Rev. educ. contin. CRMV-SP / Continuous Education Journal CRMV-SP, ISSN 1516-3326
Sao Paulo, volume 3, fasciculo 3, p. 03 - 11, 2000.

> Zigomicose e pitiose
cutanea em equinos:
diagnostico e tratamento

® Zygomycosis and skin pythiosis in
horses: diagnosis and treatment

* (elso Antonio Rodrigues' —CRMV-SP1° 6128
Maria Cecilia Rui Luvizotto® — CRMV-SP n° 1959

' Professor Assistente de Clinica Cirtrgica Veterindria - UNESP - Aragatuba
? Professora Assistente Doutora de Anatomia Patologica Geral Veterindria - UNESP - Aragatuba

A pitiose e a zigomicose, também conhecidas como ficomicose, constituem um grupo diverso de
afeccoes micdticas de estreita semelhanga anatomopatoldgica que acometem pele e tecido subcuté-
neo, trato digestivo e respiratorio, especialmente em eqiiinos. Os agentes etiol6gicos sdo saproéfitos do
solo e da vegetacdo e possuem também habitat aqudtico. Os eqiiinos adquirem a infec¢do ao perma-
necerem em dreas alagadigas e ao entrarem em contato com o solo, favorecendo o aparecimento de
lesdes piogranulomatosas, preferencialmente localizadas na porgio distal dos membros, regido ven-
tral do abdémen, térax e pescoco. As lesdes apresentam prurido intenso, ulceracdo, secregdo sero-
sanguinolenta de aspecto viscoso e abundante. Entre os diversos métodos utilizados no tratamento
destas micoses, destaca-se a excisdo cirdrgica associada a administrac@o sistémica de anfotericina
B. Todavia, diante de seus sérios efeitos colaterais e seu custo elevado, novos tratamentos adjuvantes
tém sido testados com sucesso.
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Introducao e caracteristicas das afeccoes eqiiinos (HUMBER et al., 1989; YAGER et al., 1993;
ZAMOS et al., 1996). A pitiose engloba as afeccoes

pitiose e a zigomicose constituem um grupo di-  causadas por microorganismos originalmente denomi-
verso de afeccdes micéticas, também conheci- nados como Hyphomyces destruens, e mais recente-
das como ficomicoses. As zigomicoses abran- mente, classificados como Pythium insidiosum, sendo

M cem as entomofitoromicoses causadas pelo este pertencente a classe dos Oomicetos (familia Pro-
Conidiobolus coronatus e pelo Conidiobolus lam-  tista), ordem peronosporales (MENDOZA, 1987; SAN-
prauges que podem determinar lesdes granulomato-  TOS et al., 1987; CAMPBELL, 1990; YAGER et al.,
sas na mucosa nasal em eqiiinos e humanos, enquanto 1993; MEIRELES et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995;
que a espécie Basidiobolus haptosporus freqiiente- WILLIAMS e ANGARANO, 1995; MENDOZA et
mente estd correlacionada com lesdes subcutidneas nos  al., 1996).




RODRIGUES, C. A.; LUVIZOTTO, M. C. R. Zigomicose e pitiose cutinea em eqiiinos: diagndstico e tratamento / Zygomycosis and skin pythiosis in horses: diagnosis
and treatment. Rev. educ. contin. CRMV-SP / Continuous Education Journal CRMV-SP, Sao Paulo, volume 3, fasciculo 3, p. 03 - 11, 2000.

\ g
”
. T4
Sawy 1
[ 4 -
J =3
s ;
¥ L o9
- gt w3y o
-‘ w7 " o
K ” ' B { W " 4
o A iy K -) m

Figura 1. Lesdo localizada ao redor de toda extensdo do
metacarpo direito, onde pode ser observada uma massa de tecido
granulomatoso com numerosos focos necréticos e também um
acentuado edema ao longo do membro.

Figura 2. Lesdo situada na por¢io ventral do abdémen,
apresentando profuso exsudato viscoso serossanguinolento,
alopecia ao redor da regido ulcerada e edema.

