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RESUMO

A pitiose é uma doenga granulomatosa que afeta principalmente o tecido cutaneo e
subcutdneo em animais domésticos, selvagens e humanos. O presente trabalho teve
como objetivo determinar a ocorréncia da infecgdo por Pythium insidiosum em
equinos, utilizando cultivo fungico, isolamento e identificagdo fenotipica em equinos
da Baixada Maranhense — MA e municipios proximos. Foram coletadas amostras de
23 equinos que apresentavam sinais clinicos caracteristicos de pitiose oriundos dos
seguintes municipios: Arari, Pedro do Rosario, Penalva, Pinheiro, Sdo Joao Batista,
S&o Vicente e Viana, além da realizagdo das coletas em municipios proximos:
Itapecuru-Mirim e Matdes do Norte. Os animais apresentavam lesdes ulcerativas de
aspecto granulomatoso, com secre¢ao serossanguinolenta e presenca de pequenos
granulos firmes de coloragdo amarelada, conhecidos como kunkers. O material foi
obtido por meio de biopsia tecidual ou fragmentos de kunkers, armazenado em
coletores universais estéreis com tampas contendo solugédo salina 0,9% e
transportado sob refrigeragédo para o Laboratério de Micologia da UEMA. As amostras
foram lavadas com antibiético e solugéo salina 0,9% e inoculadas em Agar Extrato de
Levedura, e posteriormente incubadas a 37°C em estufa por dois a cinco dias. Apds o
periodo de incubacgao, 7 amostras apresentavam col6nias com aspecto membranoso,
textura suave e ligeiramente viscosa, exibindo uma coloracdo creme uniforme.
Possuia crescimento rapido, cobrindo a superficie do meio de cultura com um
desenvolvimento micelial robusto e bem definido, formando bordas levemente
irregulares e de margens elevadas. Microscopicamente, as colonias revelaram hifas
hialinas, asseptadas ou pouco septadas que possuiam largo didmetro, esparsamente
separadas com ramificagdes em angulo agudo, irregulares e que se destacavam pela
auséncia de divisbes transversais, uma caracteristica tipica de certos organismos
patogénicos como o P. insidiosum. Esses resultados destacam a importancia do
diagnostico precoce e preciso para o controle da pitiose, uma doenga de impacto
significativo na saude animal, especialmente em regides endémicas como a Baixada
Maranhense. A identificagédo e isolamento do agente patogénico em equinos reforgam
a necessidade de vigilancia continua e de estratégias de manejo que possam mitigar

os efeitos dessa enfermidade nos animais afetados.

Palavras-chave: pitiose, cavalo, kunkers.



ABSTRACT

Pythiosis is a granulomatous disease that primarily affects the cutaneous and
subcutaneous tissues in domestic animals, wildlife, and humans. The present study
aimed to determine the occurrence of Pythium insidiosum infection in horses, using
fungal culture, isolation, and phenotypic identification in horses from the Baixada
Maranhense region — MA and neighboring municipalities. Samples were collected from
23 horses showing clinical signs characteristic of pythiosis from the following
municipalities in the Baixada Maranhense: Arari, Pedro do Rosario, Penalva, Pinheiro,
Sao Jodo Batista, Sdo Vicente, and Viana, in addition to collections in nearby
municipalities: ltapecuru-Mirim and Matdes do Norte. The animals presented ulcerative
lesions with a granulomatous appearance, serosanguineous exudate, and the
presence of small firm yellowish granules known as kunkers. Material was obtained
through tissue biopsy or fragments of kunkers, stored in sterile universal collectors with
caps containing 0.9% saline solution, and transported under refrigeration to the
Mycology Laboratory of UEMA. The samples were washed with antibiotic and 0.9%
saline solution and inoculated onto Yeast Extract Agar, then incubated at 37°C in an
oven for two to five days. After the incubation period, seven samples presented
colonies with a membranous appearance, smooth and slightly viscous texture,
exhibiting a uniform cream coloration. The colonies displayed rapid growth, covering
the surface of the culture medium with robust and well-defined mycelial development,
forming slightly irregular and raised edges. Microscopically, the colonies revealed
hyaline, aseptate or sparsely septate hyphae with a large diameter, sparsely
separated, with branching at acute angles, irregular, and distinguished by the absence
of transverse divisions—a typical characteristic of certain pathogenic organisms such
as P. insidiosum. These results highlight the importance of early and accurate
diagnosis for controlling pythiosis, a disease with a significant impact on animal health,
especially in endemic regions such as the Baixada Maranhense. The identification and
isolation of the pathogen in horses reinforce the need for continuous surveillance and

management strategies that can mitigate the effects of this disease in affected animals.

Keywords: pythiosis, horse, kunkers.
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1 INTRODUGCAO

A pitiose € uma enfermidade granulomatosa causada pelo oomiceto
aquatico Pythium insidiosum, organismo pertencente ao grupo dos Oomycetes, o
agente etiolégico € um microorganismo que percente ao reino Stramenotopila, Filo
Pseudofungi, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia Phytiacea e Gémeno
Pythium (Leal et al., 2001)

Considerada uma importante enfermidade infecciosa de ocorréncia
mundial, a doenga acomete diversas espécies animais, incluindo equinos, caninos e
bovinos, além de seres humanos, sendo mais frequentemente observada em regides
tropicais e subtropicais, onde as condi¢gdes ambientais favorecem o desenvolvimento
e a disseminacao do agente (Gaastra et al., 2010; Bezerra et al., 2020; Souto et al.,
2022).

