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Resumo 
 
 
 

DAL BEN, Vanessa. Perfil proteico de isolados brasileiros de Pythium 
insidiosum e detecção de anticorpos em equinos clinicamente sadios. 2018. 
60f. Tese (Doutorado em Parasitologia) - Programa de Pós-Graduação em 
Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018. 

 
 
 

Pythium insidiosum é o agente causador da pitiose, uma doença emergente de difícil 
tratamento. Apresenta distribuição mundial, entretanto, no Brasil é considerada 
endêmica em regiões como o Pantanal Mato-grossense e Rio Grande do Sul. O 
presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil proteico de isolados brasileiros de 
P. insidiosum, bem como detectar os anticorpos IgG anti-P. insidiosum em equinos 
clinicamente sadios para pitiose. Primeiramente, os isolados de P. insidiosum de 
origem equina e canina foram analisados por SDS-PAGE e Western blot. Utilizou-se 
soros de equino, bovino e canino naturalmente infectados e coelho 
experimentalmente infectado para a detecção das proteínas deste micro-organismo. 
Foram observadas proteínas de 100 a 20 KDa através do SDS-PAGE. Os isolados 
oriundos de equinos e caninos evidenciaram perfil proteico semelhante. Os 
anticorpos anti-P. insidiosum presentes nos soros dos animais avaliados 
reconheceram as proteínas de ~50-55 KDa e ~34 KDa como imunodominantes. 
Adicionalmente, proteínas de ~74 KDa e ~30 KDa foram reconhecidas com menor 
intensidade pelos anticorpos dos animais testados. Os resultados demonstraram que 
os isolados brasileiros de P. insidiosum estudados apresentam um perfil proteico 
similar. A segunda etapa do presente estudo foi avaliar o perfil de anticorpos anti-P. 
insidiosum no soro de equinos clinicamente sadios para pitiose. Foi realizado o teste 
de ELISA indireto, o qual detectou 6,18% (56/906) igual/ou superior ao cut-off 
(OD=0,349) para pitiose equina. Adicionalmente, foram selecionados os soros 
(06/56) que apresentaram títulos de anticorpos específicos anti-P. insidiosum acima 
do cut-off para a realização da técnica de Western blot. Evidenciou-se as proteínas 
de massas moleculares de ~50-55 KDa e ~34 KDa fortemente marcadas, e ~74 KDa 
com menor intensidade. Contudo, nos testes evidenciaram-se baixos títulos de 
anticorpos anti- P. insidiosum, todavia, uma resposta imunológica foi desencadeada 
devido à presença de proteínas imunodominantes. Sugere-se que os equinos 
estiveram em contato prévio com o agente etiológico da pitiose. 
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Abstract 
 
 
 

DAL BEN, Vanessa. Protein profile of Brazilian isolates of Pythium insidiosum 
and detection of antibodies in clinically healthy horses. 2018. 60f. Tese 
(Doutorado em Parasitologia) - Programa de Pós-Graduação em Parasitologia, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018. 
 
 
 
