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Equine pythiosis is an endemic disease of horses and causes significant economic losses to
equine breeding in the Brazilian Pantanal. This article describes 16 cases of subcutaneous
pythiosis in horses from that region. The clinical cases were divided in typical (11) and atypical
(5), according to the clinical features and duration of the disease. The clinical diagnosis was
confirmed by detection of specific antibodies by ELISA, isolation of the agent and
histopathology. The duration of the disease varied from 1 to 6 months in the typical cases and
was over 12 months in the atypical ones. The lesions in the typical cases were characterized
by subcutaneous ulcerated granulomas with abundant serosanguineous secretion and itching,
The atypical cases presented subcutaneous lesions characterized by large, circumscribed -
tumorous masses covered by a dark non ulcerated skin, associated with little or no secretion.
These lesions showed a well organized aspect, were sometimes pedunculate and the animals
showed a good body condition. Histologically, the typical cases were characterized by
granulation tissue with abundant eosinophils; whereas the atypical cases presented pseudo-
epitheliomatous hyperplasia of the epidermis and eosinophilic infiltrate. The complete
description of the clinical and histopathological features and possible factors responsible for

differences between the two clinical forms are presented and discussed.

INDEX TERMS: Pythiosis, Pythium insidiosum, equine, granuloma, Pantanal.

RESUMO.- A pitiose eqiiina é doen¢a endémica no Pantanal
Brasileiro e causa prejuizos significativos a eqiiinocultura.
Neste trabalho sdo relatados 16 casos de pitiose subcutanea
em eqiiinos no Pantanal Sul-Matogrossense, que foram divi-
didos em onze casos tipicos e cinco casos atipicos, de acordo
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com o quadro clinico e o tempo de duragao das lesoes. O
diagnostico foi confirmado pela deteccao de anticorpos es-
pecificos pelo teste ELISA, isolamento do agente e histopato-
logico. A dura¢do da doenga variou entre 1 e 6 meses nos
casos tipicos e superior a 12 meses nos casos atipicos. As
lesdes dos casos tipicos caracterizavam-se por granulomas
subcutaneos, ulcerados, com abundante secre¢ao serossangui-
nolenta e prurido. Nos casos atipicos foram observadas le-
soes subcutdneas caracterizadas por grandes massas
“tumorais” circunscritas, recobertas por pele escura, sem ul-
ceragoes e com pouca secre¢ao. Os animais estavam em
bom estado nutricional e as lesdes apresentavam-se de as-
pecto organizado, as vezes pedunculadas. Histologicamente,
foi observado tecido de granulagdao com muitos eosinéfilos
nos casos tipicos, enquanto os atipicos, se caracterizaram
por hiperplasia pseudo-epiteliomatosa da epiderme e
infiltrado eosinofilico. As caracteristicas clinicas e histopato-
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légicas completas das duas formas clinicas e os possiveis fa-
tores responsaveis pelas diferencas entre as duas formas sao
apresentados e discutidos.

TERMOS DE INDEXACAO: Pitiose, Pythium insidiosum, granuloma,
eqtiino, Pantanal.

INTRODUGAO

A pitiose em eqiiinos é uma doenga ulcerativa, proliferativa
na pele e tecido subcutineo causada por Pythium insidiosum
(Chaffin et al. 1995), um “fungo” zoospérico, do Reino
Stramenopila, filo Oomycota, familia Pythiaceae, encontrado
principalmente em regioes pantanosas com temperaturas
médias superiores a 25°C (Alexopoulos et al. 1996). O agente
estd presente em dguas estagnadas e utiliza plantas aquati-
cas em seu ciclo bioldgico, que inclui reproduc¢ao assexuada
e sexuada, produzindo zoosporos biflagelados, a forma
infectante (Mendoza & Prendas 1988). A enfermidade tem
evolugdo rapida e dificil tratamento. O sucesso do tratamen-
to é influenciado pelo tamanho, tempo, local das lesoes e,
possivelmente, pela idade e estado fisiolégico do animal
(Miller & Campbell 1982, Mendoza et al. 1996).

