidos, 

Haiti, Índia, Indonésia, Japão, Nova Zelândia, Papua Nova Guiné, Tailândia (CHAFFIN 

et al., 1995; FOIL, 1996; MENDOZA et al., 1996; MENDOZA & NEWTON 2005), 

Venezuela (PÉREZ et al., 2005) e África (RIVIERRE et al., 2005) afetando diversas 

espécies domésticas e selvagens e também humanos. No Brasil, a pitiose foi descrita em 

eqüinos, bovinos, ovinos, caninos e humanos, porém a maioria dos casos relatados 

corresponde a lesões cutâneas em eqüinos. O primeiro relato da enfermidade nesta 

espécie foi realizado por Santos & Londero (1974), ao avaliarem a histopatologia de 
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lesões tumorais do tecido subcutâneo de eqüinos no Rio Grande do Sul. Desde então, 

várias descrições da doença em diferentes Estados do Brasil, incluindo Rio Grande do 

Sul, Paraná, São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Pará e Paraíba, comprovam a existência da pitiose eqüina em todo o País (CARVALHO 

et al., 1984; SANTOS et al., 1987; MEIRELES et al., 1993; MORAL et al., 1997; TÚRY 

& COROA, 1997; MONTEIRO, 1999; TABOSA et al., 1999; SANAVRIA et al., 2000; 

LEAL et al., 2001a; REIS et al., 2003; SALLIS et al., 2003; HEADLEY & ARRUDA, 

2004; DALTO et al., 2007; PEDROSO et al., 2007). Segundo Mendoza et al. (1996), o 

Pantanal brasileiro é provavelmente o local de maior freqüência de pitiose eqüina do 

mundo. Embora não exista um levantamento preciso da incidência da enfermidade no 

Brasil, a pitiose eqüina representa um problema à eqüinocultura, especialmente em 

regiões alagadiças como o Pantanal (LEAL et al., 2001b). Além dos casos descritos em 

eqüinos, o primeiro relato de pitiose cutânea canina no Brasil foi feito por Larsson et al. 

(1997) no Estado de São Paulo. Posteriormente, quatro casos de pitiose gastrointestinal 

foram descritos no Rio Grande do Sul (RIET-CORREA et al.,1998; RECH et al.,2004; 

RODRIGUES et al.,2006; PAVARINI et al.,2007). No Paraná, Paiva et al. (2007) 

identificaram Pythium insidiosum em um canino com gastrite ulcerativa. Em bovinos, 

Santurio et al. (1998) relataram a ocorrência de pitiose no Pantanal Mato-grossense e, 

recentemente, a enfermidade foi diagnosticada no município de Itaqui, Rio Grande do Sul 

(informação verbal)1. O primeiro relato de pitiose ovina no mundo foi descrito por Tabosa 

et al. (2004) em ovinos deslanados na Paraíba. Posteriormente, Santurio et al. (2007) 

relataram casos de rinite granulomatosa causada por Pythium insidiosum em ovinos na 

região central do País. Já em humanos, apenas um caso de pitiose subcutânea foi descrito 

por Bosco et al. (2005) no Estado de São Paulo.  

Nas infecções por Pythium insidiosum não se observa predisposição por sexo, 

idade ou raça e a fonte de infecção são os zoósporos ambientais, não havendo relatos de 

transmissão direta entre os animais ou entre animais e humanos (MENDOZA et al., 

1996). Comumente, observa-se que os animais afetados permanecem por longos períodos 

em contato com águas paradas em lagos, açudes ou locais pantanosos (CHAFIN et al., 

1995).  

                                                 
1 Informação fornecida por Janio Morais Santurio, Universidade Federal de Santa 
Maria, em setembro de 2007.  
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Como Pythium insidiosum é um microrganismo essencialmente aquático, é 

sugestivo que os zoósporos desempenhem o papel de propagadores do agente, sendo 

liberados periodicamente em água pantanosas (MENDOZA, 1987). De acordo com Miller 

& Campbell (1982a), temperaturas entre 30 e 40ºC e acúmulo de água em banhados e 

lagoas, parecem ser fatores essenciais que influenciam a produção de zoósporos 

condicionando a ocorrência da enfermidade. Os autores acreditam que estas condições 

sejam determinantes, uma vez que casos de pitiose normalmente são observados durante 

ou após a estação chuvosa. Essas características epidemiológicas foram bem observadas 

no Pantanal Mato-grossense, onde a maioria dos casos de pitiose eqüina foi registrada 

entre os meses de fevereiro e maio (verão-outono), período que corresponde ao ápice das 

cheias (LEAL et al., 2001a), na Paraíba por Tabosa et al. (1999) ao observarem que os 38 

casos de pitiose relatados foram registrados nos meses de julho a outubro, sete a dez 

meses após o início das chuvas na região e por Santos et al. (1987) no Rio Grande do Sul 

ao observarem a ocorrência de 12 casos de pitiose eqüina nos meses mais quentes do ano 

(janeiro-março).  

 

2.3.2 Ciclo de vida do Pythium insidiosum 

 

Segundo Mendoza et al. (1996), Pythium insidiosum requer ambiente aquático 

com baixas concentrações de íons, pH próximo da neutralidade e uma planta como 

hospedeiro para manter seu ciclo na natureza. A ocorrência da enfermidade em áreas 

alagadiças pode ser explicada pelo ciclo ecológico do Pythium insidiosum proposto por 

Miller (1983). O ciclo se baseia na colonização de plantas aquáticas, que servem de 

substrato para o desenvolvimento e reprodução do microrganismo, formando os 

zoosporângios. Os zoósporos liberados ficam livres na água movimentando-se até 

encontrar outra planta, onde se encistam e emitem tubos germinativos, dando origem a 

um novo micélio e completando seu ciclo. Os animais provavelmente se infectam ao 

entrar em contato com esse ambiente. Segundo os autores, os zoósporos são atraídos por 

quimiotaxia para pele danificada. Uma vez fixados na ferida, se encistam e emitem tubos 

germinativos, todavia, o desenvolvimento da lesão irá depender da resistência natural do 

animal.  
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2.3.3 Patogenia 

 

A patogenia da pitiose não é completamente entendida, em parte porque a doença 

somente é reproduzida experimentalmente em coelhos (MENDOZA et al., 1996). 

Segundo Foil (1996), Pythium insidiosum é considerado um organismo patogênico, uma 

vez que a supressão imunológica não é um pré-requisito aparente para a infecção. 

A provável patogenia da doença foi inicialmente proposta por Mendoza et al. 

(1996), sendo posteriormente esclarecida e ampliada por Mendoza et al. (2003). Esses 

autores acreditam que quando o hospedeiro entra em contato com zoósporos de Pythium 

insidiosum, este forma um tubo germinativo que penetra mecanicamente no tecido. 

Estudos têm demonstrado que a atração dos zoósporos por pêlos, tecido animal e vegetal 

é decorrente da presença de substâncias secretadas por esses tecidos (MENDOZA et al., 

1993). Mendoza et al. (1993) observaram que após o encistamento do zoósporo, o mesmo 

secreta uma substância amorfa que o recobre, sendo provavelmente produzida em 

resposta ao fator quimiotático do hospedeiro. Segundo esses autores, essa substância, que 

pode ser uma glicoproteína, age como um adesivo para ligar o zoósporo à superfície do 

hospedeiro, permitindo a formação de tubo germinativo, constituindo-se assim, num 

importante fator de virulência do patógeno. Mendoza & Newton (2005) baseados nos 

estudos de Ravishankar et al. (2001) afirmam que Pythium insidiosum não é capaz de 

invadir a pele intacta. Estudos realizados in vitro demonstraram que os ápices das hifas de 

Pythium insidiosum exerceram forças de 6,9μN quando testado contra diferentes 

superfícies, incluindo pele humana e animal. Porém, observaram que esta força não foi 

suficiente para penetrar a pele intacta, mostrando, portanto, que este patógeno requer 

lesões prévias na pele para infectar os tecidos do hospedeiro. Em contrapartida, 

demonstraram que este microrganismo pode reduzir a resistência tecidual através da 

secreção de proteases (RAVISHANKAR et al., 2001). Resultados similares foram 

encontrados por MacDonald et al. (2002). Recentemente, Davis et al. (2006) 

comprovaram que três diferentes espécies de Pythium, incluindo Pythium insidiosum, 

foram capazes de secretar significativas quantidades de proteases. Já Santurio et al. 

(1998), acreditam na possibilidade de penetração dos zoósporos através dos folículos 

pilosos, baseados na detecção de hifas no interior do folículo de bovinos infectados 

naturalmente e no fato da quimiotaxia ser mais ativa na região do pêlo encontrada dentro 
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do folículo piloso, questionando a necessidade de lesão na pele para que ocorra a 

germinação dos zoósporos.  

Uma vez nos tecidos, as hifas liberam exoantígenos que provocam uma reposta 

imune com estimulação da subpopulação de linfócitos Th2, e, portanto, com presença de 

eosinófilos, mastócitos, IgE, interleucina 4 e interleucina 5 (MENDOZA et al., 2003). A 

grande quantidade de eosinófilos degranulados, que provoca a reação de Splendore-

Hoeppli, e mastócitos em torno das hifas é responsável pelas lesões observadas nos 

tecidos. Nos eqüinos essa reação exacerbada dá origem a formação de estruturas 

semelhantes a corais denominadas kunkers (MENDOZA et al., 1996). Provavelmente, a 

reação de Splendore-Hoeppli e a secreção de exoantígenos sejam estratégias evolutivas 

desenvolvidas pelo Pythium insidiosum que assegura a sua proliferação tecidual. Esta 

hipótese é suportada pelo fato que hifas viáveis somente são encontradas dentro da reação 

eosinofílica ou no interior dos kunkers, indicando que Pythium insidiosum pode utilizar o 

fenômeno de Splendore-Hoeppli e kunkers para sobreviver (MENDOZA et al., 1996; 

MENDOZA et al., 2003). 

 

2.3.4 Pitiose em eqüinos 

 

Segundo De Cock et al. (1987), o termo pitiose foi proposto em 1980 por 

Chandler como um nome mais apropriado, uma vez que a doença em eqüinos era 

denominada por diferentes nomes como hifomicose, zigomicose, dermatite granular, 

bursattee, Florida leeches, granuloma ficomicótico e swamp cancer. No Brasil, nos 

estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul a enfermidade é conhecida como “ferida 

brava”, “ferida da moda” ou “mal dos pântanos” (CARVALHO et al., 1984). 

Na espécie eqüina as lesões cutâneas são as mais freqüentes e atingem 

principalmente as extremidades distais dos membros e porção ventral da parede tóraco-

abdominal, provavelmente devido ao maior tempo de contato com águas contaminadas 

com zoósporos (MILLER & CAMPBELL, 1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et 

al., 1996). Entretanto, lesões também podem ser observadas na face, cavidade nasal e 

oral, assim como podem disseminar-se para linfonodos regionais, ossos adjacentes e 

pulmões (FOIL, 1996).   

O período de incubação da doença não está bem definido, mas acredita-se que 

varie de alguns dias a várias semanas (MILLER & CAMPBELL, 1982a, SANTOS et al., 
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1987; TABOSA et al., 1999; SALLIS et al., 2003). Alfaro & Mendoza (1990) citam que 

dois dias após a penetração do zoósporo na pele, pode-se observar um aumento de 

volume da região de 5 mm (milímetros) de diâmetro que aumenta rapidamente, podendo 

atingir 10 a 20 cm (centímetros) em duas semanas.  

Os sinais clínicos caracterizam-se pelo desenvolvimento de lesões ulcerativas 

granulomatosas, que evoluem rapidamente, formando grandes massas teciduais que 

podem variar de 5 a 500 mm de tamanho, de bordas irregulares e aparência tumoral. No 

interior da lesão, observa-se abundante tecido conjuntivo fibroso de consistência firme e 

brancacento, entrecortado por galerias (sinus) preenchidas por massas branco-amareladas 

de 2 a 10 mm de diâmetro, de aspecto arenoso e ramificadas, que se desprendem 

facilmente do tecido circunjacente (kunkers). Estes são constituídos por vasos sangüíneos 

que sofreram necrose de coagulação e hifas de Pythium insidiosum recobertas por células 

necróticas (SANTOS et al., 1987; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996). O 

tamanho das lesões depende da sua localização e tempo de evolução da infecção. 

Normalmente observa-se secreção de exsudato serosanguinolento, mucosanguinolento, 

hemorrágico e às vezes mucopurulento fluindo através dos sinus. Prurido é freqüente e os 

animais afetados normalmente mutilam a lesão na tentativa de aliviar o desconforto 

(MILLER & CAMPBELL, 1982a; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996). A 

maioria dos casos descritos relata apenas uma lesão em cada animal, porém podem existir 

lesões cutâneas multifocais (MILLER & CAMPBELL, 1982a; MENDOZA & ALFARO, 

1986; CHAFFIN et al., 1992). Leal et al. (2001a), relataram casos atípicos de pitiose 

eqüina no pantanal brasileiro. Nestes casos, os animais apresentavam lesões subcutâneas 

de curso clínico superior a um ano, localizadas nos membros, face e porção ventral da 

parede tóraco-abdominal, caracterizadas por grandes massas tumorais circunscritas, às 

vezes pedunculadas, recobertas com pele escurecida e engrossada, sem ulcerações e com 

pouca secreção. Ao pressionar-se a lesão, kunkers eram facilmente extraídos, de onde se 

podia isolar Pythium insidiosum. Os eqüinos com tais lesões atípicas não apresentavam 

emagrecimento progressivo e, após um ano de observação, as lesões permaneciam do 

mesmo aspecto e tamanho. Segundo os autores, somente no Pantanal brasileiro foram 

registradas estas formas atípicas da pitiose nos eqüinos.  

Na maioria dos casos de pitiose cutânea, os linfonodos regionais encontram-se 

aumentados de volume. Entretanto, metástases para linfonodos cervicais inferiores, 
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inguinais e submandibulares somente foram observadas por Connole (1973); Murray et 

al. (1978); Leal et al. (1997) e Miller & Campbell (1984). 