Pythium insidiosum is the causative agent of pythiosis, an emerging disease of 
difficult treatment. It presents worldwide distribution, however, in Brazil it is 
considered endemic in regions such as the Pantanal Mato Grosso and Rio Grande 
do Sul State. The present study aimed to evaluate the protein profile of Brazilian 
isolates of P. insidiosum, as well as to investigate the profile of anti-P. insidiosum IgG 
antibodies in clinically healthy horses for pythiosis. Firstly, isolates of P. insidiosum of 
equine and canine origin were analyzed by SDS-PAGE and Western blot analysis. 
Naturally infected equine, bovine and canine sera and experimentally infected rabbit 
were used to detect the proteins of this microorganism. Several proteins of 100 to 20 
KDa were observed through SDS-PAGE. Isolates from equines and canines showed 
a similar protein profile. Anti-P. insidiosum antibodies present in the sera of the 
evaluated animals showed proteins of ~ 50-55 KDa and ~34 KDa as 
immunodominants. Additionally, ~ 74 KDa and ~ 30 KDa proteins were poorly 
recognized by antibodies of the animals avaluated. The results showed that the 
Brazilian isolates of P. insidiosum studied showed a similar protein profile. The 
second step of the present study was to evaluate the anti-P. insidiosum antibody 
profile in serum of clinically healthy horses for pythiosis. An indirect ELISA test was 
performed, which detected 6.18% (56/906) equal to or greater than cut-off (OD = 
0.349) for equine pythiosis. In addition, sera (06/56) containing anti-P. insidiosum 
specific antibody titres were selected above the cut-off for performing the Western 
blot technique. Molecular weight proteins of ~ 50-55 KDa and ~ 34 KDa strongly 
labeled, and ~ 74 KDa with lower intensity were shown. However, in the tests it was 
possible to evident low titers of anti-P. insidiosum antibodies, but an immune 
response was elicited due to the presence of immunodominant proteins. It is 
suggested that the clinically healthy horses were in previous contact with the 
etiological agent of the pythiosis. 
 
 
 
Keywords: pythiosis; proteins; antibodies; Western blot; ELISA. 
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1 Introdução 

 

A pitiose é causada por um importante oomiceto aquático denominado 

Pythium insidiosum, pertencente ao reino Stramenopila, classe Oomycetes, ordem 

Pythiales, família Pythiaceae, gênero Pythium e espécie insidiosum 

(ALEXOPOULOS et al. 1996; GAASTRA et al. 2010).  

Trata-se de uma doença emergente e de difícil tratamento (GAASTRA et al. 

2010). É prevalente em regiões de clima tropical, subtropical e temperado, em locais 

alagadiços e pantanosos (MILLER, 1983; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; 

GAASTRA et al. 2010). 

A pitiose tem sido frequentemente relatada em mamíferos, atingindo 

principalmente equinos, caninos e o homem. No Brasil, a doença foi descrita em 

equinos (MARCOLONGO-PEREIRA et al. 2012), caninos (FERNANDES et al. 2012), 

bovinos (GRECCO et al. 2009) , ovinos (TABOSA et al. 2004), caprinos (DO 

CARMO et al. 2015) e humanos (BOSCO et al. 2005). A maioria dos casos clínicos 

descritos relata o acesso dos animais afetados a ambientes com águas paradas em 

lagos, açudes e pântanos (CHAFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995).  

O diagnóstico da enfermidade é realizado através da microscopia, cultura, 

detecção de anticorpos e técnicas moleculares (AZEVEDO et al. 2012; GROOTERS; 

GEE, 2002; KRAJAEJUN et al. 2004, 2009; PANNANUSORN et al. 2007). Diversas 

técnicas sorológicas foram desenvolvidas para a detecção de anticorpos contra P. 

insidiosum, destacando-se a metodologia de ELISA (MENDOZA; AJELLO; 

MCGINNIS, 1996; MENDOZA et al. 1997; SANTURIO et al. 2006b; 

CHAREONSIRISUTHIGUL et al. 2013) e Western blot (MENDOZA et al. 1992; 

KRAJAEJUN et al. 2006; CHINDAMPORN et al. 2009). Convém salientar que ambos 

os métodos apresentam desempenho e sensibilidade em torno de 90% para a 

detecção de anticorpos e proteínas deste oomiceto (KRAJAEJUN et al. 2002; 
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SANTURIO et al. 2006b; CHAREONSIRISUTHIGUL et al. 2013; MENDOZA; 

VILELLA, 2013).  