Nos €qiiinos, as lesoes afetam principalmente a pele e o
tecido subcutineo dos membros, cabega e regido toraco-ab-
dominal (Mendoza et al. 1996). Além de lesoes cutdneas, os
eqiiinos podem apresentar distdrbios gastrointestinais, pro-
vocados por massas tumorais que podem levar a distensoes,
impactacoes e cdlicas intestinais (Allison & Gillis 1990, Morton
et al. 1991). Lesdes com envolvimento 6sseo tem sido obser-
vadas em ossos adjacentes a lesdes subcutdneas nos mem-
bros (Alfaro & Mendoza 1990, Eaton 1993). Fischer et al. (1994)
relataram onze casos de pitiose gastrointestinal em caes,
caracterizada por inflama¢ao granulomatosa acentuada no
trato alimentar. Dykstra et al. (1999) descreveram quinze ca-
sos de pitiose subcutinea em caes, caracterizados por lesoes
cronicas, ulceradas e com miltiplos nédulos. Em bovinos, a
doenca apresenta-se como granulomas multifocais discretos
(Miller et al. 1985, Santurio et al. 1998). Bissonette et al.
(1991), relataram a doenc¢a em um felino com lesoes na por-
¢ao retrobulbar e nasal, causando destrui¢do dssea. A pitiose
em humanos ndo tem sido descrita nas mesmas areas
endémicas para eqiiinos e ocorre com mais freqiiéncia na
Tailandia. As lesGes podem se apresentar de trés formas:
cutineas e subcutineas, ceratites ou infec¢ao sistémica, em
muitos casos associada a gangrena e arterite cronica
(Imwidthaya 1994).

O primeiro relato de pitiose no Brasil foi feito no Rio
Grande do Sul por Santos & Londero (1974), que a descreve-
ram como quatro casos de zigomicose eqiiina. No Pantanal
brasileiro, onde a doen¢a tem maior ocorréncia, é conheci-
da como “ferida-brava” ou “ferida-da-moda” (Carvalho et al.
1984). Meireles et al. (1993), relataram cinco casos de pitiose
cutdnea em equiinos na regiao pantanosa de Capao do Leao,
Rio Grande do Sul. Desses, dois animais apresentavam le-
soes na regido abdominal, dois na por¢ao distal dos mem-
bros e um na narina. Todas as lesoes apresentavam aspecto

Pesq. Vet. Bras. 21(4):151-156, out./dez. 2001

granulomatoso com multiplas ulceragoes, bordas irregula-
res e continua descarga mucosa. Tabosa et al. (1999), relata-
ram trinta e cinco casos de pitiose em eqiiinos e trés em
muares no Estado da Paraiba. Todos os animais apresenta-
ram lesdo granulomatosas e ulceradas recobertas por se-
cre¢dao serossanguinolenta com presenca de grandes
concrecoes semelhantes a corais (“kunkers”). Os “kunkers”
sao massas necroticas de coloracao branco-amarelada, com
didmetro entre 2 e 10mm, de forma irregular e ramificada
e, encontram-se no interior do granuloma, dentro de sinus
formados ao longo do seu trajeto (Leal et al. 2001). No Pan-
tanal brasileiro os “kunkers” sao popularmente denomina-
dos de pedras. Microscopicamente os “kunkers” apresen-
tam-se como coagulos eosinofilicos, compostos de hifas,
colageno, arteriolas e células inflamatérias, especialmente
eosindfilos. A drea em torno do codgulo é composta por um
exsudato inflamatério espesso de neutréfilos e eosinoéfilos
(Miller & Campbell 1984, Chaffin et al. 1995). Outros casos
de pitiose em eqiiinos, no Brasil, foram relatados por
Sanavria et al. (2000), e referem-se a cinco animais da raga
Mangalarga Marchador com lesoes nos membros, abdomen,
dorso e face. Macroscopicamente, essas lesoes foram carac-
terizadas com tumoragoes esponjosas com bordas ulcera-
das e P, insidiosum foi isolado das bidpsias.