As lesOes cutdneas causadas pelos zigomicetos
(B. haptosporus) e oomicetos (P. insidiosum) ocor-
rem raramente em bovinos (MILLER et al., 1985;
SANTURIO et al., 1998), caninos (HNILICA, 1998),
felinos e freqiientemente em eqiiinos. Essas micoses
cutineas apresentam caracteristicas macro e micros-
cOpicas muito similares, dificultando sua diferenciacio

e condicionando seu estudo em conjunto (BROWN et
al., 1988; CAMPBEL, 1990; CONNOLE, 1990; YA-
GER et al., 1993). Estudos revelaram que a incidén-
cia de lesoes fiingicas cutaneas causadas pelo P. insi-
diosum € quatro vezes superior as causadas pelo B.
haptosporus e Conidiobolus sp. (CONNOLE, 1990;
YAGER et al., 1993).

Essas espécies de fungos requerem um ambiente
quente (temperatura entre 30 e 40°), imido e com pre-
senca de um substrato organico para manutencao de seu
ciclo de vida e especialmente para a reproducdo, que se
faz principalmente através da forma assexuada, por meio
da produc¢ido de numerosos zoosporos biflagelados. Es-
ses zoosporos sdo atraidos quimiotaticamente para os
tecidos animais lesados, plantas aqudticas e/ou restos
vegetais em decomposi¢do. Essas condi¢des permitem
que a pitiose eqiiina ocorra em diferentes faixas etdrias,
independentemente de raga, localizando-se predominan-
temente na por¢ao distal dos membros, regiao ventral do
abdomen, térax, pescogo e cabeca, em virtude do conta-
to freqiiente destas regides com a dgua e restos vegetais
contaminados (MENDOZA, 1987; MEIRELES et al.,
1993; YAGER et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995;
WILLIAMS ¢ ANGARANO, 1995; MENDOZA et
al., 1996) (Figuras 1 e 2).

Além do fato de tratar-se de uma afeccao conta-
giosa entre os eqiiinos, existe o aspecto desta doenca
constituir-se em uma zoonose e a transmissao pode ocor-
rer por meio do exsudato das feridas que contaminam o
solo, camas de baias, bandagens e instrumentos utiliza-
dos (IMWIDTHAYA e SRIMUANG, 1989; YAGER et
al., 1993).

Diagnostico

O contéagio, através da penetracao dos zoGsporos
por solugdes de continuidade até mesmo imperceptiveis
na pele causam, inicialmente, edema focal com exsuda-
cao serosa; posteriormente ha formacido de pertuitos
fistulosos preenchidos por grianulos necréticos. A evo-
lucdo da doenga ocorre num curto intervalo de tempo e
as lesdes assumem a forma de uma massa de tecido de
granulacgdo, ulcerada, com superficie irregular, a seme-
lhanca de um coral, apresentando secre¢do viscosa se-
rosanguinolenta, hemorrdgica ou, em alguns casos, mu-
copurulenta. A ferida contém numerosos focos necroti-
cos com coloragio que varia entre o amarelo e o cinza
denominados “kunkers”. A estas caracteristicas somam-
se ainda a forma circular, que pode variar de acordo
com a localizagio e tempo de evolugdo, podendo atingir
até 50 cm de didmetro e, quando localizada nas extre-
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midades, tende a circundar todo o membro. Nas lesoes
da zigomicose e pitiose, ha a presenca de tecido necr6-
tico que produz um odor fétido e caracteristico, além de
prurido intenso que freqiientemente determina a auto-
mutilacio (MENDOZA, 1987; SANTOS et al., 1987;
EATON, 1993; MEIRELES et al., 1993; YAGER et al.,
1993; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996)
(Figuras 3 e 4).