Lesões de pitiose no intestino constituem-se na segunda forma mais freqüente da 

infecção em eqüinos. Os casos relatados descrevem episódios de cólica e presença de 

massas tumorais com diminuição e/ou obstrução do lúmen intestinal. Os achados de 

necropsia e excisão cirúrgica revelam ulceração intestinal e presença de massas nodulares 

localizadas na parede do jejuno (BROWN & ROBERTS, 1988; ALLISON & GILLIS, 

1990; MORTON et al., 1991; PURCELL et al., 1994; DALTO et al., 2007). Além dos 

relatos de pitiose cutânea e intestinal, pitiose pulmonar foi descrita por Pecquet-Goad 

(1984) em um eqüino que apresentava tosse e descarga nasal sanguinolenta um ano após 

tratamento de uma lesão cutânea em um dos membros e Reis et al. (2003), detectaram 

infecção generalizada em três animais, com lesões localizadas principalmente nos 

pulmões e fígado. Alfaro & Mendoza (1990) acreditam que o envolvimento ósseo 

somente ocorra em casos de pitiose crônica. Nos casos descritos, foram observadas lesões 

crônicas localizadas nos membros e ao exame radiológico, ficou evidenciado exostose, 

osteólise e osteomielite (MENDOZA et al., 1988; ALFARO & MENDOZA, 1990; 

EATON, 1993). 

A histopatologia da pele de eqüinos afetados revela a presença de úlceras 

acompanhadas por acantose, paraqueratose e papilomatose, podendo constituir-se numa 

hiperplasia pseudoepiteliomatosa. A derme apresenta abundantes áreas necróticas 

(microabscessos), com reação inflamatória composta basicamente de eosinófilos, células 

plasmáticas, neutrófilos, alguns linfócitos e macrófagos (MENDOZA, 1987). Segundo 

Miller & Campbell (1984), as lesões histológicas caracterizam-se pela formação de 

coágulos eosinofílicos encontrados no interior de tecido fibroso e inflamação 

granulomatosa. Os kunkers, observados na macroscopia, correspondem aos coágulos 

eosinofílicos que são compostos de hifas, colágeno, arteríolas e células inflamatórias, 

especialmente eosinófilos. Em torno das hifas, os eosinófilos encontram-se degenerados e 

em direção a periferia os grânulos tornam-se mais evidentes, sendo comum encontrar-se 

eosinófilos intactos na periferia da lesão. A área ao redor do coágulo é composta por um 

espesso exsudato inflamatório rico em neutrófilos e eosinófilos, podendo apresentar 

ocasionalmente células gigantes e macrófagos. Em lesões crônicas observa-se marcada 

fibrose com redução do número de células inflamatórias. A formação de depósitos 

eosinofílicos em torno das hifas, produzindo o fenômeno de Splendore-Hoeppli também 
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pode ser observada (MILLER & CAMPBELL, 1984; MENDOZA & ALFARO, 1986; 

MEIRELES et al., 1993). Hifas de Pythium não coram bem em colorações de 

Hematoxilina & Eosina, sendo identificadas como imagens negativas delimitadas por 

ampla bainha eosinofílica associada à parede da hifa. Entretanto, em cortes corados com 

coloração especial de prata (Grocott), as hifas são evidenciadas na periferia das áreas de 

necrose com paredes espessas marrom-escuras, esparsamente septadas, irregularmente 

ramificadas (normalmente em ângulo reto) e medindo de 2 a 6 μm de diâmetro (MILLER 

& CAMPBELL, 1984; CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996). Os achados histopatológicos 

nos casos de localização intestinal variaram desde a presença de tecido conjuntivo fibroso 

com áreas de necrose de coagulação e focos de mineralização contendo hifas, macrófagos 

e neutrófilos degenerados, sem infiltrado eosinofílico (BROWN & ROBERTS, 1988) ao 

granuloma eosinofílico crônico com presença de hifas de Pythium insidiosum 

identificadas por imunohistoquímica (ALLISON & GILLIS, 1990; MORTON et al., 

1991; PURCELL et al., 1994, DALTO et al., 2007).  

 

2.3.5 Pitiose em caninos 

 

Em seqüência aos eqüinos, a espécie canina é a segunda mais freqüentemente 

infectada por Pythium insidiosum. A pitiose canina apresenta duas formas clínicas 

distintas: cutânea e gastrointestinal, sendo a última, a forma clínica mais prevalente nesta 

espécie. Cursa com distúrbios digestivos como vômito, anorexia crônica, perda de peso, 

diarréia e presença de massas nodulares, evidenciadas à palpação abdominal (MILLER et 

al., 1983; MILLER, 1985; BENTINCK-SMITH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; 

RIET-CORREA et al., 1998; HELMAN & OLIVER, 1999; LILJEBJELKE et al., 2002; 

GROOTERS, 2003, MENDOZA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; PAVARINI et 

al., 2007). A maioria dos cães afetados é proveniente de regiões rurais ou estiveram, 

esporadicamente, em locais alagados como açudes e banhados (FOIL et al., 1984; 

BENTINCK-SMITH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; PATTON et al., 1996; 

HELMAN & OLIVER, 1999; DYKSTRA et al., 1999; GROOTERS, 2003; RIVIERRE 

et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; PAVARINI et al., 2007; PAIVA et al., 2007). 

Geralmente afeta cães de grande porte e com idade inferior a três anos (MILLER, 1985; 

FISCHER et al., 1994; THOMAS & LEWIS, 1998; GROOTERS, 2003; RECH et al., 
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2004). As lesões gastrointestinais caracterizam-se pela formação de grandes massas nas 

paredes do estômago e intestino com ulceração variável da mucosa (MILLER, 1985; 

FISCHER et al., 1994; HELMAN & OLIVER, 1999; GROOTERS, 2003; RECH et al., 

2004; MENDOZA et al., 2005; PAIVA et al., 2007). Miller (1985) descreve que em 

lesões crônicas, o pâncreas, útero, linfonodos mesentéricos e vasos linfáticos também 

podem ser afetados. Além da localização intestinal, dois casos de esofagite crônica foram 

relatados por Patton et al. (1996); e Helman & Oliver (1999) descreveram lesão 

orofaríngea, envolvendo a laringe e esôfago cranial. Já, Jaeger et al. (2002), observaram 

um caso de abscesso na próstata causado por Pythium insidiosum com infecção adjacente 

ao cólon.  

As lesões cutâneas geralmente se localizam nas extremidades, base da cauda, 

períneo e face, aumentam rapidamente de tamanho, ulceram e apresentam múltiplos tratos 

fistulosos (THOMAS & LEWIS, 1998; GROOTERS, 2003). Comumente observa-se uma 

única lesão. Entretanto, múltiplas lesões foram relatadas por Dykstra et al. (1999); Foil et 

al. (1984) e Hensel et al. (2003). Um único caso de pitiose sistêmica foi descrito por Foil 

et al. (1984) com disseminação para intestinos, rins, coração e córtex cerebral. Na maioria 

dos relatos as lesões são indolores e não pruriginosas (DYKSTRA et al., 1999; 

HOWERTH et al., 1989; HENSEL et al., 2003), no entanto, prurido foi observado em 

três cães (FOIL et al., 1984). Thomas & Lewis (1998) citam que em muitos casos o 

intenso prurido determina a automutilação das lesões, o que é similar aos eqüinos.  

Na necropsia, as lesões intestinais caracterizam-se pelo espessamento da região 

afetada e presença de massas tumorais que determinam o estreitamento da luz intestinal. 

Ao corte, a mucosa e submucosa encontram-se espessadas e salpicadas por múltiplos 

nódulos amarelados. Na histopatologia, observa-se que as lesões localizam-se 

preferencialmente na mucosa e submucosa, sendo compostas por inflamação 

granulomatosa e piogranulomatosa com áreas de necrose, circundadas por infiltrado 

inflamatório composto de eosinófilos, plasmócitos, macrófagos epitelióides, células 

gigantes e presença de hifas nos focos necróticos, melhor visualizadas quando coradas 

por Grocott (MILLER et al., 1983; MILLER, 1985; FISCHER et al., 1994; 

LILJEBJELKE et al., 2002; RECH et al., 2004, MENDOZA et al., 2005; RODRIGUES 

et al., 2006; PAVARINI et al., 2007). Em algumas ocasiões podem-se observar reações 

de Splendore-Hoeppli (FISCHER et al., 1994). Já, as lesões cutâneas apresentam-se como 

dermatite granulomatosa a piogranulomatosa ulcerativa, contendo áreas de necrose 
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infiltrada por neutrófilos e macrófagos e granulomas eosinofílicos contendo hifas em seu 

interior, estando delimitados por neutrófilos, macrófagos, células epitelióides e células 

gigantes multinucleadas (FOIL et al., 1984). 

 

2.3.6 Pitiose em felinos 

 

Em gatos, a doença é menos freqüente, havendo poucas descrições na literatura. O 

primeiro relato refere-se a uma infecção nasal e retrobulbar em um gato nos Estados 

Unidos (BISSONNETTE et al., 1991). O animal apresentava uma massa tumoral que 

invadia a nasofaringe, estendendo-se às órbitas e provocando exoftalmia e osteólise do 

palato duro. A histopatologia revelou tecido fibroso infiltrado por eosinófilos, macrófagos 

e grandes linfócitos e presença de hifas de Pythium insidiosum identificadas por 

imunofluorescência. 

Foil (apud MENDOZA et al., 1996) mencionou a ocorrência de vários casos de 

pitiose em gatos na Flórida e Thomas & Lewis (1998) relataram quatro casos de pitiose 

cutânea com lesões nos membros, abdômen e região inguinal. Estes mesmos autores 

descreveram lesões com manifestações clínicas diferentes em dois gatos, caracterizadas 

por grandes massas subcutâneas na região distal dos membros, sem envolvimento 

cutâneo. Grooters (2003) observou, desde 1999, a ocorrência de 10 casos de pitiose 

subcutânea afetando gatos entre quatro meses e nove anos de idade. As lesões 

caracterizaram-se por massas subcutâneas, algumas invasivas, localizadas na região 

inguinal, base da cauda e região periorbital. Em alguns casos as lesões eram nodulares e 

supurativas e em outros se assemelhavam a placas ulceradas, estando localizadas nas 

extremidades, principalmente nos dígitos ou almofada plantar.  

Recentemente, Rakich et al. (2005) relataram dois casos de pitiose gastrointestinal 

em felinos. Os animais apresentavam perda de peso, vômito e presença de uma massa 

palpável na região abdominal. Em ambos os casos, a massa apresentava localização 

extraluminal no duodeno e íleo. Na avaliação histopatológica evidenciou-se enterite 

granulomatosa eosinofílica, envolvendo as camadas muscular e serosa, com áreas 

multifocais de necrose, no interior das quais havia a presença de hifas de Pythium 

insidiosum.  

 

 



 26

2.3.7 Pitiose em bovinos 

 

Em bovinos, a pitiose foi primeiramente descrita na região da Louisiana, EUA 

afetando 6 animais (MILLER et al., 1985). Posteriormente, Santurio et al. (1998) 

relataram a ocorrência da enfermidade no Brasil, na região do Pantanal, acometendo dois 

bovinos e recentemente, no Rio Grande do Sul, afetando 78 animais (informação verbal)1. 

Na Venezuela, Pérez et al. (2005) diagnosticaram pitiose enzoótica em 63 bovinos num 

período de dois anos de estudo.  

Em todos os casos havia a presença de lesões cutâneas, geralmente localizadas nos 

membros, caracterizadas por ulcerações, espessamento da derme e edema na região 

afetada. Prurido e claudicação foram observados nos casos descritos por Pérez et al. 

(2005). Em nenhum dos relatos observou-se presença de kunkers. Em todos os casos, os 

animais afetados permaneciam em regiões alagadiças e a enfermidade foi observada nos 

meses mais quentes do ano, afetando bovinos entre três meses e um ano de idade. Em 

seus relatos, Miller et al. (1985) e Pérez et al. (2005) não especificaram a cura da doença, 

entretanto, Santurio et al. (1998) e Santurio (informação verbal) mencionaram a regressão 

espontânea das lesões. 

Histologicamente, as lesões caracterizaram-se por granulomas dermais 

multifocais, rodeados por tecido conjuntivo fibroso e infiltrado inflamatório constituído 

por eosinófilos, neutrófilos, macrófagos, plasmócitos e células gigantes, com presença de 

hifas de Pythium insidiosum no centro dos granulomas (MILLER et al., 1985, 

SANTURIO et al., 1998; PÉREZ et al., 2005). Nas lesões descritas por Santurio et al. 

(1998), hifas também foram encontradas no interior de folículos pilosos, enquanto que a 

reação de Splendore-Hoeppli foi observada nos casos relatados por Miller et al. (1985) e 

Pérez et al. (2005). 

 

2.3.8 Pitiose em ovinos 

 

A primeira descrição de pitiose em ovinos foi relatada por Tabosa et al. (2004) no 

nordeste brasileiro. Em um dos surtos, 40 animais de um rebanho de 120 ovinos 

deslanados apresentaram a doença, onde já haviam morrido 36 ovinos de diferentes 
                                                 
1 Informação fornecida por Janio Morais Santurio, Universidade Federal de Santa Maria, 
em setembro de 2007.  
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idades. No segundo surto, seis ovinos de um rebanho de 80 encontravam-se doentes. Em 

ambos os casos, os animais permaneciam por longos períodos em locais com águas 

estagnadas. Os animais afetados apresentaram lesões ulcerativas úmidas ou secas, 

localizadas nos membros, região ventral do abdômen e região pré-escapular, sem 

presença de kunkers. Foram observadas metástases para o pulmão, linfonodo pré-

escapular e osso sesamóide. Recentemente, Santurio et al. (2007) descreveram rinite 

granulomatosa causada por Pythium insidiosum em quatro ovinos da raça Santa Inês 

oriundos de áreas pantanosas do Cerrado brasileiro. A enfermidade ocorreu no período de 

julho a setembro apresentando curso clínico de 28 a 50 dias. As lesões clínicas 

caracterizaram-se pelo aumento de volume nasal, epistaxe e presença de fístulas que 

drenavam exsudato mucopurulento. Na necropsia, havia a presença de áreas multifocais 

de necrose e osteólise na região frontal do nariz e palato duro. 

A histopatologia dos tecidos afetados nesses dois relatos revelou a presença de 

granulomas multifocais, no centro dos quais se podiam observar hifas delimitadas por 

reações de Splendore-Hoeppli e infiltrado inflamatório de neutrófilos, eosinófilos, células 

epitelióides e células gigantes (TABOSA et al., 2004; SANTURIO et al., 2007).  