Este trabalho tem por objetivo relatar 16 casos de pitiose
tipica e atipica em eqtiinos na regiao do Pantanal Sul-Mato-
grossense, onde a doenca é endémica.

MATERIAL E METODOS

Dezesseis eqiiinos sem raca definida (SRD), de ambos os sexos e
com idades entre um e oito anos, foram observados por aproxima-
damente quatro meses. Os animais eram oriundos de fazendas da
regido do Pantanal da Nhecolandia (Corumba, MS) e apresentavam
lesGes cutdneas suspeitas de pitiose. As lesGes caracterizavam-se pela
presenca de tumoragoes cutdneas ou subcutdneas localizadas nos
membros, na face e na porg¢ao ventral da parede toraco-abdominal.
Os animais foram divididos em dois grupos (I e 1), de acordo com as
caracteristicas clinicas e o tempo de duragao das lesoes.

Apés a avaliacao clinica e formacao dos grupos, foi colhido
soro e realizada bidpsia para confirmagao do diagnostico em cada
um dos eqiiinos. As amostras de soro foram testadas para
anticorpos especificos pelo ensaio imunoenzimatico em fase sélida
indireta (ELISA). O material de bidpsia contendo “kunkers”, foi
dividido em duas porg¢oes, uma para exame histologico e outra
para o isolamento do agente. Para o isolamento, fragmentos de
tecidos obtidos na biépsia foram lavados em agua estéril,
seccionados em pequenos fragmentos (3mm de espessura) e lavados
em agua estéril contendo estreptomicina, 40.000 Ul e penicilina
20.000 UI (Shipton et al. 1982). Em seguida, os fragmentos de tecido
e “kunkers” foram semeados em tubos com tampa de rosca
contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) ou caldo Sabouraud e
incubados a 37°C por 48 horas. A identificacao do fungo baseou-se
nas caracteristicas macroscopicas e microscopicas de Pythium
insidiosum, além da indu¢do de zoosporogénese, que permite a
identificag¢ao dos zoosporos maveis (Shipton et al. 1982, Mendoza
& Prendas 1988). Os fragmentos de bidpsia destinados a
histopatologia foram fixados em solucao de formol a 10% e
processados pelos métodos de rotina para as coloragoes de
hematoxilina-eosina e Gomori (GMS).
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RESULTADOS

A conﬁrmag:ao do diagnostico foi obtida pelo teste ELISA e
iSOIamento do agente. No exame sorolégico todos os eqiiinos
testados foram positivos para a presenca de IgG anti Pythium
insidiosum, confirmando a suspeita clinica. No isolamento,
observou-se o crescimento de coldnias brancas com cresci-
}mento radial, micélio aéreo curto e hifas enraizadas no meio
de cultura. Nos tubos contendo caldo Sabouiaud observou-

se um crescimento algodonoso de cor esbranqui¢ada, emer- -

‘gindo dos “kunkers” e dos tecidos. Ao exame microscépico
em aumento de 100 e 400x observaram-se hifas raramente
septadas, com ramificagdes laterais freqiientemente perpen-
diculares, sem estruturas reprodutivas e extremidades arre-
dondadas. Essas caracteristicas associados a indugdo de
zoosporogénese permitiram a identificacao de P. insidiosum.
Em sete amostras nao foi possivel o isolamento do agente

devido, principalmente, a contamina¢oes secundérias por
outros fungos ambientais, leveduras e bactérias.

A formagao de dois grupos baseou-se nas caracteristicas
clinicas das lesoes cutdneas/subcutineas e no tempo de du-
racao das lesoes (Quadro 1). As principais diferencas obser-
vadas entre os grupos sao resumidas no Quadro 2. No Grupo
I (casos tipicos) foram incluidos onze animais com duragio
da doenga entre 1 e 6 meses. Esses animais apresentaram
lesoes subcutdneas de evolugao progressiva, abundante teci-
do de granulagdo, ulceracao, secre¢ao serossanguinolenta a
mucossanguinolenta e presenca de “kunkers”. Prurido inten-
so e claudicacao nos animais com lesées nos membros tam-
bém foram observados. Alguns animais co¢cavam intensamen-
te a ferida, dilacerando a mesma, as vezes causando sangra-
mento profuso (Fig. 1). Os casos do Grupo I evoluiram rapida-
mente, com aumento das lesoes associado a emagrecimento
e debilitagao geral dos animais, culminando com a morte de