A transmissdo da pitiose esta diretamente relacionada a presenca de
ambientes aquaticos ou alagados, nos quais P. insidiosum produz zoOsporos
biflagelados, considerados sua principal forma infectante. Em condigdes favoraveis de
temperatura e umidade, os esporangios liberam zodsporos méveis capazes de
alcancar tecidos lesionados do hospedeiro. Apds o contato, essas estruturas
encistam-se, germinam e originam hifas através do tubo germinativo, responsaveis
pela secrecao de enzimas que contribuem para a invasao mais profunda do patégeno
(Megid et al., 2016).

Em equinos, as lesdes localizam-se principalmente nos tecidos cutaneos e
subcutaneos, especialmente em regides corporais que permanecem em contato
frequente com ambientes umidos, como as extremidades distais dos membros e a
regiao ventral do abdémen (Leal et al., 2001). Clinicamente, a doencga caracteriza-se
pela formacdo de lesbes ulcerativas de rapida evolugdo, associadas a intensa
resposta inflamatdria, exsudagado serossanguinolenta, prurido de intensidade variavel
e presenga de kunkers, estruturas necroticas consideradas caracteristicas da pitiose
equina (Santurio et al., 2016; Lemos et al., 2018).

O diagndstico da pitiose pode ser realizado por diferentes métodos,
incluindo avaliagao clinica, histopatologia, exames sorologicos, técnicas moleculares
e isolamento microbiolégico. Entre essas abordagens, o isolamento do agente
permanece como importante ferramenta para confirmacgéo etioldgica da enfermidade,

permitindo sua caracterizagao fenotipica e subsidiando estudos epidemioldgicos e
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laboratoriais. Entretanto, o cultivo de P. insidiosum ainda representa um desafio,
devido ao crescimento variavel do agente, a frequente contaminagdo por
microrganismos ambientais e a semelhanga morfolégica com fungos filamentosos,
fatores que podem dificultar sua identificagcao (Taylor et al., 2019).

A enfermidade possui relevante impacto econémico e sanitario, uma vez
que o tratamento frequentemente é prolongado, oneroso e nem sempre apresenta
resultados satisfatorios. Em casos avangados, pode ocorrer incapacitagao temporaria
ou permanente dos animais, comprometendo seu desempenho e utilizagdo nas
atividades produtivas (Moraes et al., 2017). Embora ndo seja considerada uma
zoonose classica, a pitiose também pode acometer seres humanos expostos aos
mesmos ambientes contaminados, evidenciando sua importancia sob a perspectiva
da Saude Unica (Santurio et al., 2016).

Entre as regibes brasileiras que apresentam condi¢gdes favoraveis a
ocorréncia da pitiose, destaca-se a Baixada Maranhense, uma extensa planicie de
inundagao localizada no norte do estado do Maranhao, caracterizada pela presenca
de campos alagaveis, lagos, rios e areas periodicamente inundadas durante a estagao
chuvosa. Essas condicdes ambientais resultam em elevada umidade e intenso contato
dos animais com colegbes hidricas naturais, criando um ambiente favoravel a
manuteng¢do e disseminagao de agentes aquaticos, incluindo Pythium insidiosum.
Nessa regido, os equinos desempenham importante fungdo nas atividades
agropecuarias da regidao, sendo amplamente utilizados para transporte, manejo de
rebanhos e deslocamento entre propriedades rurais, especialmente em areas de dificil
acesso durante os periodos de inundacao (Vieira et al., 2015).

Apesar das caracteristicas ambientais favoraveis a ocorréncia da
enfermidade e da importancia dos equinos para a dindmica socioeconémica regional,
ainda sao escassas as informacgdes relacionadas ao isolamento e a identificacdo de
Pythium insidiosum na Baixada Maranhense. A limitada disponibilidade de dados
laboratoriais dificulta a compreensédo da distribuicdo da pitiose na regido e pode
contribuir para subdiagnosticos ou diagndsticos equivocados, especialmente diante da
semelhanga clinica com outras afecgbes cutdaneas que acometem equinos. Dessa
forma, estudos voltados ao isolamento e a identificagdo do agente sao fundamentais
para ampliar o conhecimento sobre a enfermidade, contribuindo para o aprimoramento
do diagnéstico, da vigilancia epidemioldgica e das estratégias de prevengéao e controle

da pitiose equina na Baixada Maranhense.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e |solar e identificar Pythium insidiosum em equinos com lesdes sugestivas de

pitiose na Baixada Maranhense — MA e municipios adjacentes.

2.2 Objetivos especificos

a) Realizar o isolamento de P. insidiosum a partir de amostras coletadas de
equinos com lesdes sugestivas de pitiose;

b) Identificar fenotipicamente os isolados obtidos por meio das caracteristicas
macro e micromorfoldgicas;

c) Determinar a frequéncia de isolamento de P. insidiosum nas amostras

analisadas.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia

A pitiose é uma enfermidade infecciosa causada por Pythium insidiosum,
microrganismo inicialmente descrito como pseudo-fungo em razdo de suas
semelhangas morfolégicas com fungos filamentosos (Megid et al., 2016). Entretanto,
analises filogenéticas baseadas em biologia molecular demonstraram que o agente
pertence ao filo Oomycota, sendo atualmente classificado como um oomiceto aquatico
inserido no reino Straminipila, Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales e
Familia Pythiaceae, sendo, portanto, evolutivamente distinto dos fungos verdadeiros.