 

2.3.9 Pitiose em coelhos 

 

Segundo Mendoza & Newton (2005) as várias tentativas de reprodução 

experimental da enfermidade em espécies animais naturalmente infectadas resultaram em 

insucesso. Entretanto, a doença pode ser reproduzida em coelhos. A primeira reprodução 

experimental da pitiose nesta espécie foi realizada por Witkamp em 1924 (apud 

MENDOZA & NEWTON, 2005) ao inocular hifas de Pythium insidiosum por via 

intraperitoneal ou endovenosa. Já Miller & Campbell (1983a), comprovaram a 

suscetibilidade de coelhos como modelo experimental para a pitiose através da inoculação 

subcutânea de zoósporos de Pythium insidiosum. Os animais inoculados evidenciaram 

nódulos que evoluíram para fibrogranulomas eosinofílicos com características similares à 

infecção natural dos eqüinos, havendo o isolamento de Pythium insidiosum de algumas 

lesões. Após 20-30 dias de inoculação os autores constataram abscedação progressiva, 

porém não ocorreram ulcerações comparáveis com a doença natural nos eqüinos, e 

tampouco a formação de kunkers. No entanto, na avaliação leucocitária, o quadro da 

pitiose em coelhos foi muito similar aos dos eqüinos, com progressiva leucocitose, 
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moderada neutrofilia e leve monocitose (MILLER & CAMPBELL, 1983a,b). A 

histologia das lesões revelou área central de necrose contendo eosinófilos e hifas fúngicas 

na periferia, delimitada por tecido conjuntivo, o qual se encontrava envolvido 

externamente por uma bainha assimétrica de macrófagos, células epitelióides e algumas 

células gigantes contendo hifas em seu interior (MILLER & CAMPBELL, 1983a). Os 

autores sugeriram que esta espécie poderia ser utilizada como modelo experimental para 

avaliar agentes antifúngicos contra Pythium insidiosum. Os trabalhos de alguns 

pesquisadores como Santurio et al. (2003), que utilizaram coelhos inoculados com 

Pythium insidiosum para avaliar três diferentes formulações usadas para imunoterapia e 

Leal et al. (2002), que avaliaram a resposta sorológica de coelhos imunizados com 

antígenos de Pythium insidiosum, comprovam que esta espécie serve como modelo 

experimental, tanto para estudos sorológicos como para avaliação de imunoterapia. 

 

2.3.10 Pitiose em espécies selvagens 

 

A partir do ano de 2003, quando Grooters diagnosticou lesões cutâneas e 

gastrointestinais em um grupo de ursos mantidos em cativeiro, o número de relatos de 

pitiose em espécies não domésticas é crescente.  

Em 2004, Camus et al. relataram pitiose pulmonar em um jaguar (Pantera onca) 

na América Central e Wellehan et al. diagnosticaram pitiose cutânea na face de um 

dromedário (Camelus dromedarius), com lesões metastáticas para linfonodos e 

estômago. Já Buergelt et al. (2006), avaliando clinicamente um tigre de bengala 

(Panthera tigris tigris) que apresentava episódios de vômito, identificaram a presença 

de uma massa palpável na região abdominal. À necropsia observaram espessamento da 

região distal do jejuno e cólon com estenose e oclusão do lúmen intestinal. Em todos os 

casos descritos, a histologia revelou a presença de granulomas eosinofílicos com hifas 

de Pythium insidiosum em seu interior.  

 

2.3.11 Pitiose em humanos 

 

As infecções causadas por Pythium insidiosum em humanos apresentam formas 

clínicas que diferem daquelas observadas nos animais, podendo ser classificadas em 3 

formas: cutânea, arterial e ocular. A forma cutânea caracteriza-se pelo desenvolvimento 
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de lesões subcutâneas em pacientes talassêmicos, com achados patológicos de reação 

granulomatosa, infiltração difusa e edema da parede dos vasos. Já a forma arterial 

(sistêmica), é caracterizada pelo desenvolvimento de arterite crônica, trombose arterial e 

gangrena, atingindo geralmente a extremidade dos membros inferiores. A histopatologia 

evidencia inflamação eosinofílica e invasão dos vasos por hifas de Pythium insidiosum. 

Esta forma é somente encontrada em pacientes talassêmicos e geralmente leva a 

amputação do membro afetado. A forma ocular manifesta-se como ceratite, podendo ou 

não estar associada à talassemia. Nesta forma, os pacientes normalmente terminam por 

realizar ceratoplastia, evisceração ou enucleação (IMWIDTHAYA, 1994; 

PRASERTWITAYAKIJ et al., 2003; KRAJAEJUN et al., 2006a). A maioria dos casos 

de pitiose humana foi observada na Tailândia e esporadicamente, nos EUA, Austrália, 

Haiti, Malásia, Nova Zelândia e Brasil. Os primeiros casos foram relatados por 

Thianprasit na Tailândia (apud MENDOZA et al., 1996). PRASERTWITAYAKIJ et al. 

(2003) realizaram uma extensa revisão dos casos de pitiose humana descritos na 

literatura, incluindo todos os principais relatos. Encontraram descritos 32 casos, sendo 25 

relatados na Tailândia (78%) e os demais nos EUA, Austrália, Haiti, Malásia e Nova 

Zelândia. Vinte pacientes de 21 com ocupação conhecida eram fazendeiros e 23 

indivíduos de 28 eram talassêmicos. Nove pacientes (28%) desenvolveram a forma de 

ceratite com ulceração da córnea, sendo realizada ceratoplastia em todos os afetados. 

Cinco (15%) apresentaram a forma subcutânea e foram submetidos à excisão cirúrgica da 

lesão e tratamento com antifúngicos, respondendo bem a terapia. Dezessete pacientes 

(53%) desenvolveram a forma sistêmica, sendo todos provenientes da Tailândia. Destes, 

16 sofreram amputação do membro afetado e oito vieram a óbito. A evolução desses 

casos demonstra a gravidade da pitiose arterial em humanos. Similarmente, Krajaejun et 

al. (2006a) revisando os relatos de pitiose humana descritos na Tailândia no período de 

1985-2003 encontraram descritos 102 casos de pitiose com freqüências e características 

similares àquelas já relatadas por Prasertwitayakij et al. (2003). Na Tailândia, observa-se 

que dois fatores contribuem para importância da pitiose humana: a prevalência da α e ß 

talassemia e presença de grandes áreas alagadiças utilizadas para agricultura (TRISCOTT 

et al., 1993; IMWIDTHAYA, 1994; KRAJAEJUN et al., 2006a). Além disso, no estudo 

realizado por Supabandhu et al. (2007), confirmou-se que os reservatórios de água 

utilizados para irrigação de lavouras na Tailândia constituem-se na principal fonte de 

infecção do Pythium insidiosum, uma vez que este agente foi recuperado com alta 

freqüência desses ambientes. Mendoza et al. (2004) ao realizarem uma revisão de casos 
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de ceratite em crianças nos EUA, no período de 1900-1987, encontraram que cinco casos 

descritos como ceratite fúngica, foram consistentes com lesões causadas por Pythium 

insidiosum. No Brasil, a pitiose humana ainda não havia sido relatada até 2005, quando 

Bosco et al., descreveram o primeiro caso de pitiose cutânea em um paciente do sexo 

masculino no Estado de São Paulo.  

 

2.4 Diagnóstico 
 

2.4.1 Diagnóstico microbiológico 

 

O diagnóstico presuntivo de pitiose é realizado levando-se em consideração a 

epidemiologia, sinais clínicos e aspectos macro e microscópicos das lesões. O 

isolamento e identificação do agente são de grande valor para o diagnóstico definitivo e 

diferencial, uma vez que a pitiose em eqüinos deve ser diferenciada de habronemíase 

cutânea, zigomicoses (especialmente conidiobolomicose e basidiobolomicose), 

neoplasias, como carcinoma de células escamosas e sarcóide, tecido de granulação 

exuberante e granulomas bacterianos (CHAFFIN et al., 1995; GROOTERS et al., 

2002a). Já em caninos, o diagnóstico diferencial deve incluir infecções causadas por 

zigomicetos e oomicetos do gênero Lagenidium (GROOTERS et al., 2003) e em ovinos, 

especialmente as lesões nasais, devem ser diferenciadas de conidiobolomicose 

(SANTURIO et al., 2007; SILVA et al., 2007). 

Grooters et al. (2002a) ao avaliar diferentes técnicas para o cultivo de Pythium 

insidiosum a partir de lesões de pitiose em eqüinos, observaram que o sucesso no 

isolamento foi alto quando biópsias, especialmente kunkers, foram imediatamente 

semeadas em meios de cultura contendo antibióticos. Quando estas amostras foram 

armazenadas por um a três dias antes de seu processamento, o isolamento foi maior 

quando as mesmas ficaram armazenadas à temperatura ambiente ou em solução 

contendo ampicilina. Já, quando esses tecidos ficaram armazenados por quatro a cinco 

dias antes de seu processamento, o isolamento de Pythium insidiosum foi maior quando 

os kunkers ficaram estocados a 4ºC. Embora alguns autores citem que a refrigeração 

pode resultar em morte do Pythium insidiosum na amostra (NEWTON & ROSS, 1993; 

MENDOZA, et al., 1996), os dados obtidos por Grooters et al. (2002a), sugerem que a 

inibição do crescimento bacteriano, que contamina a amostra, aumenta as chances de 
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isolamento de Pythium insidiosum dos tecidos infectados. Para o isolamento, alguns 

autores sugerem o uso de ágar V8, acrescido de estreptomicina (200µg/mL) e 

ampicilina (100µg/mL). Entretanto, meios de cultivo como agar Sabouraud, caldo 

Sabouraud, agar sangue, agar infusão-cérebro-coração (BHI) e agar CMA também 

podem ser utilizados (CHAFFIN et al., 1995). Pequenos pedaços de tecido fresco, 

previamente lavados em solução salina ou água destilada estéril, são distribuídos 

diretamente na superfície do agar, devendo ficar incubado a 37ºC, por 24 – 48 horas 

(MENDOZA et al., 1996). A identificação é realizada através do aspecto da colônia e 

características das hifas (DE COCK et al., 1987). A produção de zoosporângios e 

zoósporos deve ser observada para identificação final de Pythium insidiosum. Para 

obtenção de zoósporos in vitro, pedaços de folhas de grama (Paspalum notatum) 

previamente esterilizados, são distribuídos sobre cultivos de Pythium insidiosum em 

agar água a 2% e incubados a 37ºC por 24 horas. Posteriormente, os pedaços de folhas 

infectados são transferidos para uma solução de sais minerais diluída a 1%. 

Zoosporângios contendo zoósporos móveis são observados nos bordos terminais das 

folhas, após duas a quatro horas de incubação a 37ºC (MENDOZA & PRENDAS, 1988; 

CHAIPRASERT et al., 1990).  

Mesmo sendo possível a correta caracterização de Pythium insidiosum através 

destes métodos, em algumas ocasiões o isolamento não ocorre e a identificação das 

espécies de Pythium não é uma tarefa fácil, pois se baseia nas características 

morfológicas das estruturas de reprodução assexuada e sexuada (ALEXOPOULOS et 

al., 1996; MOORE-LANDECKER, 1996) necessitando de técnicos bastante 

experientes. Desta forma, o desenvolvimento de técnicas de imunohistoquímica, 

sorológicas e moleculares facilita, auxilia e suporta um diagnóstico precoce e seguro da 

enfermidade.  

 

2.4.2 Diagnóstico sorológico 

 

O desenvolvimento de técnicas sorológicas para o diagnóstico e monitoramento da 

resposta imunológica em eqüinos com pitiose foi impulsionado por Miller & Campbell 

(1982b). Esses autores desenvolveram as técnicas de imunodifusão em gel de agar (ID), 

fixação do complemento (FC) e um teste de hipersensibilidade intradérmica (TI), para 

diagnosticar e avaliar a resposta imune humoral e celular de eqüinos com pitiose. Os 
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testes realizados em animais com pitiose clínica, diagnosticaram positivamente 100% 

(ID), 82% (FC) e 64% (TI) dos casos. Esses dados comprovaram que o teste de ID 

apresentava alta sensibilidade e especificidade para a detecção de anticorpos anti-Pythium 

insidiosum. Resultados similares foram obtidos por Mendoza & Alfaro (1986). Mendoza 

et al. (1986) ao avaliar três diferentes antígenos utilizados para o teste de ID, 

demonstraram melhor sensibilidade e especificidade do teste quando o antígeno foi 

produzido a partir de filtrados de cultura, e não a partir de antígeno tripsinizado como 

relatado por Miller & Campbell (1982b). Em 1990, Kaufman et al., demonstraram a 

eficiência da ID para o soro-diagnóstico das zigomicoses causadas por Basidiobolus 

ranarum e Conidiobolus coronatus, assim como para pitiose, em humanos e animais, 

comprovando a validade do teste para o diagnóstico diferencial destas três micoses. Da 

mesma forma, Imwidthaya & Srimuang (1989) e Pracharktam et al. (1991) demonstraram 

a sensibilidade e especificidade da ID para o diagnóstico e monitoramento da pitiose em 

humanos. Embora este teste identifique anticorpos no soro da maioria dos eqüinos e 

humanos infectados, falha na detecção de anticorpos em caninos com doença ativa 

(GROOTERS, 2003). Similarmente, Pérez et al. (2005) ao utilizar o teste de ID para 

diagnóstico de pitiose em bovinos, constataram que apenas 22,8% dos animais infectados 

demonstraram reações positivas, sugerindo a insensibilidade desta técnica para o 

diagnóstico da doença nesta espécie.  

Segundo Mendoza et al. (2005), um importante passo para identificação de 

Pythium insidiosum em amostras histopatológicas foi o desenvolvimento das técnicas de 

anticorpos fluorescentes por Mendoza et al. (1987) e imunoperoxidase por Brown et al. 

(1988). O teste de imunofluorescência demonstrou especificidade na detecção de hifas 

nos tecidos de felinos, caninos e humanos, porém em eqüinos, a fluorescência uniforme 

observada, devido à liberação de antígenos solúveis, impediu a utilização deste teste 

como diagnóstico nesta espécie (MENDOZA et al., 1996). 