O tratamento da pitiose é difícil pelas peculiaridades do micro-organismo. A 

ausência de ergosterol em sua membrana citoplasmática, explica a pouca 

suscetibilidade de P. insidiosum aos fármacos antifúngicos (FOIL, 1996; GAULIN et 

al. 2010; GROOTERS, 2003). Por outro lado, a imunoterapia é considerada uma 

prática segura, com índices de cura de aproximadamente 60-70% em equinos e 

humanos, entretanto, muitos casos não apresentam respostas e em algumas 

espécies os resultados são desapontadores (MENDOZA; NEWTON, 2005).  

Diversos estudos têm evidenciado a expressão de diferentes antígenos 

imunodominantes em isolados de P. insidiosum, provenientes de diferentes 

hospedeiros, sugerindo a existência de variabilidade antigênica deste micro-

organismo (MENDOZA et al. 1992; VANITTANAKON et al. 2004; LEAL et al. 2005; 

PÉREZ et al. 2005; KRAJAEJUN et al. 2006; CHINDAMPORN et al. 2009).  

No Brasil, Leal et al. (2005) demonstraram a presença de diferentes antígenos 

imunodominantes ao avaliar um isolado de P. insidiosum brasileiro. Observaram que 

os anticorpos no soro dos equinos avaliados reconheceram as proteínas de 80, 39 e 

33,5 KDa, as quais foram similares aos coelhos infectados experimentalmente, 

todavia os bovinos reconheceram as proteínas de 70, 39-40 e 35 KDa, sugerindo 

diferentes perfis proteicos. Contudo, espécies diferentes podem desencadear 

resposta imunológica específica a diferentes antígenos (PÉREZ et al. 2005). Na 

Tailândia foi realizado um estudo com pacientes humanos, e através da técnica de 

Western blot detectaram a proteína de 74 KDa, considerada imunodominante 

(KRAJAEJUN et al. 2006). Posteriormente, esta proteína foi caracterizada e 

identificada como sendo uma exo-1,3-β-glucanase (KRAJAEJUN et al. 2010). 

Entretanto, a descoberta de proteínas específicas com a capacidade de induzir uma 

resposta imune diferenciada, a fim de entender a patogenia, ainda requer algumas 

análises. Posteriormente, Chindamporn et al. (2009) avaliou isolados de P. 

insidiosum oriundos das Américas e demonstraram a presença de proteínas 

imunodominantes em soros equinos e bovinos de 51-49, 34 e 28 KDa. 

Diante do exposto, ressalta-se que são incipientes os estudos avaliando o 

perfil proteico dos isolados brasileiros de P. insidiosum. Dessa maneira, a 

identificação e caracterização das proteínas imunodominantes tornam-se 
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importantes para esclarecer a resposta imunológica da pitiose e melhor entender os 

mecanismos de patogenicidade deste micro-organismo, como também auxiliar na 

profilaxia desta enfermidade. Neste sentido, o conhecimento destes antígenos 

imunogênicos pode ser utilizado para aprimorar métodos de imunoterapia existentes, 

assim como desenvolver novos tratamentos e testes para o diagnóstico da pitiose. 

Observa-se que num mesmo ambiente contaminado com P. insidiosum nem 

todos os animais expostos são infectados, havendo uma suscetibilidade individual 

ao desenvolvimento da enfermidade. No entanto, acredita-se que a resposta imune 

possa ser um dos mecanismos envolvidos no processo de aquisição da doença. 

Previamente, Miller e Campbell (1982) e Weiblen et al. (2016) sugeriram que o 

estímulo antigênico de P. insidiosum resultante da exposição a ambientes 

contaminados pode induzir uma resposta imune, baseados na presença de equinos 

sadios soro-reagentes em ensaios imunológicos.  