Os oomicetos diferenciam-se estrutural e bioquimicamente dos fungos
verdadeiros (Quadro 1). A parede celular de P. insidiosum é composta
predominantemente por celulose e B-glucanos, enquanto nos fungos a quitina constitui
o principal componente estrutural. Ademais, a membrana plasmatica dos oomicetos

nao apresenta ergosterol (Bosco et al., 2016), substancia caracteristica dos fungos e
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alvo de diversos agentes antifungicos, particularidade que possui relevancia
terapéutica e diagnostica (Cardona et al., 2013).

Do ponto de vista morfologico, P. insidiosum caracteriza-se pela formagao
de hifas largas, hialinas e asseptadas ou paucisseptadas, também denominadas
cenociticas, observaveis em exames histopatolégicos e em cultivo microbioldgico.
Trata-se de um microrganismo eucariético flamentoso capaz de produzir estruturas
reprodutivas tipicas dos oomicetos, como esporéngios e zodsporos biflagelados,
elementos fundamentais para sua identificagcao taxonémica e laboratorial (Riet-Correa
et al., 2008).

Quadro 1 - Principais diferengas estruturais entre Oomicetos e Fungos verdadeiros

Estrutura Oomicetos aquaticos Fungos
Parede Celular Celulose e glucanos Quitina
Esporos com flagelos Sim Nao
Septos Ausentes Presentes
Plodia Diploides Haploides

Fonte: Adaptado de Santurio (2006)

A correta compreensdo da natureza taxondmica e das particularidades
estruturais de P. insidiosum € essencial para diferenciar a pitiose das micoses

verdadeiras, bem como para orientar abordagens diagnosticas adequadas.

3.2 Epidemiologia

A pitiose apresenta distribuicdo mundial, com maior prevaléncia em regides
tropicais e subtropicais, onde temperaturas elevadas e alta umidade relativa do ar
favorecem a sobrevivéncia e multiplicagdo de Pythium insidiosum em ecossistemas
aquaticos (Santurio et al., 2006).

Nessas areas, a combinac¢ao entre clima quente e disponibilidade hidrica
permanente cria condi¢cbes ideais para a formacao e liberagdo de zodsporos

biflagelados, principais formas infectantes do oomiceto. Existem registros de sua



19

ocorréncia na regiao da Costa do Golfo dos Estados Unidos, alguns paises da América
do Sul e na Australia (Reed; Bayly, 2000). De forma complementar, Aimeida (2010)
afirma que também ha relatos de ocorréncia na Costa Rica, Haiti, india, Indonésia,

Japao, Mali, Nova Zelandia, Papua - Nova Guiné e Tailandia (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo mundial de ocorréncias do quadro de pitiose equina

Fonte: Almeida (2010)

No Brasil, a enfermidade é considerada endémica em diferentes regides,
com maior numero de relatos nas regides Sul, Centro-Oeste, Norte e Nordeste,
destacando-se estados como Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Para e Maranhao,
onde fatores climaticos, hidrolégicos e de manejo favorecem a manutengao do agente
no ambiente (Cardona et al.,, 2013). A ocorréncia da doenga esta intimamente
relacionada a presenca de cole¢des hidricas naturais ou artificiais, como acudes,
lagoas, brejos e areas de varzea, especialmente quando ha acumulo de matéria
organica em decomposigéo, substrato que favorece o desenvolvimento do oomiceto.

No territério brasileiro, observa-se padrdao sazonal bem definido, com
aumento significativo do numero de casos durante e apds o periodo chuvoso (D’utra
Vaz et al., 2009). A elevagao do indice pluviométrico promove a formagéo de areas
temporariamente alagadas, ampliando o contato dos equinos com ambientes
potencialmente contaminados e, consequentemente, aumentando o risco de infecgao.
Esse comportamento sazonal reforga a influéncia determinante dos fatores ambientais
na dindmica epidemioldégica da enfermidade.

Os equinos representam a principal espécie doméstica acometida no pais,
sobretudo aqueles mantidos em sistema extensivo, nos quais o acesso irrestrito a
areas alagadicas é frequente (Riet-Correa et al., 2008). A exposi¢cao prolongada a

agua contaminada, associada a ocorréncia de microtraumas cutaneos, comuns em
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animais criados a campo, constitui importante porta de entrada para o agente. Dessa
forma, a pitiose equina evidéncia claramente a interacédo entre agente, hospedeiro e
ambiente, caracterizando-se como enfermidade de base ecoldgica.

No contexto regional, a Baixada Maranhense reune condigdes ambientais
altamente favoraveis a manutencdo do ciclo epidemiologico de P. insidiosum. De
acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2022), a regido
apresenta clima tropical umido, com temperaturas médias anuais elevadas e indices
pluviométricos expressivos, além de extensas areas sujeitas a inundagdes periddicas.
Essa dindmica hidrolégica sazonal resulta na formagdo de ambientes aquaticos
temporarios e permanentes, favorecendo a persisténcia do agente no ecossistema.
Ademais, a predominancia do sistema extensivo de criagdo equina na regido
potencializa a exposi¢do dos animais a areas alagaveis, consolidando um cenario

epidemioldgico propicio a ocorréncia da enfermidade.

Figura 2 - Mapa da localizagdo da microrregiao da Baixada Maranhense

'Elnmn'rauﬂl

T gl
PRESIDENTE SARNEY (70 PN _
" i o
E E -l TR

S e-dingena,
= R L A
=l UL
Pﬁﬁﬂmwnﬁm _w' VA ARG
1 . \gaqqgme.\rsan_
Yoty

3 m i VR
e e - WTCHA DO MR

oieEoNee

Legenda BELAVIETA MR AC oo CEADIDG LB

B _]Areaaees\udc CERL 0 ] ‘i A

T T
| Maranhiio HW AFTTW

C
Nerdasln Sistema de Coordenadas Geogréficas .
Brasil Dalum;: WGS 84 SE_RG_Eﬁ_

Fonte: Reativar Ambiental (2014)
Assim, a pitiose pode ser caracterizada como uma enfermidade emergente

associada a ecossistemas alagaveis, cuja ocorréncia depende da convergéncia entre
condigdes climaticas favoraveis, presenca do agente no ambiente e fatores de manejo

que aumentam a exposi¢ao do hospedeiro (Figura 3).
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Figura 3 - Equino com acesso livre a areas alagadas.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Em regides como a Baixada Maranhense, essa interacao estabelece um

perfil epidemiolégico compativel com a manutencdo endémica da doenca.