A técnica de imunoperoxidase tem sido utilizada com bons resultados no 

diagnóstico de pitiose em eqüinos (BROWN & ROBERTS, 1988; ALLISON & GILLIS, 

1990; MORTON et al., 1991; CHAFFIN et al., 1992; PURCELL et al., 1994; 

WORSTER et al., 2000; DALTO et al., 2007; PEDROSO et al., 2007), caninos 

(HOWERTH et al., 1989; FISCHER et al., 1994; PATTON et al., 1996; HNILICA, 

1998; HELMAN & OLIVER, 1999; JAEGER et al., 2002; LILJEBJELKE et al., 2002; 

PAVARINI et al., 2007), bovinos (SANTURIO et al., 1998), ovinos (TABOSA et al., 

2004), humanos (TRISCOTT et al., 1993) e espécies não domésticas (CAMUS et al., 
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2004). Entretanto, Grooters et al. (2003) reportaram reação cruzada em caninos 

infectados por Lagenidium sp., um outro oomiceto muito relacionado ao gênero Pythium, 

e que também causa infecção em cães similares a pitiose. 

Mendoza et al. (1997) foram pioneiros no desenvolvimento do teste de ELISA 

(Ensaio de Imunoadsorção Enzimática) para o diagnóstico de pitiose em animais e 

humanos. Com esse trabalho, os autores demonstraram que o ELISA utilizado foi 

eficiente para o diagnóstico da enfermidade, apresentando especificidade semelhante à 

ID, todavia com melhor sensibilidade, possibilitando a detecção de infecções precoces 

ou ainda subclínicas. Posteriormente, no Brasil, Rosa et al. (1999) desenvolveram um 

teste de ELISA para o diagnóstico de pitiose eqüina com resultados similares aos 

anteriormente descritos. Já Alves et al. (2001), avaliaram o desempenho da técnica de 

“ELISA-conta” na detecção de anticorpos anti-Pythium insidiosum no soro de coelhos 

imunizados e Santurio et al. (2006b) descreveram a padronização do teste de ELISA 

para detecção e monitoramento de anticorpos em coelhos com pitiose experimental e 

eqüinos naturalmente infectados. Os dados obtidos em ambos os estudos permitiram 

inferir que as técnicas utilizadas foram seguras e eficazes no diagnóstico sorológico da 

doença. ELISA para o diagnóstico precoce de pitiose em caninos (GROOTERS et al., 

2002b), humanos (KRAJAEJUM et al., 2002) e bovinos (PÉREZ et al., 2005) também 

foi desenvolvido e, similar ao teste em eqüinos e coelhos, apresentou alta sensibilidade 

e especificidade. Já, Rakich et al. (2005) afirmaram que ELISA é útil no diagnóstico da 

doença em felinos e no monitoramento da terapia. 

O teste de Western Blot, desenvolvido por Mendoza et al. (1992a), foi introduzido 

com o objetivo de identificar antígenos imunodominantes de Pythium insidiosum durante 

a infecção. Esta técnica mostrou boa especificidade, sendo útil na identificação dos 

isótipos de imunoglobulinas em animais com doença ativa (MENDOZA et al., 1996). A 

utilização deste teste na pitiose bovina identificou 100% dos animais infectados (PÉREZ 

et al., 2005), assim como também apresentou resultados similares quando aplicado ao 

diagnóstico da pitiose em humanos (VANITTANAKOM et al., 2004; KRAJAEJUN et 

al., 2006b). Através desses estudos foram identificados importantes antígenos 

imunodominantes de Pythium insidiosum que diferiram quando avaliados com soro de 

eqüinos (MENDOZA et al., 1992a; LEAL et al., 2005); bovinos (PÉREZ et al., 2005; 

LEAL et al., 2005), humanos (VANITTANAKOM et al., 2004; KRAJAEJUN et al., 

2006b) e coelhos (LEAL et al., 2005). Recentemente, o mapeamento de antígenos 

imunodominantes em hifas de Pythium insidiosum realizado por Garcia et al. (2007), 
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revelou que a maioria deles estava localizada nas camadas internas da parede celular e 

alguns poucos no citosol das hifas.  

 

2.4.3 Diagnóstico molecular 

 

Atualmente, as técnicas moleculares se constituem em importantes ferramentas 

para o diagnóstico, identificação e estudos filogenéticos de Pythium insidiosum. Neste 

contexto, a PCR (Reação em Cadeia de Polimerase) tornou-se uma importante técnica 

no diagnóstico da pitiose, uma vez que permite a identificação rápida e segura de 

Pythium insidiosum a partir de cultivos ou tecidos infectados. Além disso, Grooters & 

Gee (2002), ao desenvolverem a técnica de Nested-PCR, utilizando a região ITS-1 do 

gene rRNA como alvo de amplificação, aumentaram a sensibilidade e especificidade da 

mesma, tornando-a mais precisa. Desta forma, estas técnicas têm sido bastante 

difundidas e utilizadas no diagnóstico da doença com resultados seguros (BADENOCH 

et al., 2000; JAEGER et al., 2002; REIS et al., 2003; CAMUS et al., 2004; 

WELLEHAN et al., 2004; VANITTANAKOM et al., 2004; BOSCO et al., 2005; 

MENDOZA et al., 2005; RIVIERRE et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006, 

SANTURIO et al., 2007; PAIVA et al., 2007). 

 De acordo com Schurko et al. (2004), as sondas de DNA são bastante 

utilizadas na identificação de agentes patogênicos, uma vez que podem detectar DNA 

em culturas mistas, não exigindo a obtenção de culturas puras. No estudo realizado com 

Pythium insidiosum por estes autores, uma sonda de DNA espécie-específica elaborada 

a partir da região intergênica (IGS-1), situada entre os genes LSU e 5S rRNA do 

Pythium insidiosum, foi utilizada com o objetivo de distinguir o agente de outras 

espécies de Pythium e de outros patógenos que causam doenças com sintomas similares 

a pitiose. Os resultados obtidos demonstraram que a especificidade da sonda para 

hibridizar o DNA genômico de todos os isolados de Pythium insidiosum testados e a 

ausência de reatividade cruzada com o DNA de outras espécies de Pythium ou outros 

patógenos similares, torna esta técnica valiosa para o diagnóstico da pitiose.  

 Já para estudos de identificação de Pythium insidiosum e avaliação do 

parentesco entre isolados provenientes de diferentes hospedeiros e regiões geográficas, 

Schurko et al. (2003a), avaliaram a aplicabilidade do RFLP (restriction fragment length 

polymorphism) na análise dos genes do rRNA da região IGS. Concluíram que esta 
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técnica constitui-se numa poderosa ferramenta molecular na identificação de Pythium 

insidiosum, além de fornecer importantes informações de parentesco dos isolados. 

Entretanto, Schurko et al. (2003b) afirmam que embora a análise do RFLP da região 

IGS forneça informações de variabilidade intraespecífica entre isolados de Pythium 

insidiosum, o seqüenciamento da região ITS permite melhor avaliação da relação 

filogenética, não somente entre Pythium insidiosum, mas também entre outras espécies 

de Pythium e gêneros relacionados, tarefas que não podem ser identificadas através da 

técnica de RFLP. 

 

2.5 Tratamento 
 

2.5.1 Cirurgia e Quimioterapia 

 

O tratamento da pitiose em animais e humanos apresenta dificuldades em função 

das características peculiares do Pythium insidiosum, sobretudo sua composição de 

parede celular e ausência de ergosterol na membrana citoplasmática, o que explica os 

resultados desanimadores com terapias antifúngicas, uma vez que o ergosterol constitui o 

componente alvo de ação da maioria dos fármacos antifúngicos 

(SATHAPATAYAVONGS et al., 1989; FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Associado a 

esse fato, em muitos casos o sucesso das terapias também pode ser influenciado pelo 

tamanho e tempo da lesão, idade e estado nutricional do animal (MILLER, 1981). Três 

métodos terapêuticos são freqüentemente utilizados no tratamento da pitiose: cirurgia, 

quiomioterapia e imunoterapia (MENDOZA et al., 1996).  

Segundo Miller (1981); Newton & Ross (1993); Chaffin et al. (1995); Mendoza et 

al. (1996) e Mendoza et al. (2003), a cirurgia é o método mais popular e mais 

freqüentemente utilizado no tratamento da pitiose eqüina, embora apresente altas taxas de 

recidiva. Para evitá-las, a intervenção cirúrgica requer a retirada de toda a região afetada, 

o que não é possível quando as lesões envolvem áreas anatômicas delicadas, assim como 

a região ventral do abdômen, membros e ossos (CHAFFIN et al., 1995). 

A terapia da pitiose eqüina utilizando fármacos antifúngicos como anfotericina B 

foi realizada por McMullan et al. (1977). Os autores obtiveram 50% de eficiência no 

tratamento, quando anfotericina B foi associado à remoção cirúrgica. No entanto, somente 

30% dos animais responderam a terapia com anfotericina B isolada e 20% não 
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responderam aos tratamentos. Segundo Gonzáles et al. (1979) o tratamento das 

ficomicoses subcutâneas é incrementado quando iodeto de potássio é usado após a 

extirpação cirúrgica da lesão. Resultados similares foram obtidos por Little & Kabay 

(1984); Chaffin et al. (1992) e Rodrigues & Luvizotto (2000) no tratamento de pitiose 

cutânea e Allison & Gillis (1990) em um caso de pitiose intestinal. Entretanto, Meireles et 

al. (1993) não obtiveram sucesso em dois eqüinos tratados com iodeto de potássio 

endovenoso, até mesmo quando associado à cirurgia. Utilizando alternativas de 

tratamento, Sedrish et al. (1997), obtiveram sucesso no uso de raio laser vermelho de 

alumínio, neodímio e ítrio como terapia suplementar após a remoção cirúrgica de lesões 

de pitiose eqüina. Já Hubert & Grooters (2002), acreditam que o tratamento mais indicado 

para cura de pitiose clínica em eqüinos é a ressecção cirúrgica total do granuloma 

combinada com imunoterapia específica para Pythium insidiosum. 

Na pitiose canina, nenhuma das terapias antifúngicas propostas apresentaram 

resultados satisfatórios. Entre os fármacos testados destacam-se a anfotericina, 

fluconazol, cetoconazol e itraconazol (ENGLISH & FROST, 1984; FOIL et al., 1984; 

DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; RIVIERRE et al., 2005). Segundo alguns 

autores, a cirurgia continua como opção mais segura (HNILICA, 1998, THOMAS & 

LEWIS, 1998; GROOTERS, 2003). Entretanto, Grooters (2003) citam que as recidivas 

pós-operatórias são freqüentes. Por esta razão, indicam a terapia com itraconazol 

associado a terbinafina por dois a três meses após cirurgia. Este mesmo autor relata que 

aproximadamente 15% dos cães com pitiose gastrointestinal responderam ao tratamento 

com itraconazol ou anfotericina B lipídica. Também observou melhora ou cura clínica e 

sorológica em vários casos de pitiose cutânea canina e felina tratados com a associação 

antifúngica terbinafina/itraconazol. Afirma que embora, o número de animais que 

responderam a este protocolo de tratamento tenha sido baixo, a combinação antifúngica 

pareceu superior à terapia isolada. 

O tratamento da pitiose felina também apresenta resultados variados. Bissonnette 

et al. (1991) ao realizar o tratamento de um felino com cetoconazol, observaram que 

houve melhora clínica, porém a lesão recidivou após o término do tratamento. Já Rakich 

et al. (2005) obtiveram resultados diferentes ao tratar dois felinos com pitiose 

gastrointestinal. O animal tratado com a associação terbinafina/itraconazol, durante dois 

meses após retirada cirúrgica da lesão, apresentou cura clínica sem recidivas. Porém, 

morreu subitamente quatro meses após a cirurgia. O outro felino, que recebeu terapia com 

itraconazol, também por dois meses após retirada cirúrgica da lesão, demonstrou 



 37

sorologia negativa, detectada por meio de um teste de ELISA, realizado cinco meses após 

tratamento. Este animal permaneceu em observação por nove meses, não apresentando 

recidiva da lesão durante esse período.  

Os testes de sensibilidade in vitro com fármacos antifúngicos, realizados com 

Pythium insidiosum, são escassos e têm demonstrado resultados contraditórios entre si e, 

muitas vezes, com a terapêutica clínica. No estudo realizado por Sekhon et al. (1992) os 

poliênicos anfotericina B, hamycin e seus análogos não apresentaram atividade 

satisfatória, enquanto os azólicos fluconazol, cetoconazol e miconazol inibiram os 

isolados de Pythium insidiosum testados in vitro, com o miconazol apresentando os 

melhores resultados, seguido do cetoconazol. Entretanto, Triscott et al. (1993), 

constataram a boa resposta ao tratamento com anfotericina B na pitiose subcutânea 

periorbital em humanos, contrariando os resultados obtidos nos testes de sensibilidade. 

Em outro estudo, os fármacos anfotericina B, flucitosina, miconazol e griseofulvina não 

inibiram o crescimento do microrganismo, enquanto o itraconazol apresentou atividade 

moderada e a terbinafina foi ativa contra o Pythium insidiosum testado (SHENEP et al., 

1998). De acordo com os autores, a associação de terbinafina e itraconazol apresentou 

efeito sinérgico e foi utilizada, com sucesso, no tratamento de um menino com infecção 

facial. Recentemente, Argenta et al. (2007a) investigaram a atividade in vitro do 

itraconazol e voriconazol combinado com terbinafina contra 30 isolados de Pythium 

insidiosum originários de casos clínicos de pitiose em animais no Brasil. Os resultados 

obtidos indicaram que a terbinafina foi ativa quando usada como fármaco único, enquanto 

itraconazol e voriconazol foram inativos. A associação antifúngica foi sinérgica em 17% 

dos isolados e indiferente em 83%. O tratamento de coelhos com pitiose experimental 

utilizando a associação antifúngica terbinafina e itraconazol não evidenciou resultados 

satisfatórios, salientando a ineficácia desta terapia na pitiose (ARGENTA et al., 2007b).  