A pitiose e a zigomicose comumente apresenta-se
como lesdo tnica, sendo rara a ocorréncia de lesdes du-
plas ou miltiplas (CHAFFIN et al., 1992; CHAFFIN et
al., 1995), que, normalmente, restringem-se a pele e ao
tecido subcutdneo. Entretanto, nos eqiiinos, pode, por
contiguidade, envolver estruturas adjacentes como ten-
does, articulagoes, fascias e tecido 6sseo, agravando o
quadro e tornando o prognéstico desfavordvel. A linfa-
denopatia regional € freqiiente, proporcionando a disse-
mina¢ao do agente a regides distantes como, por exem-
plo, os linfonodos, o trato gastrintestinal ¢ os pulmoes
(GOAD, 1984; MILLER e CAMPBEL, 1984; MENDO-
ZA, 1987; ALLISON e GILLIS, 1990; EATON, 1993;
YAGER et al., 1993; PURCELL et al., 1994; CHAFFIN
et al., 1995; WILLIAMS e ANGARANO, 1995; MEN-
DOZA et al., 1996).

Exame citolégico direto

A principio, o diagnéstico destas micoses € rea-
lizado pelas suas caracteristicas macroscopicas e, por
meio do exame histopatolégico das lesdes (MILLER e
CAMPBEL, 1984; MENDOZA, 1987; MEIRELES et
al., 1993; YAGER et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995;
WILLIAMS e ANGARANO, 1995; MENDOZA et
al., 1996). Apesar de WILLIAMS e ANGARANO
(1995) classificarem os achados do exame citolégico
como inconsistentes, KAUFMAN (1998) relata que o
exame direto com o exsudato proveniente da lesdo ou
esfregaco tecidual pode ser capaz de detectar 63%
dos casos, sendo, porém, este, um método inespecifi-
co, cujo diagnéstico estd baseado na presenca de hi-
fas septadas. Caso a septagdo nio seja verificada, deve-
se estabelecer um diagndstico diferencial para Cryp-
tococcus neoformans, Histoplasma capsulatum e
Candida glabrata. Entretanto, MIYAKAWA et al.
(1998), ao estudarem equideos acometidos de lesoes
cutdneas e subcutineas granulomatosas, observaram
que o exame citolégico realizado com material necré-
tico-purulento contido nos microabscessos do interior
da ferida, apés o tratamento com hidréxido de potas-
sio a 10% para clareamento e posterior observacao a
microscopia de luz, foi 100% eficaz no diagnéstico pre-

liminar da lesdo fingica, permitindo a visualizacido de
estruturas filamentosas (hifas) com pouca defini¢do
de septos e brotamento em angulo reto (Figuras 5 e
6). Estas observacoes confirmam os relatos de CHA-
FFIN et al. (1995), que classificam a citologia como
um meio adjuvante. Contudo, estes autores utilizaram

F&uns.usiu m&mmm
Wm:imm&mmnﬁemdmmm

-

- - < -
v, e f‘ : | T

‘S L b

Figm'a 4. Detalhe dos focos necréticos, entremeados a tecido
de granulagdo, contidos na lesdo, denominados como “kunkers”,
e utilizados para realizagdo do exame citolégico direto.
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em seus estudos o sedimento do tecido necrético tra-
tado com peréxido de hidrogénio de 10 a 20% ou hi-
dréxido de sédio.

Exame histopatolégico

O exame histopatoldgico das lesdes pela colora-
¢ao de hematoxilina-eosina evidencia a presenca de inti-
meros pequenos espagos circulares ou alongados nio-
corados que correspondem a sec¢ao transversal ou lon-
gitudinal das hifas. O contorno desses espagos pode apre-
sentar um aspecto refringente, caracterizando a parede
das hifas (MILLER e CAMPBEL, 1984; MILLER, 1985;
WILLIAMS e ANGARANO, 1995; KAUFMAN, 1998)
(Figuras 7 e 8).