Quadro 1. Caracteristicas clinicas e métodos utilizados no diagndstico de pitiose em eqiiinos

Grupo /n°® Idade Sexo Caracteristicas das lesoes Diagndstico
do animal  (anos) Localizagao  Dimensao - Duragao Macroscopia da lesao ELISA Cultura  Histopatologia dos "kunkers"
anatOmica (cm) (meses)
1/08 6 F MAE? 4x85 4 Ulceradas com secre¢dao Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
MAD 55x8 serossanguinolenta irregulares e ramificadas
MPE 95x9
1/09 1,5 F MPD 14x 14 1 Ulcerada com secregao Pos. Pos. N3do realizado
) mucossanguinolenta
1/10 9 b MAD 24x 16 3 Ulceradas com secre¢ao Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
MPE 22x27 mucossanguinolenta irregulares e ramificadas
1/12 6 F MPD 27x19 3 Ulcerada com secre¢ao Pos. Neg. Necrose eosinofilica com hifas
mucopurulenta irregulares e ramificadas
1/13 3 meses F MAE 17x 11 2 Ulcerada com secre¢ao Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
serossanguinolenta irregulares e ramificadas
/14 8 F MPD 6x4 2 Ulcerada com secre¢do Pos. Neg. Bidpsia sem "kunkers”
serossanguinolenta
1/15 5 F MPE 3x5 3 Ulcerada, sem secregao Pos. Neg. Necrose eosinofilica com.hifas
irregulares e ramificadas :
1/16 4 M MAE 10x6 1 Parcialmente ulcerada com Pos. Neg. Nao realizado
secrecao serossanguinolenta
1/20 1 F MPE 8x10 2 Ulcerada com secregao Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
mucossanguinolenta irregulares e ramificadas
/21 8 F MPE 15x15 2 Ulcerada com secre¢ao Pos. Neg. Necrose eosinofilica com hifas
serossanguinolenta irregulares e ramificadas
1/24 4 M Prepficio 24 x 23 1 Ulcerada com secre¢do Pos. Neg. Nio realizado
serossanguinolenta
/o1 8 M Face medial 21 x49 24 Tumorag¢do nao ulcerada Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
do MPE irregulares e ramificadas
1r/03 8 P Peito 46 x 32 12 Tumoragdo nao ulcerada, Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
pedunculada irregulares e ramificadas
11/ 04 8 F MAE 15x 67 12 Tumoragao nao ulcerada Pos. Neg. Bidpsia sem kunkers
didmetro
11/05 6 F MPD 30x 18 24 Tumoragao nao ulcerada Pos. Pos. Necrose eosinofilica com hifas
irregulares e ramificadas
11/ 06 3 F Peito 19x23 18 Tumoracgao nao ulcerada, Pos. Pos. Bidpsia sem kunkers

pedunculada

2MAD = membro anterior direito, MPD = membro posterior direito, MAE = membro anterior esquerdo, MPE = membro posterior esquerdo, Pos. =
positivo, Neg. = negativo,

= égua com cria ao pé.
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Fig. 1. Pitiose eqiiina tipica (Eqiiino 21). Granuloma ulcerado com abundante se-
cre¢ao serossanguinolenta. Curso clinico de aproximadamente 2 a 3 meses.

Fig. 2. Pitiose eqiiina atipica (Eqiiino 1). Lesao com aproximadamente 18 a 24
' meses de duragao.