3.3 Patogenia

A patogenia da pitiose equina esta intrinsecamente ligada ao ciclo biolégico
de Pythium insidiosum (figura 4), um oomiceto aquatico que produz zodsporos
biflagelados, caracterizados por sua capacidade de locomog¢ao em ambientes hidricos
e responsaveis pela infeccdo inicial (Mendonza et al., 1990). Esses zodsporos sé&o
gerados nos esporangios quando condigdes ambientais favoraveis, como temperatura
elevada, alta umidade e presenga de matéria organica, promovem a reprodugao
assexuada do agente, facilitando a sua sobrevivéncia em ecossistemas Iénticos ou
agua estagnada, caracteristicas tipicas de zonas alagadicas frequentes no Brasil
(Mendonza et al., 1988).

Quando um equino entra em contato com agua contaminada, os zoosporos
sao atraidos quimiotaticamente para areas de tecido lesionado ou microtraumas
cutaneos, onde se aderem firmemente a superficie da pele. Neste ponto, eles perdem
seus flagelos e passam por uma fase de encistamento, resultando em formacgéo de

cistos que dao origem a tubos germinativos, os quais se estendem e originam as hifas,
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a forma invasiva do patégeno diretamente envolvida na invasao tecidual (Ravishankar
etal., 2001).

Figura 4 - Ciclo biolégico do P. insidiosum

Fonte; Santurio, Janio Moraes, 2004,

Fonte: Adaptado de Santurio e Ferreiro (2008)

Esta capacidade suficiente de degradar tecidos n&o apenas contribui para
a expansao da infecgao local, como também favorece a liberagdo de exoantigenos
que modulam a resposta imune do animal. Estudos nacionais apontam que tais
exoantigenos atuam como agentes quimiotaticos, atraindo macréfagos e outras
células imunoldgicas para o foco da infecgdo, desencadeando uma resposta imune
predominantemente do tipo Th2, caracterizada pela produgéo de interleucina-4 (IL-4)
e interleucina-5 (IL-5), que promovem a ativagao de linfocitos B e a produgao de
imunoglobulinas 1gG e IgE (Mendonza et al., 2005).

Além do impacto direto no tecido do hospedeiro, a composig¢ao peculiar da
parede celular de P. insidiosum, rica em B-glucanas e celulose, confere uma
resisténcia natural a agentes antifungicos convencionais e reduz a eficacia de certos
mecanismos de reconhecimento imunoldgico, uma vez que essas estruturas nao
correspondem aos padrbes moleculares tipicos de fungos classicos, dificultando o
reconhecimento eficaz pelo sistema imune inato (Gaastra et al., 2010).

Assim, a patogenia da pitiose equina pode ser entendida como um conjunto
de fatores bioldgicos inerentes ao agente, como a produgéo de zodsporos infectantes,
capacidade de germinacdo e crescimento das hifas invasivo, interagindo com
condigbes ambientais que favorecem sua sobrevivéncia e proliferacdo, e com

respostas do hospedeiro que muitas vezes sao insuficientes para controlar a infeccao.
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Essa interacao complexa entre ambiente, agente e hospedeiro fundamenta o processo
patogénico observado clinicamente em equinos e esta intimamente relacionada aos

mecanismos de crescimento e proliferacdo deste oomiceto.

3.4 Sinais clinicos

A manifestagao clinica da pitiose em equinos decorre diretamente do ciclo
infectante e da capacidade invasiva de Pythium insidiosum. Apdés a adesao dos
zoosporos a tecidos lesionados e a formacgao das hifas invasivas, o agente provoca
uma reacao inflamatéria intensa, caracterizada pela infiltracdo de eosindfilos,
macrofagos e linfécitos B ativados, que resulta na formacdo da classica leséo
granulomatosa ulcerativa (Miller et al., 1984). Clinicamente, essas lesdes apresentam
inicialmente pequenos ndédulos ou papulas eritematosas, que rapidamente se
expandem para areas de granulagdo exuberante, frequentemente umidas, com
secrecao serossanguinolenta ou purulenta, refletindo a agado de enzimas proteoliticas

do microrganismo e a intensa resposta imune local (Figura 5).

Figura 5 - Caracteristicas e localizagao das lesdes caracteristicas de pitiose em

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Um dos achados clinicos mais caracteristicos da pitiose equina é a
presenga dos chamados kunkers, estruturas firmes de coloragdo branco-amarelada,
constituidas por tecido necrético, eosindfilos degenerados, material inflamatério e
fragmentos de hifas de Pythium insidiosum. Essas massas s&do frequentemente
observadas no interior das lesdes ulcerativas e representam um importante indicativo

clinico da enfermidade (Miller et al,. 1984).
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A presenca dos kunkers esta associada a intensa reacao inflamatoria
eosinofilica desencadeada pelo agente e a persisténcia da infeccdo nos tecidos,
contribuindo para a dificuldade de cicatrizagédo espontanea e para a progressao das
lesdes quando nao ha intervencgao terapéutica adequada (Gaastra et al., 2010). Em
muitos casos, as lesdes apresentam crescimento rapido e comportamento localmente

invasivo, resultando em extensa destrui¢cao tecidual.