Podem também ser utilizadas coloragdes espe-
cificas como a de Gridley ou a prata mentanamina (Go-
mori), identificando prontamente a existéncia de hifas
(MILLER e CAMPBEL, 1984; BROWN et al., 1988;
CHAFFIN et al., 1995; KAUFMAN, 1998) (Figura
9). Dentre as caracteristicas histopatolégicas da lesdo
da zigomicose e da pitiose, observa-se um actimulo de
eosindfilos e neutréfilos degenerados, rodeados por uma
espessa camada de tecido conjuntivo denso, com in-
tensa neovascularizagdo, infiltrado eosinofilico, neutro-
filico e macrofagico (MENDOZA, 1987; SANTOS et
al., 1987; MEIRELES et al., 1993; YAGER et al.,
1993; CHAFFIN et al., 1995; MENDOZA et al.,
1996). As hifas podem também ser observadas na pa-
rede necrética dos vasos, sugerindo sua participagdo
num processo isquémico, que colabora com a necrose
tecidual (YAGER et al., 1993).

Na basidiobolomicose, a ocorréncia de numero-
sas c€lulas histiocitdrias gigantes é descrita por CHA-

FFIN et al. (1995), sendo estas células gigantes rara-
mente observadas na pitiose, segundo YAGER et al.
(1993). Outra forma de identificacdo € que as hifas do
género Basidiobolus apresentam seu tamanho varid-
vel entre 5 e 20 mm com septacao mais evidente (YA-
GER et al., 1993), enquanto que as de Pythium variam
de 2 a 6mm e os septos sdo ocasionais e pouco defini-
dos (MILLER e CAMPBEL, 1984; MENDOZA, 1987;
SANTOS et al., 1987, EATON, 1993; MEIRELES et
al., 1993; YAGER et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995;
MENDOZA et al., 1996).

A andlise histopatolégica nao proporciona a deter-
minagdo conclusiva do agente causal, em virtude da es-
treita similaridade entre as caracteristicas morfolégicas
das lesoes e agentes causadores da zigomicose e pitiose
(MILLER e CAMPBEL, 1984; BROWN et al., 1988;
CAMPBEL, 1990; CONNOLE, 1990; CHAFFIN et al.,
1995). A identificagdo desses agentes pode ser realizada
por meio do isolamento e cultivo com as granulagdes con-
tidas na lesdao (MILLER e CAMPBEL, 1984; MILLER,
1985; MENDOZA e ALFARO, 1986; MENDOZA, 1987,
SANTOS et al., 1987; HUMBER et al., 1989; EATON,
1993; MEIRELES et al., 1993; YAGER, et al., 1993;
CHAFFIN et al., 1995; WILLIAMS e ANGARANO,
1995; MENDOZA et al., 1996; KAUFMAN, 1998), to-
mando-se o cuidado para ndo submeter as amostras a
qualquer processo de refrigeracao, em virtude da sensi-
bilidade do fungo as baixas temperaturas. A presenca de
zoosporos moéveis € imprescindivel para uma identifica-
¢ao positiva (CHAFFIN er al., 1995).

BROWN et al. (1988) ressaltam que a confirma-
c¢do do diagnostico de pitiose por meio de cultura e iden-
tificagdo do agente ¢ um método que demanda um perio-
do de tempo prolongado. Além disso, necessita de pes-
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soal habilitado e experiente na execucdo dos diversos pro-
cedimentos envolvidos até a elabora¢do de um diagnosti-
co conclusivo.

A identificacdo do agente pode também ser reali-
zada de maneira conclusiva pela técnica de imunoperoxi-
dase indireta (BROWN et al., 1988; CHAFFIN ef al.,
1992; YAGER et al., 1993; CHAFFIN et al., 1995;
MENDOZA et al., 1996; HNILICA, 1998; SANTURIO
et al., 1998), que consiste na coloragio seletiva das hifas
de Pythium spp. e, na auséncia de coloracdo, das hifas
de Basidiobolus e Conidiobolus, com base em cortes
histolégicos de material fixado em formalina. Algumas
outras técnicas, como a imunodifusao, imunofluorescén-
cia, fixacdo de complemento e hipersensibilidade intra-
dermal tém sido testadas e ndo sdo utilizadas na rotina
(BROWN et al., 1988; MENDOZA et al., 1992; CHA-
FFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996).