 

2.5.2 Imunoterapia 

 

A falta de escolhas terapêuticas encorajou o desenvolvimento e o uso de 

imunoterapia no tratamento da pitiose eqüina (MENDOZA et al., 2003). As pesquisas 

iniciaram-se com Miller, em 1981, avançando de maneira significativa a partir de 1998 

(SANTURIO et al., 2006a). Mendoza & Newton (2005) afirmam que os dados clínicos da 

utilização da imunoterapia nos últimos 10 anos indicam que esta prática é segura, tanto 

em animais quanto em humanos, curando aproximadamente 60% dos indivíduos tratados 
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e modulando a resposta imune dos mesmos. 

O imunoterápico desenvolvido por Miller (1981) foi composto por hifas 

inativadas e sonicadas de Pythium insidiosum. Embora o imunoterápico tenha 

apresentado alguns efeitos colaterais, como a forte reação no sítio de inoculação, curou 

53% dos animais com doença clínica em 14 a 28 dias. Quando esta prática foi precedida 

de procedimento cirúrgico, observou-se incremento do índice de cura.  

A partir do trabalho pioneiro de Miller (1981), vários pesquisadores iniciaram a 

utilização da imunoterapia em eqüinos, porém com modificações na técnica 

originalmente descrita. Em 1986, Mendoza & Alfaro utilizaram como antígeno apenas o 

sobrenadante das culturas de Pythium insidiosum, objetivando diminuir a reação no local 

de aplicação. Nesta ocasião, foram utilizados cinco animais para o teste, dos quais três 

foram recuperados. Em continuidade às pesquisas na Costa Rica, Mendoza et al. (1992b), 

desenvolveram dois protocolos de vacina, um utilizando massa celular como antígeno e o 

outro utilizando antígeno solúvel concentrado. O tratamento de 71 eqüinos com pitiose 

clínica apresentou resultados positivos naqueles animais com lesões com menos de dois 

meses de evolução, com 60% e 70% de eficiência, respectivamente. Comparando as 

formulações, os autores observaram que a formulação que utilizou antígeno solúvel 

concentrado apresentou menor reação no sítio de inoculação e estabilidade superior, 

podendo ficar armazenado por mais de 18 meses a 4ºC. No Brasil, a utilização de um 

imunoterápico, denominado PitiumVac®, produzido a partir de hifas maceradas de 

culturas mistas de Pythium insidiosum e submetidas a liofilização, demonstrou índices de 

cura de 50% em eqüinos com lesões recidivantes, 60% em animais com lesões recentes e 

83% em casos crônicos com mais de 1 ano de evolução clínica, característica que não 

havia sido observada com os outros imunoterápicos testados (MONTEIRO, 1999). 

Posteriormente, Santurio et al. (2003), utilizando coelhos como modelo experimental, 

avaliaram a eficiência de três processos de produção de imunoterápicos contra pitiose, 

produzidos a partir de cultivos e submetidos aos processos de maceração e sonicação. 

Observaram que o imunoterápico macerado liofilizado foi superior, reduzindo em até 

72% a área dos nódulos cutâneos dos animais inoculados. Os resultados deste trabalho 

sugerem que a sonicação pode ocasionar a desnaturação dos antígenos protetores, 

reduzindo desta forma, a eficácia da imunoterapia. Simultaneamente, Mendoza et al. 

(2003), modificaram a formulação anteriormente descrita por Mendoza et al. (1992b) e a 

testaram em 18 eqüinos e seis caninos oriundos de diferentes áreas enzoóticas de pitiose 
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nos Estados Unidos. Este novo protocolo, contendo uma mistura de exoantígenos e 

antígenos citoplasmáticos, curou 72% dos eqüinos, incluindo casos crônicos e 33% dos 

caninos, sugerindo que a inclusão de antígenos citoplasmáticos aumenta as propriedades 

curativas do imunoterápico. Além disso, Leal et al. (2002), demonstraram que os 

imunoterápicos em uso podem ter sua atuação prolongada e potencializada quando 

utilizados com adjuvantes. 

Resultados animadores da imunoterapia em humanos foram observados por 

Thitithanyanont et al. (1998). Após insucesso com tratamentos a base de drogas 

antifúngicas e cirurgia em um paciente com pitiose, o uso de imunoterápico induziu a 

cura após duas aplicações, com intervalo de 14 dias. Similarmente, Wanachiwanawin et 

al. (2004), utilizando o mesmo imunoterápico, observaram a cura de quatro pacientes 

(50%) com pitiose vascular. Baseados nos resultados desses relatos, Mendoza & Newton 

(2005) afirmam que a imunoterapia deve ser considerada como opção de tratamento em 

casos de pitiose humana. Recentemente, Krajaejun et al. (2006a), ao tratarem 12 

pacientes com pitiose vascular com imunoterapia, obtiveram cura em cinco (41,6%), 

comprovando a eficácia do imunoterápico no tratamento da enfermidade em humanos.  

A utilização do imunoterápico no tratamento da pitiose bovina também apresentou 

respostas positivas com eficácia de aproximadamente 100%. Em contrapartida aos 

resultados obtidos em eqüinos, bovinos e humanos, a imunoterapia em cães e gatos tem 

demonstrado resultados frustrantes (MENDOZA & NEWTON, 2005).  

Apesar do progresso nos estudos sobre a doença e imunoterapia, é importante 

ressaltar que ainda não há um completo conhecimento dos mecanismos envolvidos na 

infecção por Pythium insidiosum e as explicações para os mecanismos de infecção e de 

cura são baseados em hipóteses fundamentadas em observações da doença em humanos e 

eqüinos (SANTURIO et al., 2006a). 

Conforme Miller (1981), o caráter progressivo da doença em eqüinos 

imunocompetentes sugere a ocorrência de uma resposta imunológica inadequada ou um 

bloqueio na mesma que impede o sistema imunológico de responder à infecção. As hifas, 

mesmo sendo antigênicas, não são completamente reconhecidas pelo hospedeiro, devido à 

marcante reação inflamatória, particularmente eosinofílica, que recobre a superfície das 

hifas, impedindo a exposição dos antígenos requeridos para a correta estimulação 

antigênica. Esse autor acredita que a vacinação supera os efeitos inibitórios pela 

introdução de fragmentos de hifas e de fatores citoplasmáticos, os quais são reconhecidos 
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como antígenos estranhos, induzindo desta forma, uma resposta imune humoral e celular, 

com preponderância da imunidade humoral, evidenciada pela presença de plasmócitos no 

infiltrado celular das lesões após imunoterapia. Nessa ocasião, o autor propôs que os 

anticorpos poderiam atuar por meio de dois diferentes mecanismos: um primeiro 

envolvendo citotoxicidade dependente de anticorpos (IgG) e mediado por células 

(linfócitos, macrófagos e talvez eosinófilos), e o segundo envolvendo imunoglobulina e o 

sistema complemento, onde os anticorpos específicos estimulados pelo imunoterápico 

ativariam o sistema complemento, danificando a parede celular e promovendo a lise do 

agente. A participação da resposta humoral foi também demonstrada por Newton & Ross 

(1993) ao verificarem que o nível de anticorpos anti-Pythium aumentavam em eqüinos 

doentes submetidos à imunoterapia. Entretanto, Mendoza et al. (1992b) já haviam 

demonstrado a importância da resposta celular na cura da pitiose ao observarem que os 

níveis de anticorpos em eqüinos tratados com imunoterápico não aumentavam após o 

tratamento e inclusive desapareciam após a cura, evidenciando a participação da 

imunidade celular. Posteriormente, resultados similares foram encontrados por Leal et al. 

(2005) ao avaliarem o perfil protéico do soro de eqüinos pré e pós-tratamento com 

imunoterápico utilizando western-blot. Alterações quantitativas e qualitativas no perfil de 

IgG não foram observadas, suportando o envolvimento da  resposta celular no mecanismo 

de cura. 

Embora Miller (1981) tenha explanado parcialmente os mecanismos envolvidos 

na doença e na cura por imunoterapia, a provável hipótese de cura foi consistentemente 

proposta por Mendoza et al. (1996). Posteriormente, Mendoza et al. (2003), avaliando as 

propriedades imunoterápicas de sua vacina, descreveram com maiores detalhes os 

prováveis mecanismos imunológicos envolvidos na cura. Segundo esses autores, a 

imunoterapia induz a liberação de antígenos citoplasmáticos que estimulam uma resposta 

mononuclear que resulta em cura. É provável que estes imunógenos sejam apresentados 

ao sistema imune de uma forma diferente que durante a infecção natural, induzindo a uma 

regulação negativa da subpopulação de linfócitos T auxiliares (Th2). Em contrapartida, 

estimulam uma outra subpopulação de células imunes, preferencialmente linfócitos Th1. 

Thitithanyanont et al. (1998), baseados nos eventos celulares antes e após imunoterapia 

em humanos e animais, já haviam sugerido que as propriedades curativas do 

imunoterápico poderiam ser devidas a uma imunomodulação da resposta imunológica. 

Esta hipótese foi baseada no fato que linfócitos Th2 produzem interleucina 4 e 
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interleucina 5, assim como, IgE, IgG e IgM, todos envolvidos na resposta de 

hipersensibilidade e eosinofilia. Contrariarmente, a subpopulação Th1 produz interleucina 

2 e INF-γ (interferon- γ), estando envolvida na expansão de linfócitos T citotóxicos, 

ativação de macrófagos e secreção de isótipos de IgG que ativam complemento. O 

desaparecimento da resposta eosinofílica e expressão de acentuada reação mononuclear 

após imunoterapia, observada por Miller (1981), Hensel et al. (2003) e Mendoza et al. 

(2003), associado aos altos títulos de interleucina 4, interleucina 5 e IgE observados em 

humanos com pitiose arterial e desaparecimento de seus níveis após imunoterapia, com 

concomitante aumento dos níveis de interleucina 2 (WANACHIWANAWIN et al., 

2004), fortemente suportam essa hipótese. Similarmente, Mendoza et al. (2003) também 

encontraram baixos títulos de IgE em eqüinos curados após imunoterapia. Além disso, 

estes mesmos autores demonstraram, em estudos histopatológicos antes e após terapia, 

que quando se utiliza o imunoterápico, as hifas são aparentemente destruídas pela 

população de mononucleares, sendo observadas como estruturas tubulares vazias, 

somente identificadas como hifas de Pythium insidiosum por imunofluorescência. Miller 

(1981) também observou a destruição de hifas em tecidos de eqüinos vacinados. Todas 

essas evidências parecem não deixar dúvidas de que o mecanismo de cura é decorrente, 

predominantemente, da reposta imune celular (MENDOZA & NEWTON, 2005). 

Os imunoterápicos de corrente uso apresentam propriedades curativas, sendo 

aplicados em animais com doença clínica, uma vez que as propriedades profiláticas não 

têm sido completamente avaliadas. No entanto, Mendoza et al. (1992b) observaram que 

alguns eqüinos curados por imunoterapia sofriam re-infecção no ano seguinte, sugerindo 

que, se a ação profilática existe, é de curta duração. Mendoza et al. (2003) acreditam que 

a proteção a re-infecção pode ser devida a produção de anticorpos, principalmente IgG.  

 

2.6 Acetato de caspofungina 
 

O crescente surgimento de micoses sistêmicas graves, associado aos problemas de 

toxicidade dos antifúngicos, assim como o aparecimento de resistência de alguns fungos 

aos fármacos antifúngicos, incrementou a busca por novos compostos, mais ativos, menos 

tóxicos, melhor tolerados e com novos sítios de ação (ROMERO et al., 2005). Neste 

contexto, o desenvolvimento de inibidores da síntese de glucanas da parede celular 

fúngica representa um importante avanço na quimioterapia antifúngica. Os compostos 
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que apresentam esse mecanismo de ação incluem os ácidos terpenóides, as 

papulacandinas e as equinocandinas. Estas últimas são hexapeptídios cíclicos ligados a 

uma cadeia lateral lipofílica, sendo o acetato de caspofungina (L-743, 872, MK-0991) o 

primeiro fármaco deste grupo a estar disponível nos Estados Unidos e Europa, onde é 

comercializado com o nome de Cancidas® (Merck) e Caspofungina MSD® (Merck), 

respectivamente (DERESINSKI & STEVENS, 2003). Posterior a liberação do acetato de 

caspofungina em 2001, nos anos de 2005 e 2006, outras duas equinocandinas, 

micafungina e anidulafungina tornaram-se disponíveis para uso clínico (PETRIKKOS & 

SKIADA, 2007).  

O acetato de caspofungina é um lipopeptídio anfipático solúvel em água com uma 

massa molecular de 1213 KDa. Constitui-se num derivado semi-sintético da 

pneumocandina Bo, um produto natural da fermentação do fungo Glarea lozoyensis 

(DERESINSKI & STEVENS, 2003; KARTSONIS et al., 2003; LETSCHER-BRU & 

HERBRECHT, 2003). O seu mecanismo de ação consiste no bloqueio da síntese de 

β(1,3)-D-glucana da parede celular fúngica por inibição não competitiva da enzima 

β(1,3)-D-glucana sintase, a qual é indispensável para síntese da parede fúngica 

(DOUGLAS, 2001; DENNING, 2003; DERESINSKI & STEVENS, 2003; KARTSONIS 

et al., 2003; LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; MASCHMEYER & 

GLASMACHER, 2005; PETRIKKOS & SKIADA, 2007). Embora o mecanismo de ação 

das equinocandinas esteja bem caracterizado, Denning (2003) afirma que os trabalhos 

desenvolvidos com o intuito de identificar o local exato de ligação das equinocandinas no 

complexo enzimático glucana sintase, não conseguiram esclarecer completamente essa 

questão. As cadeias de β(1,3)-D-glucana formam uma sólida matriz tridimensional, 

constituindo-se no maior componente da parede fúngica, promovendo integridade 

estrutural e estabilidade osmótica na maioria dos fungos patogênicos (LETSCHER-BRU 

& HERBRECHT, 2003). Essas cadeias são sintetizadas pela ação do complexo 

enzimático glucana sintase que se encontra ligado a membrana citoplasmática. Como 

substrato utiliza UDP-glicose, a partir do qual sintetiza as cadeias poliméricas de β(1,3)-

D-glucanas e as secreta para o espaço periplasmático, sendo posteriormente incorporadas 

na parede celular. Esse sistema de enzimas é codificado por genes FKS, já identificado e 

caracterizado em diferentes fungos (DOUGLAS, 2001; DENNING, 2003; DERESINSKI 

& STEVENS, 2003). Nos oomicetos, as enzimas responsáveis pela síntese dos 

polissacarídeos da parede, especialmente β(1,3)glucana e celulose sintases, assim como 
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genes similares ao FKS dos fungos, ainda não foram completamente identificados e 

caracterizados (BOUZENZANA et al., 2006). 