Fig. 3. Pitiose eqiiina atipica (Eqiiino 3). Egua em lacta¢ao, com cria
ao pé e bom estado geral, apresentando lesao circunscrita e
pedunculada. Duragao superior a 12 meses.

cinco eqiiinos. Na histopatologia, observou-se proliferacao
de tecido de granulagao com muitos eosinéfilos na derme
superficial e profunda, as vezes acompanhado de hiperplasia
irregular da epiderme. Associados aos “kunkers”, foram ob-
servadas imagens negativas de hifas irregulares e ramificadas.

Pesq. Vet. Bras. 21(4):151-156, out./dez. 2001

Quadro 2. Principais diferengas entre os casos tipicos (Grupo I) e
atipicos (Grupo II) de pitiose em eqiiinos

Caracteristicas - Erllpo I Gru[}o 11

das lesoes (1 a 6 meses) (> 12 meses)
Ulceragao Presente Ausente?
Secregao Abundante Pouca
Prurido Presente Ausente

Hiperplasia pseudo-epitelio-
matosa da epiderme e infil-
trado eosinofilico

Tecido de granulagao
com muitos eosinéfilos

Histopatologia

9Lesoes recobertas por pele escura.

Pelo método de Gomori (GMS) foram observadas hifas irre-
gulares e ramificadas no centro ou na periferia dos “kunkers”.

No Grupo Il (casos atipicos), foram incluidos cinco eqtiinos
com duracao da doenga superior a 12 meses e quadro clinico
estavel, incluindo bom estado nutricional. As lesoes subcuta-
neas caracterizavam-se por grandes massas teciduais recober-
tas por pele hiperpigmentada, eventualmente com pélos, sem
ulceragoes e presenca de alguns pontos abertos (sinus) com a
drenagem de pouca secre¢ao serossanguinolenta e fragmen-
tos de “kunkers” (Fig. 2). O prurido estava ausente ou foi ra-
ramente observado. Em alguns casos, as tumoragoes apre-
sentavam-se bastante circunscritas, pedunculadas e com ta-
manho estavel (Fig. 3). Histologicamente, esses casos carac-
terizaram-se por hiperplasia pseudo-epiteliomatosa da
epiderme e hiperplasia das glandulas sebaceas, as vezes com
hiperqueratose ortoqueratética. Infiltrado focal ou difuso de
polimorfonucleares com muitos eosinéfilos e, em alguns ca-
sos, proliferacao de tecido de granulagao maduro também
foram observados. Hifas irregulares e ramificadas foram ob-
servadas no centro e na periferia dos “kunkers”.
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DISCUSSAO

A pitiose eqiiina é uma doenga que ocorre em todas as regi-
oes do Brasil, principalmente no Pantanal, onde ha relagao
direta com o periodo das chuvas (outubro-mar¢o) e acarreta
prejuizos significativos, direta ou indiretamente. Os casos de
pitiose cutinea/subcutanea descritos na literatura e também
observados nos casos tipicos apresentados nesse trabalho,
caracterizam-se por granulomas ulcerados com abundante
secrecao serossanguinolenta, prurido intenso e presenca de
“kunkers” visiveis na superficie e interior da ferida (Meireles
et al. 1993, Chaffin et al. 1995, Tabosa et al. 1999). A evolu-
¢ao dessa forma clinica é rapida, acompanhada de aumento
progressivo das lesoes, emagrecimento e debilidade, culmi-
nando com a morte na maioria dos casos. Infec¢coes secunda-
rias sao freqiientemente observadas e representam uma difi-
culdade adicional para o isolamento do agente e tratamento
da doenga. Em geral, lesoes muito ulceradas e com secre¢ao
abundante apresentam alto grau de contaminagdo secunda-
ria. Acredita-se que a morte esteja associada a liberacao de
fatores de necrose tumoral - TNF a. Esses sao liberados em
processos tumorais ou infeccoes por bactérias Gram negati-
vas ou outros agentes que possuam lipopolissacarideos de
parede (LPS) e, sao os responsaveis pelo fendmeno de caquexia
observados em humanos e animais com essas enfermidades
* (Klein & Horejsi 1997).