As lesoes fungicas piogranulomatosas devem ser
diferenciadas daquelas causadas pela habronemose cu-
tanea, pelo sarcéide eqiiino, pelo carcinoma espino-celu-
lar, pelos granulomas bacterianos, bem como do tecido
de granulagdo exuberante (MENDOZA, 1987; FADOK,
1995; CHAFFIN et al., 1995; WILLIAMS e ANGA-
RANO, 1995). Dentre estas afec¢des, a que mais se
assemelha é a habronemose cutanea, em razao de apre-
sentar granulos de tamanho reduzido, quando compara-
das as encontradas em lesGes fingicas. Esta caracteris-
tica associada a sazonalidade da lesdo e aos aspectos
anatomopatolégicos podem determinar um diagnostico
preciso (CHAFFIN et al., 1995).

Tratamento

Virios tratamentos tém sido testados em eqiiinos
acometidos de zigomicose e pitiose. Via de regra, reali-

za-se a excisdo cirdrgica das lesdes que pode ser asso-
ciada a imunoterapia e a aplicacdo topica, intralesional
ou sistémica de antifiingicos. Entretanto, o alto custo e a
resposta nem sempre satisfatéria ao tratamento acabam
por condicionar a eutandsia de animais severamente com-
prometidos (MENDOZA, 1987; CAMPBELL, 1990;
MENDOZA et al., 1992; EATON, 1993; MEIRELES et
al., 1993; CHAFFIN et al., 1995; WILLIAMS e AN-
GARANO, 1995; MENDOZA et al., 1996).

Dentre os tratamentos, a excisao cirirgica € 0 mais
utilizado e o que apresenta melhores resultados, quando
realizada o mais precocemente e de forma o mais abran-
gente possivel. Em virtude da rdpida e potencial expan-
sdo da afecc@o € imprescindivel a realizacdo de um diag-
néstico laboratorial precoce. A localizagio e extensao da
lesdo e o envolvimento de estruturas adjacentes podem
influenciar decisivamente nos resultados do tratamento
cirdrgico, em virtude da dificuldade de remocg@o de todos
os focos infecciosos (EATON, 1993; MEIRELES et al.,

Figura 9. Corte histolégico corado pela prata mentanamina (Gomori).
Presenca de estruturas micéticas identificadas como hifas, com
brotamento em dngulo reto. Objetiva 100X.
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osteomielite severa na falange distal e navicular, artrite
interfalangeana distal com presenca de grinulos amarelados
necréticos.

1993; CHAFFIN et al., 1995; WILLIAMS e ANGA-
RANO, 1995; MENDOZA et al., 1996) (Figuras 10 e
11). A excisdo deve contemplar também as bordas de
pele, ao redor da regidao ulcerada, que aparentemente
encontram-se integras. Durante o procedimento cirirgi-
co, ocorre extensa hemorragia que pode ser contida pela
cauterizagdo, pela ligadura de vasos e por bandagens
compressivas. A cicatrizagdo processa-se por segunda
intenc¢do e a recorréncia é um achado freqiiente, espe-
cialmente se o tecido comprometido ndo foi totalmente
removido (EATON, 1993; CHAFFIN et al., 1995).

O tratamento cirirgico tem sido fregiientemente
associado a outros, como, por exemplo, a imunoterapia.
Esta consiste na preparagao de vacinas com extratos de
cultura de P. insidiosum, bem como de antigenos soliveis
precipitados (MENDOZA et al., 1992; EATON, 1993;
CHAFFIN et al., 1995; WILLIAMS e ANGARANO,
1995; MENDOZA et al., 1996). A aplicagdo dessas va-
cinas pode causar reagoes indesejaveis como dor local,
edema e formacao de abscessos, além de ndo estarem
comercialmente disponiveis. A vacinagdo, quando usada
isoladamente, apresenta um sucesso em torno de 50%, e
esta porcentagem pode sofrer sensivel reducdo caso ndo
ocorra a remog¢ao completa dos tecidos lesados (CHA-
FFIN et al., 1995; MENDOZA et al., 1996).