Devido ao intenso prurido caracteristico das lesées causadas por Pythium
insidiosum, resultado da degranulagédo de eosinofilos e mastécitos com liberagao de
histamina e outras mediadores inflamatérios (Gaastra et al., 2010), os equinos
frequentemente apresentam comportamento de automutilagdo, cocando as areas
afetadas em superficies asperas ou mesmo utilizando os dentes. Essa pratica
exacerba a proliferagdo granulomatosa local, dificultando o controle clinico da lesao e
aumentando a complexidade do tratamento (Figura 6).

Em casos de infeccdo avancada ou disseminada, os relatos nacionais
evidenciam que as lesbes podem se tornar extensas, envolvendo multiplos sitios
cutaneos ou mucosas, como regiao ventral, abdémen ou até mucosa nasal, levando
a secrecgao filamentosa, edema local e inflamacgao difusa (Chaffin et al., 1995). Nesses
casos, 0 animal pode apresentar perda progressiva de peso e caquexia, refletindo
tanto a cronicidade da infeccdo quanto o estresse metabdlico provocado pela

inflamacao persistente.
Figura 6 - Processo do quadro clinico de Pitiose
Lesdo cutanea

Instalagdo e proliferagao
do fungo (geralmente — Necrose subcuténea

nos membros) j
Aspecto Intensa reacao eosinofilica e
multifilamentoso denso necrose de vasos sangiineos

Formacéo de grumos «— Formagao de fistulas «— Granulagio exuberante
com fungo e tecidos com
calcificado prurido viscoso

Fonte: Thomassian (2005)
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A evolugédo das lesbGes na pitiose € tipicamente lenta, mas continua, e a
variabilidade da apresentacdo clinica esta relacionada a fatores como tempo de
exposicao a agua contaminada, extensao do trauma cutédneo e resposta imunolégica
individual do animal, reforgcando a necessidade de diagndstico precoce baseado em
achados clinicos tipicos, exames laboratoriais e confirmacéo por cultura ou métodos
moleculares (Mendonza et al., 2005). Portanto, os sinais clinicos da pitiose em
equinos, lesdes ulcerativas, granulomatosas, presengca de kunkers, secregao
serossanguinolenta, prurido intenso, claudicagdo e, em casos graves, caquexia, S&o
diretamente correlacionados com a biologia do agente, seu ciclo infectante e a
interacdo com o sistema imune do hospedeiro, permitindo uma compreensao
integrada do quadro clinico e patogénico da doenga.

Estudos realizados no Brasil demonstram que a identificagdo precoce das
lesdes e a confirmacgao laboratorial sdo determinantes para o prognostico dos animais
acometidos, uma vez que lesdes extensas e de longa evolugao tendem a apresentar
maior dificuldade terapéutica e pior resposta ao tratamento (Marcolongo-Pereira et al.,
2012).

3.5 Diagndstico

A confirmacgao laboratorial por cultura permite ndo apenas identificar o
agente causador das lesbes granulomatosas, mas também avaliar sua viabilidade,
caracteristicas morfolégicas e potencial de invasao tecidual, elementos essenciais
para o planejamento terapéutico e monitoramento da evolugao clinica. A obtengao de
amostras para cultura envolve a coleta de fragmentos de tecido lesionado, incluindo
bordas ativas da ulcera ou granuloma, evitando material necrosado ou contaminado,
garantindo maior probabilidade de isolamento do agente.

Devido ao carater granulomatoso das lesdes, frequentemente associado a
areas necroticas, secregao serossanguinolenta e prurido intenso, o diagndstico clinico
da pitiose pode ser desafiador, uma vez que diversas outras patologias
dermatolégicas apresentam caracteristicas semelhantes, podendo levar o médico
veterinario a conclusdes equivocadas (Thomassian, 2005). Diante dessa semelhanga
clinica, torna-se essencial a utilizacdo de técnicas laboratoriais complementares para
a confirmacgao definitiva da doenga. Entre os métodos empregados destacam-se o

cultivo microbioldgico, que permite o isolamento e identificacdo do agente, demais
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meétodos como a histopatologia, imunohistoquimica, testes soroldégicos como
imunodifusdo em gel de agar e ELISA, que possibilitam detectar respostas
imunoldgicas especificas contra Pythium insidiosum (Almeida, 2010). A combinagéo
dessas abordagens laboratoriais com a avaliagdo clinica detalhada garante maior
precisdo diagnostica, permitindo ao profissional definir estratégias terapéuticas
adequadas e reduzir o risco de progressao das lesdes.

Em estudos nacionais recentes, demonstrou-se que P. insidiosum cresce
de forma caracteristicamente filamentosa em meios nutritivos especificos, como Agar
Extrato de Levedura suplementado com antibiéticos, com desenvolvimento de
colbénias apds cinco a dez dias de incubagao em temperatura controlada, geralmente
entre 28-30 °C (Carnauba et al., 2023). As colbnias apresentam textura algodonosa
ou filamentosa, inicialmente branca, tornando-se mais densa e esbranquicada a
medida que amadurecem (Figura 7) A morfologia observada macroscopicamente
permite diferenciagdo de outros fungos superficiais, enquanto a observagao
microscopica revela hifas espessas, asseptadas, ramificadas e hialinas, compativeis

com P. insidiosum.

Figura 7 - Colbnias de P. insidiosum em meio Sabouraud

Fonte: Cruz (2010)
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Figura 8 - Hifas cenociticas de P. insidiosum

Fonte: Cruz (2010).