Os casos atipicos descritos no presente trabalho desta-
caram-se pelo curso clinico prolongado (superior a 1 ano) e
pelos aspectos clinicos peculiares. Ao contrario da pitiose
tipica, os eqiiinos com pitiose atipica aparentavam boa sa-
de geral, sem comprometimento de suas fung¢Ges vitais. A
presenca de uma égua com cria ao pé comprova que a infec-
¢ao atipica nao prejudicou fungoes como a gestacao e a
lactacao. As lesoes subcutédneas caracterizavam-se por gran-
des tumoragoes, que em alguns casos apresentavam-se
pedunculadas (Fig. 3), sugerindo uma organizacao tecidual
com isolamento da rea infectada. Os sinais clinicos geral-
mente observados, como prurido, secrecao abundante e
emagrecimento progressivo, também estavam ausentes.
Histologicamente, as massas tumorais caracterizavam-se por
hiperplasia pseudo-epitelio-matosa da epiderme. Essa ca-
racteristica histologica também é observada nos casos de
sarcéide eqiiino e pode indicar uma associagao entre as duas
patologias, onde um sarcéide ulcerado seria a “porta de en-
trada” para Pythium insidiosum. Entretanto, nao ha dados
que confirmem essa possibilidade. '

0 longo periodo de infec¢ao e as caracteristicas teciduais
da lesdo sao indicios de que os eqiiinos do Grupo Il consegui-
ram controlar a infec¢do, evitando o quadro classico de evo-
lugao progressiva e morte. Porém, a presenca de “kunkers”
viaveis no interior das lesoes sugere que o sistema imunolé-
gico conseguiu apenas isolar a area infectada sem eliminar o
agente infeccioso. Também nao se sabe qual seria a evolug¢do
natural desses casos, se para a cura ou para a morte desses
animais. O acompanhamento da evolug¢ao natural foi preju-
dicado pelo uso da imunoterapia, que induziu a cura em qua-
tro animais. No eqiiino que nao respondeu a imunoterapia, a
doenca culminou com a morte do ahimal, porém a observa-

¢ao de apenas um animal nao permite afirmar que a evolu-
¢ao natural de todos os casos atipicos seria a morte. Todos
os eqiiinos apresentados nesse relato fizeram parte de um
teste de eficiéncia de um imunobiol6gico para o tratamento
da pitiose eqiiina, produzido a partir de culturas de P,
insidiosum (Dados nao publicados).

Dos cinco eqiiinos com pitiose atipica, trés ja haviam apre-
sentado outros episodios da d_.oeng:a em anos anteriores, sen-
do curados pelo “corte e queiina” das lesoes (tratamento ca-
seiro). A possibilidade de recidiva foi descartada, pois as le-
soes observadas foram em locais diferentes da primeira in-
feccdo. A ocorréncia desses casos levanta suspeitas sobre a
influéncia das infec¢Ges anteriores sobre a imunidade a
reinfec¢oes. Entretanto isso nao foi relatado em dois dos ca-
sos atipicos e nao ha estudos sistematicos que permitam afir-
mar que animais previamente infectados desenvolvam algum
grau-de imunidade ao P. insidiosum. Por outro lado, a ocor-
réncia desses casos pode estar relacionada a diferencas indi-
viduais na susceptibilidade e resisténcia a doeng¢a. Em huma-
nos, a talassemia é um fator predisponente para o desenvol-
vimento da pitiose, embora individuos normais também pos-
sam ser infectados (Sathapatayavongs et al. 1989, Imwidthaya
1994). Em eqiiinos, até o presente, ndo foi descoberto ne-
nhum fator que predisponha a infecc¢ao por P, insidiosum. Qutra
possivel causa de variagcoes na apresentacao clinica da doen-
¢a é a existéncia de diferencas antigénicas entre isolados de
P, insidiosum. Isso tem sido observado em nossos estudos de
comparacao antigénica (Dados nao publicados).

Casos de pitiose eqiiina atipica ainda ndo foram descritos
na literatura e representam um importante achado no estu-
do da pitiose, pois o entendimento de suas causas e mecanis-
mos envolvidos podem esclarecer outros aspectos na
patogenia e no controle da enfermidade.
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