A inibição da síntese de β(1,3)-D-glucana produz um duplo efeito, fungistático e 

fungicida. O efeito fungistático resulta do bloqueio da síntese da parede celular, 

reduzindo assim o crescimento fúngico. Já o efeito fungicida, resulta de uma mudança na 

integridade da parede celular, a qual perde sua resistência mecânica tornando-se incapaz 

de resistir à pressão osmótica interna, cujo resultado é a destruição da célula fúngica 

(LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003). Como esta enzima não existe nas células 

dos mamíferos, este modo de ação é único e específico na célula fúngica, eliminando-se 

assim, a toxicidade para os animais e humanos. Por este modo de ação também se explica 

a ausência de resistência cruzada com os demais antifúngicos (MASCHMEYER & 

GLASMACHER, 2005).  

Estudos de farmacocinética têm demonstrado que o acetato de caspofungina não é 

absorvido por via oral, devendo ser administrado em infusão endovenosa. No plasma 

sangüíneo, encontra-se ligado a proteínas plasmáticas, principalmente albumina (96%). A 

distribuição, e não a excreção ou a biotransformação, constitui o mecanismo 

predominante que influencia as depurações plasmáticas, ocorrendo pouca excreção ou 

biotransformação nas primeiras 30 horas após a administração. A concentração 

plasmática declina de maneira trifásica, observando-se uma fase α curta, com meia vida 

de 60 -90 minutos após a infusão, o que coincide com a distribuição do fármaco para os 

fluidos extracelulares. A seguir, constata-se a presença de uma fase β longa, que apresenta 

meia vida de 9-11 horas, que coincide com a depuração plasmática e conseqüente 

distribuição para os tecidos. Esta fase longa permite a utilização do acetato de 

caspofungina em doses únicas diárias. Uma fase γ, com meia vida de 40-50 horas, é 

somente observada após a administração de doses mais elevadas (KARTSONIS et al., 

2003).  

Hadju et al. (1997), estudando a farmacocinética do acetato de caspofungina em 

camundongos, observaram que as concentrações do fármaco no fígado, baço e rins foram 

marcadamente mais altas que as concentrações plasmáticas e Groll et al. (2001), 

avaliando o comportamento do acetato de caspofungina em coelhos, constataram que o 

mesmo foi bem tolerado, atingindo concentrações plasmáticas que alcançaram ou 

excederam as concentrações inibitórias mínimas (CIMs) consideradas ótimas para 

inibição dos microrganismos patogênicos, particularmente Candida spp. e Aspergillus 

spp. Maschmeyer & Glasmacher (2005) baseados em estudos in vivo e in vitro sugerem 
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que concentrações plasmáticas mínimas de 1μg/mL do fármaco são requeridas para que 

atividade antifúngica in vivo seja confiável e segura. 

As equinocandinas são degradadas lentamente no fígado por hidrólise e N-

acetilação, sendo o metabolismo do fármaco independente do sistema enzimático 

citocromo P-450. Não há formação de metabólitos ativos, e os metabólitos formados são 

excretados pelas fezes e urina, sendo mínima a excreção renal de droga ativa (apenas 1-

2%) (MASCHMEYER & GLASMACHER, 2005).  

Letscher-Bru & Herbrecht (2003) e Romero et al. (2005) afirmam que os testes de 

suscetibilidade in vitro realizados com acetato de caspofungina têm sido conduzidos 

utilizando o método de referência do CLSI. Entretanto, este método não está padronizado 

para as equinocandinas, não existindo determinação de CIMs nem correlação dos dados 

in vitro com eficácia clínica. Desta maneira, deve-se ter cautela no momento de 

extrapolar os resultados obtidos in vitro com a atividade in vivo.  

Estudos de suscetibilidade indicam que o acetato de caspofungina apresenta 

atividade in vitro contra espécies de Candida, incluindo amostras resistentes a 

anfotericina B e fluconazol, Aspergillus spp. e outros fungos clinicamente importantes 

como Acremonium, Alternaria, Curvularia, Paecilomyces variotii, Scedosporium 

apiospermum e fungos dimórficos (DEL POETA et al., 1997; ESPINEL-INGROFF, 

1998; PFALLER et al., 1998; KOHLER et al., 2000). Entretanto, apresenta pouca 

atividade contra Cryptococcus neoformans, Trichosporum spp. (BARTIZAL et al., 1997; 

ESPINEL-INGROFF, 1998), zigomicetos (PFALLER et al., 1998; DEL POETA et al., 

1997; SINGH et al., 2005), Fusarium spp. (DEL POETA et al., 1997; PFALLER et al., 

1998; ARIKAN et al., 2001) e Sporotrix schenckii (ESPINEL-INGROFF, 1998). 

Atividade fungicida tem sido observada em Candida spp., enquanto que estudos in vitro 

têm demonstrado efeito fungistático em Aspergillus spp. (LETSCHER-BRU & 

HERBRECHT, 2003). Em estudos experimentais em animais esta pneumocandina tem 

demonstrado atividade antifúngica no tratamento de candidíase e aspergilose disseminada 

(ABRUZZO et al., 1997; PETRAITIENE et al., 2002), histoplasmose (GRAYBILL et al., 

1998), coccidiodomicose (GONZÁLEZ et al., 2001) e infecções por Pneumocystis carinii 

(POWLES et al., 1998). Em humanos, tem sido demonstrada eficácia clínica contra 

infecções causadas por Candida e Aspergillus, estando o acetato de caspofungina 

licenciado pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de aspergilose 

invasiva em pacientes que são refratários ou intolerantes a outras terapias, candidemias ou 
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outras infecções causadas por Candida (KARTSONIS et al., 2003; PETRIKKOS & 

SKIADA, 2007).  

Grooters (2003) acredita que as equinocandinas possam ser eficazes contra o 

Pythium insidiosum, pois este como os demais oomicetos, apresenta grande quantidade de 

β-glucanas na parede celular.  

 

2.7 Norma M38-A: Método de Referência para Testes de Diluição em Caldo para a 
Determinação da Sensibilidade a Terapia Antifúngica de Fungos Filamentosos: 
Norma Aprovada do NCCLS 
 

As mudanças expressivas na epidemiologia das micoses humanas que ocorreram 

nas últimas décadas, notadamente o aumento na incidência de micoses sistêmicas e 

alteração no espectro de microrganismos causadores dessas micoses, assim como, os 

relatos de resistência dos fungos aos fármacos disponíveis comercialmente e o número 

crescente de agentes antifúngicos, despertaram o interesse das comunidades médica e 

científica pela padronização de testes de suscetibilidade. Preocupada com esses fatos, no 

ano de 1982, a entidade responsável pela normalização de técnicas de laboratório 

clínico nos Estados Unidos, o National Committee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS; atualmente renomeado para Clinical and Laboratory Standards Institute-

CLSI), designou um subcomitê para padronizar testes de suscetibilidade de fungos a 

drogas antimicóticas (COLOMBO & ALVES, 2004). Com esse objetivo, vários estudos 

foram realizados para definir as condições ideais de realização dos ensaios, incluindo a 

definição do método e preparação do inóculo, composição e pH do meio, temperatura e 

tempo de incubação e determinação dos critérios de leitura do teste (PFALLER et al. 

1988; PFALLER et al., 1990; ESPINEL-INGROFF & KERKERING, 1991; 

FROMTLING et al., 1993; ESPINEL-INGROFF et al., 1997; ESPINEL-INGROFF et 

al., 2002). A partir destes estudos, primeiramente foi padronizado o método da 

macrodiluição em caldo para leveduras (M27-A). Dada a maior complexidade 

morfológica dos fungos filamentosos, bem como a mais lenta curva de crescimento de 

vários representantes desses gêneros, as padronizações de testes de sensibilidade com 

tais microrganismos apresentaram dificuldades adicionais em relação às leveduras 

(COLOMBO & ALVES, 2004). Porém, com a crescente ocorrência de micoses 

emergentes causadas por fungos filamentosos, em agosto de 2002, foi aprovada a 

Norma M38-A - Método de Referência para Testes de Diluição em Caldo para 

Determinação da Sensibilidade a Terapia Antifúngica de Fungos Filamentosos: Norma 
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aprovada do NCCLS. Constitui-se numa norma de referência desenvolvida mediante 

processo consensual que descreve e padroniza os métodos para testar a sensibilidade dos 

fungos filamentosos que causam infecções fúngicas invasivas, incluindo espécies de 

Aspergillus, espécies de Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallecheria boydii e 

Sporotrix schenkii, assim como outros fungos patogênicos oportunistas, aos agentes 

antifúngicos (NCCLS- 2002).  
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TABELA SUPLEMENTAR DO ARTIGO 2 (NÃO PUBLICADA) 
 
Tabela 1: Procedência de 27 isolados de Pythium insidiosum avaliados no estudo. 

 
RS: Rio Grande do Sul; MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; SP: São Paulo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N0 do 
isolado Espécie 

 
Procedência 

ATCC 
(58637) Eqüino 

Costa Rica 

123 Eqüino Cachoeira do Sul/ RS/Brasil 
124 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
125 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
126 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
127 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
128 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
129 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
134 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
135 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
136 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
137 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
138 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
141 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
142 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
143 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
144 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
145 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
147 Eqüino Botucatu/SP/Brasil 
148 Eqüino Santa Maria/RS/Brasil 
152 Eqüino Santa Maria/RS/Brasil 
156 Eqüino Santa Maria/RS/Brasil 
167 Canino Santa Maria/RS/Brasil 
175 Eqüino Uruguaiana/RS/Brasil 
177 Eqüino Santa Maria/RS/Brasil 
178 Eqüino Pantanal/MS/Brasil 
179 Ovino Cuiabá/MT/Brasil 
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TABELA SUPLEMENTAR DO ARTIGO 3 (NÃO INCLUÍDA PARA 
PUBLICAÇÃO) 

Tabela 1: Valores médios percentuais das áreas de lesões subcutâneas dos coelhos 
inoculados com zoósporos de Pythium insidiosum. 

 

 

Período (dias)/ 
datas de medidas 

Área de lesão (%)  
Grupo Controle 

Área de lesão (%) 
Grupo Pitium Vac 

Área de lesão (%) 
Grupo Caspofungina 

0 9,25 12,40 14,95 
3 15,13 -11,29 -9,36 
6 8,64 -11,04 -9,03 
9 13,51 -14,03 -11,70 
12 24,86 -17,50 -16,25 
15 3,78 -22,09 -11,70 
18 12,43 -27,98 -12,70 
21 20,54 -27,98 -18,92 
24 29,18 -29,03 -10,36 
27 33,51 -29,03 3,81 
30 60,00 -30,40 12,70 
33 75,67 -30,40 15,05 
36 91,89 -22,00 40,07 
39 94,59 -27,00 16,52 
42 134,05 -11,29 18,72 
45 134,05 10,48 21,73 
48 160,54 13,70 15,71 
51 154,59 26,61 24,54 
54 160,54 26,61 41,60 
57 187,56 39,75 41,60 
60 202,16 39,75 44,14 
63 214,59 60,72 47,29 
66 228,10 65,32 47,62 
69 228,10 73,38 61,87 
72 241,62 83,06 82,07 
75 241,62 110,16 90,43 
78 241,62 139,75 90,43 
81 241,62 126,85 87,00 
84 294,59 160,72 92,10 
87 347,02 182,74 97,12 
90 384,86 203,70 118,52 
93 422,70 250,00 132,44 
96 445,94 219,59 132,44 
99 445,94 219,59 138,26 
102 445,94 196,20 148,29 
105 478,37 233,06 173,37 
108 500,00 251,29 167,02 
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3 DISCUSSÃO 
 

Nos últimos anos, a pitiose vem merecendo destaque na micologia veterinária e 

humana, principalmente devido às dificuldades encontradas no tratamento das espécies 

afetadas e ao aumento do número de casos diagnosticados (SANTURIO et al., 2006a). 

Diversos protocolos de terapia com fármacos antifúngicos têm sido utilizados. Entretanto, 

a ausência de ergosterol na membrana citoplasmática dos oomicetos (KWON-CHUNG, 

1994; ALEXOPOULOS et al., 1996; MOORE-LANDECKER, 1996; GROOTERS, 

2003) explica o insucesso das terapias, já que o ergosterol constitui o componente alvo de 

ação da maioria dos antifúngicos disponíveis e mais comumente utilizados na terapêutica 

clínica (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Os artigos que descrevem quimioterapia 

antifúngica para pitiose em animais e humanos, com fármacos como anfotericina B, 

cetoconazol, miconazol, fluconazol, itraconazol e terbinafina têm demonstrado resultados 

variáveis e muitas vezes contraditórios, quando comparados aos resultados dos testes in 

vitro (McMULLAN et al., 1977; GONZALES et al., 1979; FOIL et al., 1984; ENGLISH 

& FROST, 1984; BISSONNETTE et al., 1991; TRISCOTT et al., 1993; SHENEP et al., 

1998; DYKSTRA et al., 1999, JAEGER et al., 2002; GROOTERS, 2003; RIVIERRE et 

al., 2005; PUPAIBOOL et al., 2006).  

Santurio et al. (2006a) destacam que, em virtude do Pythium insidiosum resistir à 

maioria dos tratamentos antifúngicos, as pesquisas com imunoterápicos avançaram de 

maneira significativa a partir de 1998. Desta forma, a imunoterapia tornou-se uma 

importante ferramenta terapêutica na pitiose eqüina, apresentando índices de cura que 

variam em torno de 70-80% (MONTEIRO, 1999; MENDONZA et al., 2003). Embora, 

este método tenha curado aproximadamente 100% dos bovinos tratados, salienta-se que 

em caninos e felinos não foram demonstrados resultados satisfatórios (MENDOZA & 

NEWTON, 2005). Mesmo que a imunoterapia apresente bons índices de cura e baixo 

custo, deve-se levar em consideração a ocorrência dos casos não responsivos que cursam 

com 100% de mortalidade e, portanto, demandam a procura por novas terapias. 