O isolamento microbiolégico de Pythium insidiosum constitui uma importante
ferramenta para a confirmagdo diagndstica da pitiose. O agente apresenta
crescimento rapido em meios de cultura apropriados, como Agar Extrato de Levedura
e outros meios enriquecidos, frequentemente suplementados com antibiéticos para
minimizar a contaminag¢ao bacteriana. Em condi¢des adequadas de incubacio, as
colénias podem ser observadas entre dois e sete dias, apresentando crescimento

filamentoso caracteristico (Mendoza et al.,1988).

Macroscopicamente, as colbnias apresentam coloragcdo branca a creme,
aspecto membranoso ou algodoso e crescimento radial abundante, tornando-se mais
densas a medida que amadurecem. Embora essas caracteristicas ndo sejam
exclusivas da espécie, auxiliam na diferenciacao inicial de outros agentes envolvidos

nos diagnosticos diferenciais da pitiose (Gaastra et al., 2010).

Ao exame microscopico, observam-se hifas hialinas, largas,
predominantemente asseptadas ou pouco septadas, com ramificagdes irregulares,
caracteristicas compativeis com P. insidiosum. A avaliagdo microscopica associada
as caracteristicas culturais constitui importante etapa para a identificagao fenotipica
do agente, especialmente em laboratérios que ndo dispdem de técnicas moleculares
(Santurio et al., 2006).
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4 METODOLOGIA

4.1 Comité de ética

Este projeto foi aprovado pela Comissao de Etica e Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Estadual do Maranh&o, sob protocolo de numero 07/2022.

4.2 Area de estudo

A pesquisa foi realizada em municipios pertencentes a Baixada
Maranhense. A Baixada Maranhense esta inserida na Mesorregido Norte
Maranhense, limitando-se ao norte com o litoral (Oceano Atlantico), ao sul com a
regiao dos Cocais, a leste com a regido pré-Amazénica e a oeste com o cerrado.
Localizada sob as coordenadas 01°59' - 04°00'S; 44°00' - 45°33'W, abrangendo uma
area total de 17.579,366 km? (IBGE, 2014), a regido inclui uma ampla diversidade de
ricos ecossistemas, tais como rios, lagos, estuarios e areas alagaveis, fazendo parte
da Amazénia Legal Brasileira (Vasconcelos, 2012).

A Baixada Maranhense esta dividida em 21 municipios: Anajatuba, Arari,
Bela Vista do Maranhao, Cajari, Concei¢ao do Lago Agu, Igarapé do Meio, Matinha,
Moncéo, Olinda Nova do Maranhao, Palmeirandia, Pedro do Rosario, Penalva, Peri-
Mirim, Pinheiro, Presidente Sarney, Santa Helena, Sdo Bento, Sdo Joao Batista, Sdo
Vicente de Ferrer, Viana e Vitéria do Mearim (Brasil, 2010). Dentre esses, foram
realizadas coletas em 7 municipios: Arari, Pedro do Rosario, Penalva, Pinheiro, Sdo
Jodo Batista, Sao Vicente e Viana e em 2 municipios adjacentes de Itapecuru-Mirim e

Matbdes do Norte.

4.3 Coleta de amostras

Inicialmente, foi realizada a divulgacao do projeto para diagndstico da
pitiose equina por meio de midias sociais, como o Instagram (Figura 9), o que resultou
no recebimento de relatos de equinos com lesdes sugestivas da doenga. Com base
nesses relatos, foram feitas visitas as propriedades para conduzir o exame clinico e a

coleta de amostras. Alternativamente, foram realizadas visitas a propriedades
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criadoras de equinos em conjunto com projetos de extensdo, para anamnese e exame
clinico dos animais, visando a identificacdo de lesdes caracteristicas.

Ao todo, foram examinados 653 equinos oriundos de municipios da
Baixada Maranhense e municipios adjacentes. Para o estudo, foram selecionados 23
animais que apresentaram sinais clinicos caracteristicos de pitiose, sendo realizada a
resenha de cada um deles. Apds a avaliagdo fisica dos animais, fragmentos dos
kunkers (Figura 10) ou do tecido ulcerativo das lesbes sugestivas foram obtidos por
bidépsia. O material obtido foi armazenado em coletores universais estéreis, com
tampas contendo solugdo salina NaCl 0,9%, e transportado, sob refrigeragéo, para o
Laboratorio de Micologia da UEMA.

Figura 9 - Arte de divulgagao do projeto para diagndstico da pitiose equina
por meio do Instagram

e labmicologiavet

. SR . & vema
! Atencao veterinario/criador: g Ueme
Se vocé observar lesdtes ulceradas com
formacao de massas teciduais, associado a um
intenso prurido (coceira) no seu cavalo, entre
em contato conosco.

Nos, do laboratoério de Micologia da UEMA,
realizamos diagnostico GRATUITO pra voce.