Entre os tratamentos mais comumente associa-
dos a excisdo cirlirgica, ressalta-se a administragdo
de anfotericina B (CHAFFIN et al., 1995; FADOK,
1995; WILLIAMS e ANGARANO, 1995; MENDO-
ZA et al., 1996). Tal associacdo faz-se necessdria em
razao da baixa capacidade de penetracdo desta droga
nas lesoes, refletindo em concentragdes terapéuticas
insuficientes. A utilizagdo de anfotericina B, além de
tornar o tratamento altamente dispendioso, apresenta
sérios efeitos colaterais como hepato e nefrotoxicida-
de e anemia. Preconiza-se a administracao pela via
intravenosa em doses didrias crescentes a partir de
0,30 mg/Kg, chegando ao maximo de 0,8 a 0,9 mg/Kg,
durante um periodo aproximado de 30 dias, levando
em consideragdo a auséncia de exsudato e a evolugdo
cicatricial da ferida. Os animais submetidos ao trata-
mento sistémico com anfotericina B devem ser moni-
torados rigorosamente, dando énfase a comportamen-
to, consumo de dgua, quantidade de urina excretada,
concentrag@o sérica de uréia e creatinina e ocorrén-
cia de reacoes de hipersensibilidade (CHAFFIN et al.,
1995).

A aplicagao tépica ou intralesional de anfotericina
B também € utilizada no tratamento de pequenas lesoes
da zigomicose e pitiose. Essas formas de administragiao
sdo freqiientemente associadas ao dimetil sulféxido
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Figura 12. Lesao anterior ao tratamento com iodeto de potéssio
PO, envolvendo pele, subcutineo, tenddes e ligamentos no membro
anterior direito.

Figuras 14 (esquerda) e 15 (direita). Lesao anterior ao tratamento, localizada na face ventro-lateral esquerda do térax, envolvendo pele
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Figura 13. Vista lateral do mesmo animal da figura 12, 90 dias apds
o término do tratamento, demonstrando a completa epitelizagio da
ferida.

e subcutaneo. Regido correspondente ao local da lesdo, apds o tratamento com iodeto de potdssio, PO, evidenciando a completa cicatrizagdo.

(DMSO), que objetiva aumentar a penetracido da droga
no local (MILLER et al., 1983; CHAFFIN et al., 1995).
Outros tratamentos adjuvantes como, por exemplo, a ex-
cisdo cirdrgica por meio do laser (SEDRISH er al., 1997),
a administra¢do por via intravenosa (CHAFFIN et al.,
1995) ou por via oral (CHAFFIN et al., 1992; CHA-
FFIN et al., 1995) de 1odeto de sédio, bem como de iode-
to de potassio administrado oralmente (ZAMOS et al.,
1996), tém sido testados com sucesso variavel.

A andlise preliminar de estudos realizados por RO-
DRIGUES e LUVIZOTTO (2000), demonstrou que a
associacdo da excisdo cirtirgica abrangente a adminis-
tracdo pela via oral de iodeto de potassio na dose de 67
mg/Kg de massa corporal, por um periodo de tempo mi-
nimo de 30 dias, foi capaz de curar vdrios animais seve-
ramente acometidos, sem que se verificasse a recidiva
da lesdo ou qualquer tipo de efeito colateral (Figuras 12,
13, 14 e 15).
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Also known as phycomycoses, pythiosis and zygomycosis are mycotic diseases with very similar
morphological and histopathological features, and occur in skin, subcutaneous tissue, GI tract and
lungs, mainly in horses. The etiological agents are soil and vegetation saprophytes present in swamps.
Horses acquire the infection by remaining in these areas, in contact with the soil, favoring the occur-
rence of infected granulomatous lesions mainly in the distal portion of the limbs, ventral region of the
abdomen, chest and neck, with severe pruritus, ulceration, and viscous and abundant serosanguineous
secretion. Several methods are used to treat these mycoses, surgical excision associated with ampho-
tericin B being the most important. However, new adjuvant therapies have been successfully tested
as this drug has many side effects and is very expensive. |

Key words: mycosis, zygomycosis, pythiosis, horses.
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