Esperanças no tratamento da pitiose com antifúngicos surgiram com o acetato de 

caspofungina (L-743, 872, MK-0991), um derivado semi-sintético da pneumocandina Bo, 

que bloqueia a síntese de β(1,3)-D-glucana da parede celular fúngica por inibição não 

competitiva da enzima β(1,3)-D-glucana sintase (DERESINSKI & STEVENS, 2003; 

KARTSONIS et al., 2003; LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; MASCHMEYER 
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& GLASMACHER, 2005). Acredita-se que este fármaco possa ser eficaz contra Pythium 

insidiosum, uma vez que este oomiceto apresenta grande quantidade de β glucana na 

parede celular (GROOTERS, 2003). 

Shenep et al. (1998) afirmam que a cura farmacológica da pitiose com 

antifúngicos é possível, porém, sempre deve ser acompanhada por testes de 

suscetibilidade in vitro. Todavia, estudos de suscetibilidade a antifúngicos com Pythium 

insidiosum são escassos, não havendo dados de padronização para testes in vitro com este 

oomiceto. Sekhon et al. (1992) e Shenep et al. (1998) realizaram testes in vitro com 

Pythium insidiosum, avaliando a suscetibilidade a anfotericina B, 5-fluorocitocina, 

terbinafina e azólicos sem, no entanto, seguir a metodologia padronizada pelo CLSI. A 

inovação do presente estudo foi a realização dos testes de suscetibilidade in vitro 

utilizando a técnica de macrodiluição seguindo os parâmetros preconizados pelo método 

de referência M38-A do CLSI, para verificar a suscetibilidade de Pythium insidiosum a 

caspofungina. O documento M38-A foi aprovado em agosto de 2002 e padroniza os 

métodos para testes de suscetibilidade de fungos filamentosos que causam infecções 

fúngicas invasivas, incluindo Aspergillus, Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallecheria 

boydii e Sporotrix schenkii (NCCLS, 2002). Entretanto, este método não está padronizado 

para oomicetos e nem para as equinocandinas, não havendo definição de CIMs para estes 

fármacos (LETCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; ROMERO et al., 2005). Desta 

forma, a partir deste experimento, foram geradas informações que podem ser utilizadas 

em estudos de suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum a outros fármacos 

antifúngicos. Conseqüentemente, a utilização de um método de referência, reduz os riscos 

de discrepâncias entre resultados.  

O inóculo utilizado nos ensaios in vitro e in vivo, foi preparado a partir de uma 

suspensão de zoósporos de Pythium insidiosum. Para a obtenção dos zoósporos utilizou-

se o protocolo de zoosporogênese baseado na técnica descrita por Mendoza & Prendas 

(1988), com algumas modificações em função da quantidade de inóculo exigida para os 

testes in vitro e reprodução experimental da enfermidade (Capítulo 1; Artigo 1). A 

quantidade de zoósporos utilizada para a inoculação dos animais experimentais 

(aproximadamente 20.000 zoósporos viáveis /mL) foi baseada nos estudos de Santurio et 

al. (2003) que reproduziram a doença em coelhos através da inoculação subcutânea de 

17.500 zoósporos viáveis/mL. Já para os ensaios de suscetibilidade in vitro, em razão de 

não existir padronização para testes com Pythium insidiosum e como não há informações 

de valores de quantificação de zoósporos, pois Sekhon et al. (1992) utilizaram suspensão 
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de hifas ajustada por espectrofotometria e Shenep et al. (1998) não especificaram o 

inóculo utilizado em seus estudos, estimou-se que a concentração ideal de zoósporos do 

inóculo ficasse situada na faixa de 2-3 x 104 zoósporos /mL. 

Avaliando a técnica de zoosporogênese, Mendoza & Prendas (1988) em um 

estudo realizado com nove isolados de Pythium insidiosum observaram que o número 

máximo de zoosporângios foi obtido após uma hora e meia de incubação em Meio de 

Indução a 370C, quando utilizaram o cultivo prévio em grama em meio agar água a 2% 

por 24 horas a 370C. Já ao utilizarem o cultivo em fragmentos de grama em outros meios 

como agar Sabouraud e CMA, verificaram que o tempo de incubação aumentou para 

quatro dias e o período de maior produção de zoosporângios ocorreu após cinco horas e 

meia de incubação. No presente estudo experimental, o protocolo utilizou o meio de 

CMA para o cultivo de Pythium insidiosum em fragmentos de grama, pois os isolados 

testados não apresentaram crescimento em meio agar água a 2%. Observou-se que no 

meio de CMA, houve ótimo crescimento no 5º dia de incubação a 370C e quando 

realizada a indução da zoosporogênese, o número máximo de zoósporos foram obtidos 

entre seis e oito horas de incubação. Estes resultados foram similares aos citados 

previamente por Mendoza & Prendas (1988). Nessas condições de zoosporogênese, 

verificou-se que 87,5% dos isolados produziram 20.000 ou mais zoósporos/mL. Desta 

forma, pode-se inferir que o referido protocolo é o mais indicado quando se deseja obter 

zoósporos em quantidades ideais para reprodução da enfermidade em animais 

experimentais e realização de testes de suscetibilidade a antifúngicos, amenizando as 

dificuldades de zoosporogênese, muitas vezes encontradas quando se trabalha com 

Pythium insidiosum. 

No ensaio de suscetibilidade in vitro de Pythium insidiosum ao acetato de 

caspofungina (Capítulo 2, Artigo 2), a padronização do inóculo, utilizando contagem de 

zoósporos e posterior diluição 1:10 em caldo RPMI 1640, atingindo a concentração final 

de 2-3 x 103 zoósporos/mL, permitiu a reprodutibilidade dos testes in vitro. Embora o 

documento M38-A preconize que as concentrações de inóculos viáveis de 

esporangiosporos ou conídios se situem na faixa de 0,4 x 104 a 5 x 104 UFC/mL (NCCLS, 

2002), em virtude das características do Pythium insidiosum, o inóculo utilizado neste 

estudo situou-se abaixo desse valor, pois não foi possível induzir-se produção de 

zoósporos em quantidades próximas aos valores preconizados pelo documento. A 

vantagem da contagem de zoósporos em câmara de Neubauer é que através desse método 

pode-se quantificar o inóculo. Além disso, salienta-se que o ajuste do inóculo por 
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espectrofotometria não foi possível, uma vez que as suspensões de zoósporos não 

produziram turbidez do meio. A opção por não utilizar a preparação do inóculo com 

suspensão de hifas ajustada por espectrofotometria, como citada por Sekhon et al. (1992), 

foi baseada nos estudos de Espinel-Ingroff et al. (1997) que citam que a preparação de 

inóculo com suspensão de hifas não é confiável e afirmam que ocorrem diferenças de até 

três diluições entre as CIMs, quando as mesmas são comparadas com testes realizados 

com inóculos preparados com suspensão de conídios.  

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro podem ser influenciados pelo 

tipo de meio utilizado nos ensaios. O caldo de RPMI 1640 tem sido extensivamente 

avaliado para testes de suscetibilidade in vitro de leveduras e fungos filamentosos, 

demonstrando bons resultados de reprodutibilidade (GIL-LAMAIGNERE et al., 2005). 

Neste estudo, os 27 isolados de Pythium insidiosum testados apresentaram crescimento 

visível e homogêneo de hifas em caldo RPMI, em 24 horas a 370C, permitindo a fácil 

leitura das CIMs. Resultados similares são citados por Gil-Lamaignere et al. (2005) ao 

avaliarem a influência do meio na leitura das CIMs de caspofungina, voriconazol e 

posaconazol em testes de suscetibilidade com zigomicetos. 

O documento M38-A não padroniza os testes de suscetibilidade para acetato de 

caspofungina nem para outros fármacos do grupo das equinocandinas. As determinações 

das CIMs de fungos filamentosos e leveduras ao acetato de caspofungina tem seguido os 

dados do CLSI preconizados para outros fármacos, assim como também, tem adotado 

vários critérios de inibição de crescimento que variam de 50-100% em diferentes tempos 

de incubação (ESPINEL-INGROFF, 2003). Este fato, aliado a ausência de padronização 

de testes in vitro para Pythium insidiosum, justifica o emprego de três critérios de leituras 

da CIM: CIM0 (100% de inibição do crescimento); CIM1 (90% de inibição do 

crescimento) e CIM2 (50% de inibição do crescimento). De forma similar, outros ensaios 

in vitro com fungos filamentosos que avaliaram a suscetibilidade ao acetato de 

caspofungina, também utilizaram diferentes critérios na leitura das CIMs, em função da 

ausência de determinação de pontos de corte para este fármaco (ESPINEL-INGROFF, 

1998; ESPINEL-INGROFF., 2003; GIL-LAMAIGNERE et al., 2005; VIANEN et al., 

2006). Alternativamente, a detecção de alterações morfológicas nas hifas, definida como 

concentração efetiva mínima (CEM) por Kurtz et al. (1994) pode se constituir numa 

forma mais adequada para se avaliar o ponto de corte da suscetibilidade in vitro para 

equinocandinas que a convencional CIM (ESPINEL-INGROFF, 2003). Além disso, 

Letcher-Bru & Herbrecht (2003) consideram o método de referência do CLSI como 
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pouco adequado para avaliação da suscetibilidade de fungos filamentosos ao acetato de 

caspofungina, uma vez que as equinocandinas atuam essencialmente nas zonas de 

crescimento das hifas, o que dificulta a visualização e quantificação da CIM. A 

importância da CEM como método de determinação do ponto de corte da suscetibilidade 

de fungos filamentosos ao acetato de caspofungina foi demonstrada por Arikan et al. 

(2001) ao avaliar a suscetibilidade de Aspergillus e Fusarium a este fármaco. Estes 

autores observaram que as CEMs para Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus foram, 

respectivamente, 3 e 10 vezes menores que as CIMs em 24 horas de incubação. Espinel-

Ingroff (2003) afirma que além das CEMs para caspofungina serem mais estáveis e 

apresentarem menores valores que as CIMs, sofrem menor variação com o aumento do 

tempo de incubação. Embora os estudos demonstrem que a CEM é o método mais 

confiável para identificar-se o ponto de corte da CIM do acetato de caspofungina, neste 

experimento, não foi possível determinar-se a CEM nos isolados de Pythium insidiosum 

avaliados, uma vez que não foram constatadas alterações morfológicas das hifas em 

microscopia ótica.  

No presente estudo, 51,8% dos isolados de Pythium insidiosum requereram CIMs 

de 64 µg/mL, quando considerada a leitura CIM0 e 88,8% produziram CIMs que 

variaram de ≥ 8µg/mL a 64 µg/mL quando determinou-se a leitura parcial MIC1. Esse 

resultado associado ao fato que 62,9% dos isolados avaliados apresentaram concentração 

fungicida mínima de 64 µg/mL, sugerem que Pythium insidiosum é pouco suscetível ao 

acetato de caspofungina, mesmo que 55,5% das amostras tenham produzido CIMs 

menores, situadas entre 2 e 4 µg/mL, quando a leitura parcial foi realizada considerando-

se a CIM2. Estudos demonstram que este fármaco apresenta atividade in vitro contra 

espécies de Candida e Aspergillus spp., com CIMs e CEMs de 1 μg/mL, respectivamente 

(McCORMACK & PERRY, 2005) e possui pouca atividade contra Cryptococcus 

neoformans, Trichosporon spp.(BARTIZAL et al., 1997; ESPINEL-INGROFF, 1998), 

zigomicetos (DEL POETA et al., 1997; PFALLER et al., 1998; SINGH et al., 2005) e 

Fusarium spp. (DEL POETA et al., 1997; PFALLER et al., 1998; ARIKAN et al., 2001) 

geralmente com CIMs acima de 16 μg/mL.  

A repetibilidade dos resultados do ensaio in vitro com acetato de caspofungina 

observada neste experimento, demonstrou que a técnica de macrodiluição padronizada 

pela Norma M38-A do CLSI foi segura e confiável, sugerindo-se desta forma, que a 

mesma deve ser adotada como metodologia padrão para a realização de testes de 

suscetibilidade de Pythium insidiosum a outros fármacos antifúngicos.  
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Diversas tentativas de reprodução experimental da pitiose em espécies 

naturalmente suscetíveis foram feitas. Porém, em nenhuma delas obteve-se sucesso 

(MENDOZA & NEWTON, 2005). Entretanto, é possível reproduzir-se a doença por meio 

da inoculação subcutânea de zoósporos de Pythium insidiosum em coelhos, os quais 

desenvolvem nódulos que evoluem para fibrogranulomas eosinofílicos (MILLER & 

CAMPBELL, 1983a). Desta forma, esta espécie tem sido utilizada como modelo 

experimental em estudos sorológicos e de eficácia da imunoterapia na pitiose (MILLER 

& CAMPBELL, 1983a; LEAL et al., 2002; SANTURIO et al., 2003; LEAL et al., 2005; 

MENDOZA & NEWTON, 2005). A inoculação experimental de 15 coelhos com 20.000 

zoósporos/mL por via subcutânea, produziu o desenvolvimento de nódulos subcutâneos, 

firmes, circunscritos e aderidos à pele, com tamanhos que variaram de 4 to 31.3 cm2, 25 

dias após a inoculação (Capítulo 3; Artigo 3). Tanto a reprodução experimental da 

doença, como a histologia das lesões caracterizada pela presença de áreas de necrose com 

hifas de Pythium insidiosum rodeadas por reações de Splendore-Hoeppli e intensa 

proliferação de tecido conjuntivo fibroso com presença de eosinófilos, plasmócitos, 

linfócitos, macrófagos e células gigantes foram similares às previamente descritas por 

Miller & Campbell (1983a) e Santurio et al. (2003). Um achado interessante observado 

neste estudo foi a ocorrência de reações de Splendore-Hoeplli, não relatadas por esses 

autores. Estas reações são freqüentemente observadas na histopatologia das lesões de 

pitiose em eqüinos (MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELES et al., 1993), caninos 

(FISCHER et al., 1994), bovinos (MILLER et al., 1985; PÉREZ et al., 2005), ovinos 

(TABOSA et al., 2004, SANTURIO et al., 2007), humanos (IMWIDTHAYA, 1994) e, 

provavelmente, asseguram a proliferação e sobrevivência de Pythium insidiosum nos 

tecidos do hospedeiro (MENDOZA et al., 1992b; MENDOZA et al., 2003). 