® Contato: (98)99126-5957

@labmicologiavet

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Figura 10. a, b e c. Amostras de fragmentos caracteristicos de kunkers de equinos
com lesdes sugestivas de pitiose oriundos da Baixada Maranhense

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.4 Cultura fangica

As amostras coletadas foram lavadas com o antibiético Pencivet,
enxaguadas com solugao salina 0,9% e inoculadas em placas contendo Agar Extrato
de Levedura (Figura 11). As placas foram incubadas a 37°C por dois a cinco dias para
o isolamento e identificacdo de P. insidiosum. Coldnias que se assemelharam a P.
insidiosum, apresentando aspectos macroscopicos como coloragao creme e aspecto
membranoso (Figura 12), apds o processo de incubagao, foram submetidas a técnica
de recultivo com o objetivo de isolar o oomiceto e também foi conduzido o microcultivo
para melhor visualizagdo das estruturas de hifas presentes ao exame microscopico. A
avaliacao microscopica foi realizada com a coleta de amostra presente na colénia de
P. insidiosum, colocada em lamina de ponta fosca e corada utilizando o corante 3 do

kit pandtico rapido (Figura 12).
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Figura 11 - Esquema ilustrando processo de coleta de kunkers em equinos com
lesdes sugestivas de pitiose e a subsequente inoculagdo em Agar Extrato de
Levedura para isolamento e identificacdo do agente etiolégico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 12 - Esquema ilustrando o processo de preparagao de laminas para avaliagéo
microscoépica de colénias de Pythium insidiosum

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre 653 equinos avaliados, 23 apresentavam lesdes sugestivas de
pitiose (Tabela 1), variando desde a fase inicial até a fase granulomatosa da doenca.
Os proprietarios relataram que os equinos tinham acesso frequente a areas alagadas
(Figura 13B) e eram criados em sistema de manejo extensivo (Figura 13C).

De acordo com os relatos dos proprietarios, esses equinos tinham acesso
frequente a areas alagadas (Figura 13B), onde a presenga constante de umidade
pode ter contribuido para a infecgao. Além disso, 0os animais eram manejados em um
sistema extensivo (Figura 13C), o que implica menor controle sobre as condigdes
ambientais e de higiene, possivelmente favorecendo a exposi¢do ao patdgeno

causador da doenca (Mendoza; Arseven; Vilela, 2016).

Tabela 1 - Dados das amostras de equinos com lesdes sugestivas de pitiose,
coletadas nos municipios da Baixada Maranhense e proximidades

Amostras Sexo Local da Caracteristica da lesao Resultado

coleta

E1 F Arari Granulomatosa, ulcerada, -

inflamado

E2 M Pinheiro Inflamagéo, edema, sanguinolenta +

E3 M Pedro do inflamada, serosanguinolento -
Rosario

E4 M Pinheiro Edemaciado -

ES M Penalva Erupcéo, lesao circular -

E6 M Arari Serosanguinolento, ulceradas -

E7 M Arari Ulcerada, multinodular +

E8 F Sao Joao Inflamacgao, secregéo purulenta -
Batista

E9 F Penalva Em cicatrizagao -

E10 F Penalva Em cicatrizacao -

E11 M Penalva Inflamagao, presencga de miiase -

E12 M Itapecuru Ulcerada, com presenca de +

kunkers
E13 M Viana Sanguinolenta, presenca de -
kunkers
E14 M Viana Ulcerada, presencga de kunkers +
E15 M Viana Inflamagéo aguda e nodular +



E16

E17
E18

E19
E20

E21

E22

E23

Figura 13 - A. Lesdo granulomatosa caracteristica de pitiose no membro anterior
esquerdo de equino do municipio de Arari - MA; B. Equino com acesso a areas

n

< <Z

Viana Lesao pequena, presenca de
kunkers
Arari Ulcerada, inflamacao
Matdes do Ulcerada, presenca de kunkers
Norte
Sao Vicente Em cicatrizacao
Penalva Lesao ulcerada, presenca de
kunkers
Penalva Lesao pequena, aspecto
inflamatorio
Itapecuru Granulomatosa, presenca de
kunkers
Matdes do Granulomatosa, presenca de
Norte kunkers

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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alagadas no municipio de Pinheiro - MA; C. Modo de criagdo no manejo extensivo

no municipio de Pinheiro - MA

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Esses resultados destacam a importancia das condigdes ambientais e de

manejo no desenvolvimento da pitiose. Bezerra et al. (2010) e Reed e Bayly (2010)

ressaltam que a presencga de areas alagadas e a criagdo em sistemas extensivos séo
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fatores de risco significativos para a infecgéo por P. insidiosum. A umidade constante
facilita a exposicao aos zodsporos do patdégeno, o que é apoiado por estudos mais
recentes, como os de Ocampo et al. (2016) e Pimentel et al. (2020), que investigam a
ecologia e os fatores de risco associados a pitiose. Essas condicdes de manejo e os
habitos de vida dos equinos reforcam a necessidade de praticas preventivas e
diagndsticos precoces, especialmente em regides onde a pitiose € endémica.

Apos o0 exame clinico, observou-se que a maioria dos animais apresentava
lesdes de aspecto granulomatoso, com processo inflamatério, ulceradas, com
secrecao serossanguinolenta e intenso prurido, além da presencga de kunkers (Tabela
1; Figura 14). As lesbes localizavam-se nas extremidades, como prepucio, mucosa
nasal, membros anteriores e posteriores, e regiao ventral (Figura 14). Essas areas sao
mais acometidas pela pitiose devido ao contato com a agua contaminada e,
frequentemente, apresentam lesdes ou microlesdes prévias causadas pela utilizacdo
de equipamentos de montaria, o que facilita a infeccdo pelo agente etioldgico (Bosco
et al., 2020).

Quanto ao diagnodstico micolégico, sete amostras (n=7; 30,43%)
apresentaram colbnias com crescimento rapido, aspecto filamentoso, coloragao
branco-amarelada e textura membranosa, caracteristicas de Pythium insidiosum
(Figura 15). Esses resultados sao consistentes com outros estudos, que relatam taxas
de isolamento de P. insidiosum entre 25% e 40% em equinos com lesdes sugestivas
de pitiose (Bosco et al., 2020).