O delineamento experimental in vivo para o tratamento dos coelhos com acetato 

de caspofungina foi baseado em estudos com animais que demonstraram a eficácia do 

fármaco no tratamento de candidíase e aspergilose disseminada (ABRUZZO et al., 1997; 

PETRAITIENE et al., 2002), histoplasmose (GRAYBILL et al., 1998) e 

coccidiodomicose (GONZÁLEZ et al., 2001). Embora o acetato de caspofungina deva ser 

administrado por via endovenosa, optou-se pela via intraperitoneal por questões práticas, 

porém fundamentadas em estudos in vivo que utilizaram esta via de administração 

(ABRUZZO et al., 1997; GRAYBILL et al., 1998; GONZÁLEZ et al., 2001; VIANEN et 

al., 2006). A administração de acetato de caspofungina por via intraperitoneal não 

contribuiu para a baixa eficácia do antifúngico na pitiose, uma vez que este fármaco 
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somente apresenta problemas de baixa disponibilidade quando administrado por via oral 

(LETSCHER-BRU & HERBRECHT, 2003; MASCHMEYER & GLASMACHER, 2005; 

McCORMACK & PERRY, 2005). Estudos de farmacocinética em coelhos demonstram 

que o acetato de caspofungina na dosagem utilizada (1mg/kg/dia) atinge concentrações 

plasmáticas que excedem as CIMs reportadas para fungos oportunistas, ou seja, 1μg/mL 

(GROLL et al., 2001), assim, problemas de eficácia devido a dosagem inadequada foram 

descartados. Entretanto, variações na eficácia do fármaco in vivo, de acordo com a 

dosagem utilizada, foram constatadas por González et al. (2001) em camundongos 

infectados com Coccidioidis immitis e por Vianen et al. (2006) em ratos neutropênicos 

com aspergilose pulmonar invasiva. Estes últimos autores observaram que o aumento na 

dosagem do acetato de caspofungina para 2, 3, ou 4 mg/kg/dia resultou em melhora da 

atividade terapêutica, com 100% de sobrevivência dos ratos quando utilizada a dosagem 

de 4 mg/kg/dia. Contrariando os resultados destes autores, Abruzzo et al. (1997), 

constataram a ineficácia do acetato de caspofungina em isolados clínicos de Cryptococcus 

neoformans com CIMs entre 16-32 μg/mL, mesmo quando utilizaram doses acima de 20 

mg/kg/dia. Desta forma, estudos futuros utilizando doses maiores do que 1mg/kg/dia do 

fármaco para o tratamento de pitiose experimental poderão evidenciar melhores 

resultados. 

Salienta-se que, neste experimento, o protocolo de dosagem e o tempo de tratamento 

foram restritos, uma vez que uma das limitações encontradas no ensaio in vivo foi o elevado 

custo do acetato de caspofungina.  

O fato do isolado utilizado para a inoculação dos animais apresentar CIM de 64 

μg/mL pode ter afetado a eficácia do acetato de caspofungina no modelo animal. 

Variações nas respostas in vivo em decorrência da CIM foram observadas por Kohler et 

al. (2000) ao utilizar acetato de caspofungina para o tratamento de histoplasmose. Os 

autores constataram que o fármaco foi ineficaz, mesmo utilizando doses de 4 e 8 

mg/kg/dia, e atribuíram essa resistência ao fato da amostra de Histoplasma capsulatum 

utilizada no experimento apresentar CIM de 8 mg/L. Em outro estudo, Graybill et al. 

(1998), utilizando um isolado de Histoplasma capsulatum com CIM de 0,25 mg/L, 

demonstraram significativo efeito na sobrevivência e carga fúngica nos tecidos com doses 

de acetato de caspofungina ≥ 0,05 mg/kg/dia. Esses dados sugerem a existência de 

variabilidade na eficácia in vivo do acetato de caspofungina em função da CIM do 

isolado. Portanto, novos estudos deverão ser realizados utilizando amostras de Pythium 

insidiosum com menores CIMs para comprovar essa provável variabilidade. 
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Ao avaliar-se a eficácia do acetato de caspofungina no modelo in vivo, constatou-

se que as lesões dos coelhos tratados apresentaram redução da sua evolução durante o 

tratamento. Porém, quando a administração do fármaco foi suspensa, as mesmas 

retornaram a progredir, mas permaneceram menores (P< 0.05) do que as lesões dos 

coelhos controle. A ausência de atividade fungicida sobre Pythium insidiosum observada 

no ensaio in vivo associada às altas CIMs do estudo in vitro indicam que este oomiceto é 

pouco suscetível ao acetato de caspofungina e sugerem a existência de correlação entre as 

CIMs e a resposta terapêutica. Entretanto, quando a eficácia deste fármaco foi comparada 

a imunoterapia, demonstrou-se que o antifúngico foi mais efetivo na contenção das lesões 

do que o imunoterápico, o que foi evidenciado pelo lento crescimento das lesões, mesmo 

após 12 semanas do término do tratamento; pela quantificação de hifas na coloração de 

Grocott e por não terem diferido significativamente do grupo tratado com o 

imunoterápico Pitium Vac®. Todavia, não se detectou cura pelo uso de acetato de 

caspofungina, o que já foi relatado com a utilização de Pitium Vac® em coelhos com 

pitiose experimental (SANTURIO et al., 2003). 

Os dados deste experimento somam-se a de outros estudos (MCMULLAN et al., 

1977; ENGLISH & FROST, 1984; DYKSTRA et al., 1999; JAEGER et al., 2002; 

GROOTERS, 2003; BOSCO et al., 2005; RIVIERRE et al., 2005; PUPAIBOOL et al., 

2006) que relatam a dificuldade de tratamento da pitiose com fármacos antifúngicos. Desta 

forma, ressalta-se que a falta de opções terapêuticas encoraja o uso e incrementa as 

pesquisas com imunoterapia para tratamento da pitiose em animais e humanos.  

Cinco coelhos com pitiose experimental foram tratados com o imunoterápico 

Pitium Vac®, desenvolvido por Santurio et al. (2003). O método de preparação do 

imunoterápico utilizado por estes autores difere daqueles de Miller (1981) e Mendoza et 

al. (2003), pois utiliza o processo de maceração de hifas de Pythium insidiosum, seguido 

da extração dos antígenos através de éter sulfúrico e secagem por liofilização, o que 

aumentou a sua eficácia, comprovada em eqüinos naturalmente infectados por Pythium 

insidiosum no Brasil (MONTEIRO, 1999) e em coelhos com pitiose experimental 

(SANTURIO et al., 2003). 

No presente estudo, não foi observado cura clínica dos coelhos após oito doses 

de imunoterápico. Entretanto, foi evidenciado que as áreas de lesões subcutâneas 

apresentaram menor crescimento quando comparadas àquelas do grupo controle (P< 

0.05). Estes resultados diferem de Santurio et al. (2003), que relataram a cura de dois 

animais e a redução das áreas de lesões em 71,8% utilizando o mesmo número de doses 
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e a mesma formulação de imunoterápico. Estes autores também observaram que as 

áreas de lesões dos animais tratados evidenciaram redução após a 10a semana de 

tratamento (5a dose de imunoterápico). Contrariamente, neste experimento, as áreas de 

lesões dos animais tratados com Pitium Vac® regrediam até a 10a semana de tratamento, 

retornando a crescer até o final do período experimental. Somado a esses achados, a 

constante presença de reações de Splendore-Hoeppli nas lesões dos animais inoculados, 

sugerem que estas diferenças podem ter ocorrido, em razão da utilização de um isolado 

diferente daquele de Santurio et al. (2003).  

Atribui-se que essa resposta possa estar relacionada a variações genéticas do 

isolado utilizado. Embora Mendoza et al. (1987) e Mendoza et al. (1992a) não tenham 

demonstrado diferenças entre isolados de Pythium insidiosum oriundos de diferentes 

origens geográficas, variações genéticas foram descritas por Schurcho et al. (2003a) e 

Schurcho et al. (2003b) ao avaliarem isolados de Pythium insidiosum provenientes das 

Américas, Ásia e Austrália. Mesmo que esses autores não tenham encontrado 

variabilidade genética entre isolados de uma mesma região geográfica, cabe salientar, 

que o isolado de Pythium insidiosum utilizado por Santurio et al. (2003) foi proveniente 

de um caso clínico de um eqüino no Estado do Rio Grande do Sul, enquanto que o 

isolado utilizado neste estudo foi oriundo de um eqüino com pitiose no Pantanal Mato-

grossense. McMeekin & Mendoza (2000) ao verificarem o efeito de estreptomicina 

sobre o crescimento in vitro de diferentes isolados clínicos de Pythium insidiosum, 

observaram que alguns isolados eram estimulados enquanto outros eram inibidos, 

retratando possíveis variações genéticas e/ou fisiológicas do microrganismo. Portanto, 

estudos moleculares para comprovar a provável variabilidade genética deste isolado 

tornam-se necessários.  

A variabilidade na imunogenicidade também pode ser acusada como provável 

causa dos resultados obtidos, uma vez que diferenças antigênicas entre isolados de 

Pythium insidiosum foram sugeridas por Leal et al. (2001a) ao observarem a ocorrência 

de casos atípicos de pitiose eqüina no Brasil. Similarmente, Krajaejun et al. (2006b), 

baseados no perfil sorológico de diferentes espécies com pitiose, afirmam que a resposta 

imune aos antígenos de Pythium insidiosum pode variar de hospedeiro para hospedeiro, 

assim como entre os isolados do patógeno. Diferentes antígenos imunodominantes têm 

sido identificados por Western Blot em estudos de avaliação do perfil protéico de soro 

de eqüinos com pitiose por Mendoza et al. (1992a) e Leal et al. (2005), em bovinos por 

Pérez et al. (2005) e Leal et al. (2005), em coelhos por Leal et al. (2005) e em humanos 
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por Vanittanakom et al. (2004) e Krajaejun et al. (2006b). Sendo assim, o perfil 

protéico desse isolado deverá ser esclarecido.  

Alternativamente, esses resultados também podem estar associados ao status 

imunológico dos animais vacinados, uma vez que a eficácia do imunoterápico usado 

tem sido previamente comprovada por Monteiro (1999) e Santurio et al. (2003). 

Observações similares foram feitas por Miller (1981) e Mendoza et al. (1992b) ao 

avaliar a eficácia de seus imunoterápicos na cura da pitiose crônica em eqüinos. Esses 

autores atribuíram que a falha do imunoterápico nesses casos estava relacionada ao 

status imunológico dos animais, os quais foram considerados anérgicos. Além disso, 

Schurko et al. (2003a) sugerem que a ausência de resposta de alguns hospedeiros ao 

imunoterápico pode não depender, apenas, da resposta imunológica, mas também das 

características do isolado que está causando a doença.  

Thitithanyanont et al. (1998), Mendoza et al. (2003) e Wanachiwanawin et al. 

(2004), afirmam que o mecanismo de cura obtido pelo imunoterápico envolve a 

mudança de uma resposta de linfócitos Th2 para uma resposta mediada por linfócitos 

Th1 evidenciada, principalmente, pela alteração dos padrões de interleucinas e lesões 

histopatológicas. Essa hipótese é fundamentada nos encontros de Miller (1981), Hensel 

et al. (2003) e Mendoza et al. (2003) que observaram que após imunoterapia a resposta 

eosinofílica desaparecia, sendo substituída por reação inflamatória mononuclear que 

desencadeia a destruição das hifas de Pythium insidiosum. A avaliação histológica das 

lesões subcutâneas dos coelhos controle e submetidos ao tratamento com Pitium Vac® e 

acetato de caspofungina, não apresentaram diferenças nos padrões histopatológicos. Por 

outro lado, a menor quantidade de hifas observada nas áreas necróticas dos coelhos 

tratados com Pitium Vac® sugerem que o imunoterápico foi capaz de estimular uma 

resposta imunológica que resultou na destruição de hifas de Pythium insidiosum. 

Similarmente, a menor quantidade de hifas também observadas nos coelhos tratados 

com acetato de caspofungina indica que este fármaco foi capaz de conter a infecção, 

porém não foi capaz de induzir a cura, comprovando a ausência de atividade fungicida 

sobre este microrganismo. Salienta-se que, embora, os coelhos tratados não tenham 

apresentado cura clínica, ambos os tratamentos foram eficazes em conter a progressão 

das lesões, uma vez que diferiram estatisticamente dos animais controle (P< 0.05). No 

entanto, mesmo que não tenha sido observada diferença estatística entre os tratamentos 

avaliados, a imunoterapia continua sendo a melhor alternativa para o tratamento da 

pitiose em função de seu custo e possibilidade de cura, ainda que requeira maior tempo 
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de tratamento. A ausência de efeito fungicida do acetato de caspofungina sobre Pythium 

insidiosum, aliada ao seu elevado preço e ausência de cura, torna impraticável sua 

utilização no tratamento de pitiose em animais, especialmente na pitiose eqüina, espécie 

em que a enfermidade é mais freqüentemente observada. 

Os resultados obtidos com este experimento enfatizam a importância do 

desenvolvimento, não somente de ensaios in vitro, mas também de ensaios in vivo em 

coelhos com pitiose experimental, nos estudos de suscetibilidade de Pythium insidiosum 

aos fármacos antifúngicos. Ao mesmo tempo em que veio corroborar com a 

problemática da terapia da pitiose, evidencia a necessidade da continuidade das 

pesquisas na busca de alternativas terapêuticas.  
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4 CONCLUSÕES 
 

1. A Norma M38-A: Método de Referência para Testes de Diluição em Caldo para a 

Determinação da Sensibilidade a Terapia Antifúngica de Fungos Filamentosos: Norma 

aprovada do NCCLS, deve ser adotada como metodologia padrão para a realização de 

testes de suscetibilidade de Pythium insidiosum aos fármacos antifúngicos; 

2. As altas CIMs e a ausência de atividade fungicida do acetato de caspofungina sobre 

Pythium insidiosum indicam que este oomiceto é pouco suscetível a esse inibidor de β-

glucanas da parede celular;  

3. Os resultados obtidos in vitro e in vivo sugerem a existência de correlação entre as CIMs 

e a resposta terapêutica;  

4. A imunoterapia continua sendo a melhor alternativa para o tratamento da pitiose. 
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