No entanto, as amostras que ndo demonstraram crescimento do oomiceto
merecem uma analise mais detalhada. Em alguns casos, o processo de cicatrizagao
pode ter reduzido a quantidade de hifas viaveis, dificultando o cultivo (Mendoza; Vilela,
2016). Além disso, a contaminagdo bacteriana ou fungica pode ter inibido o
crescimento de P. insidiosum no meio de cultura, resultando em falsos negativos
(Mendoza et al., 2013).

Outro fator é que as lesdes podem ter sido causadas por doengas com
apresentacdes clinicas semelhantes, como a habronemose, o que ressalta a

importancia de um diagndstico diferencial preciso (Grooters et al., 2020).
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Figura 14. Localizacdo das lesbes caracteristicas de pitiose em equinos. a. Leséo
na regiao de membro toracico; b. Lesdo com aspecto inflamatério no membro
locomotor; ¢. Les&o na regido do prepucio; d. Les&do na regido de membro toracico;
e. Lesao na regido de membro pélvico; f. Lesdo na regido abdominal; g. Leséo na
regiao abdominal se apresentando de forma serossanguinolenta; h. Lesao na regido
da mucosa nasal; i. Lesédo na regiao ventral; j. Lesao na regido glutea com presenca
de kunkers; k. Les&o na regido de membro toracico com presenga de kunkers; I.
Les&o na regido da face.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Figura 15 - Cultura de Pythium insidiosum a partir de amostra de kunker obtida de
equinos da Baixada Maranhense. A. Colbnia apds 2 dias de incubagéo a 37°C; B.
Colonia obtida a partir de recultivo apés 5 dias de incubagao a 37°C.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A analise microscépica revelou hifas hialinas, asseptadas, com diametro
largo e ramificagdes em angulo reto (Figura 16). Essas caracteristicas morfologicas
sao compativeis com as descritas para P. insidiosum e confirmaram o diagnéstico de
pitiose.

Observou-se também que as hifas tinham uma tendéncia a formar ramificagdes
raras e desordenadas, com algumas areas mostrando tor¢des ou ondulacdes leves. Em
alguns casos, as hifas também demonstraram variagbes no didmetro ao longo de seu
comprimento, com partes ligeiramente dilatadas, o que é uma caracteristica adicional
associada a esse patdgeno. Essas caracteristicas morfolégicas das hifas sao tipicas de P.

insidiosum e sao fundamentais para o diagnéstico preciso da pitiose, reforcando a
identificacdo do oomiceto nas amostras analisadas.

Figura 16 - Exame microscopico de Pythium insidiosum a. Hifas hialinas, asseptadas
e espessas (objetiva de 10x) b. Hifas com ramificagcbes em angulo reto (objetiva de
40x); c. Hifa asseptada (objetiva de 100x); d. Hifas asseptadas com ramificagdes em
angulo reto (objetiva de 100x).
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d

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Os achados deste estudo estdo plenamente alinhados com a literatura
sobre a morfologia de Pythium insidiosum. Pesquisas conduzidas por Santurio et al.
(2006) e Silva et al. (2017) descrevem hifas espessas, hialinas, ramificadas e pouco
septadas, caracteristicas que coincidem com as observadas neste trabalho, tanto em
cultura quanto em analises microscépicas de tecidos lesionados. A identificacdo
dessas estruturas morfolodgicas € de extrema importancia, pois permite diferenciar P.
insidiosum de outros patégenos filamentoso semelhantes, cuja morfologia apresenta
hifas mais finas e altamente septadas. Nesse contexto, a confirmacéo laboratorial por
cultivo microbioldgico, associada a analise microscopica detalhada, permanece como
método central para o diagndstico preciso, como enfatizado por Bosco et al. (2016) e
Pereira et al. (2019), reforgando a necessidade de protocolos diagndsticos rigorosos
e padronizados para garantir confiabilidade na identificagdo do agente.

Paralelamente, a literatura recente ressalta a importancia de estratégias
preventivas e de manejo para reduzir a ocorréncia da pitiose em equinos. Estudos

nacionais, como os de Moraes et al. (2013) e Carvalho et al. (2022), destacam a
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relevancia de praticas como restricdo de acesso a areas alagadas, drenagem de
acudes, manutencao da higiene das pastagens e manejo adequado durante periodos
de maior pluviosidade, de modo a diminuir a exposigdo dos animais ao agente. A
conscientizagao de proprietarios e tratadores, aliada a implementacéao de programas
de monitoramento continuo, € fundamental para a detecgao precoce de lesdes e para
0 sucesso das intervengdes terapéuticas. Dessa forma, a integragéo entre diagndstico
laboratorial confiavel, observacéo clinica detalhada e medidas preventivas constitui a
base para o controle eficaz da pitiose, prevenindo a progressao da doencga e

promovendo a saude e o bem-estar dos equinos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo permitiu o isolamento e a identificagcdo fenotipica de
Pythium insidiosum em equinos com lesdes compativeis com pitiose na Baixada
Maranhense, confirmando a ocorréncia do agente na regido. Os resultados
demonstram que as condi¢des ambientais locais podem favorecer a manutencao e
disseminacgao desse oomiceto, reforcando a importancia da pitiose como enfermidade
de relevancia sanitaria para os equinos.

Além disso, o isolamento do agente contribui para o aprimoramento do
diagndstico laboratorial da doenga e amplia o conhecimento sobre sua ocorréncia na
Baixada Maranhense. Dessa forma, os achados deste estudo fornecem subsidios
para futuras investigagbes epidemiologicas e para o desenvolvimento de estratégias

de vigilancia, prevencgao e controle da pitiose equina na regiao.
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