Todavia, estudos avaliando a resposta imune de animais sadios e expostos a 

ambientes com P. insidiosum não foram realizados e são importantes para entender 

se a exposição ao agente é capaz de induzir uma reposta imunológica. Acredita-se 

que avaliando esse perfil imunológico, pode-se entender alguns aspectos da 

interação patógeno-hospedeiro, bem como determinar a participação dessa resposta 

na proteção do hospedeiro às infecções por P. insidiosum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o perfil proteico de isolados brasileiros de P. insidiosum, bem como 

detectar anticorpos IgG anti-P. insidiosum em equinos clinicamente sadios para 

pitiose. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

• Verificar o perfil proteico de isolados brasileiros de P. insidiosum de origem 

equina e canina; 

• Identificar as proteínas imunodominantes de P. insidiosum em diferentes 

espécies de animais, tais como, equino, canino, bovino e coelho; 

• Detectar anticorpos anti-P. insidiosum em soro de equinos sem sinais 

clínicos de pitiose; 

• Detectar as proteínas imunodominantes em equinos sem sinais clínicos de 

pitiose. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 Revisão bibliográfica 

 

3.1 Oomicetos 

 

Estudos sobre a classificação fúngica, empregando a análise filogenética e 

análises moleculares dividiram os organismos classificados como fungos em três 

reinos: Fungi, Stramenopila e Protista (ALEXOPOULOS et al. 1996).  

Os oomicetos embora classificados no reino Stramenopila, parecem 

morfologicamente com os fungos verdadeiros, porém, geneticamente estão mais 

relacionados aos organismos aquáticos, como as algas marrons e diatomáceas 

(ADHIKARI et al. 2013). Segundo Santurio et al. (2006a), a desigualdade 

taxonômica entre os oomicetos e os fungos foi demonstrada através das diferenças 

na parede celular e na composição da membrana citoplasmática. A parede celular 

dos oomicetos é composta por traços de celulose e β-glucanas, não apresentando 

quitina, o constituinte principal da parede celular fúngica (HENDRIX, 1964). Mesmo 

sendo um micro-organismo filamentoso, apresenta algumas alterações na sua 

composição, como a ausência do ergosterol, principal esteroide na membrana 

citoplasmática dos fungos (GROOTERS, 2003).  

Embora alguns oomicetos sejam sapróbios, outros são patogênicos e podem 

infectar uma grande variedade de hospedeiros. Estes micro-organismos têm sido 

relatados por infectar plantas (Pythium spp e Phytophthora spp), insetos 

(Lagenidium spp e Pythium spp), peixes (Achlya spp, Saprolegnia spp e Pythium 

spp), aves (P. insidiosum) e mamíferos (Lagenidium spp e Pythium spp) 

(MENDOZA; VILELLA, 2013). 
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3.2 Pythium insidiosum 

 

No decorrer dos anos, a classificação e a taxonomia de P. insidiosum, bem 

como a nomenclatura da pitiose sofreram diversas modificações. No início do século 

XX, dois cientistas alemães notificaram os primeiros registros de isolamento deste 

agente, destacando o aparecimento de granulomas subcutâneos em equinos 

(MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Entretanto, a sua identificação foi 

realizada apenas em 1961, recebendo o nome de Hyphomyces destruens 

(BRIDGES; EMMONS, 1961). Em 1974, Austwick & Copland, verificaram a 

possibilidade do micro-organismo em produzir zoósporos biflagelados, tornando-se 

parte do gênero Pythium. Posteriormente De Cock et al. (1987), ao analisar isolados 

de equinos, caninos, bovinos e humanos de  localidades distintas, concluíram que se 

tratava do mesmo micro-organismo, sendo então denominado P. insidiosum. No 

entanto, somente em 1989 foi estabelecida a nomenclatura definitiva do agente da 

pitiose como P. insidiosum (MENDOZA; MARIN, 1989). Segundo a última 

classificação, o agente etiológico da pitiose pertence ao reino Stramenopila, filo 

Oomycota, classe Oomycetes, família Pythiaceae, gênero Pythium e espécie 

insidiosum (ALEXOPOULOS et al. 1996). 

O gênero Pythium compreende mais de 250 espécies descritas, porém 

aproximadamente 140 são aceitas pela comunidade científica, abrangendo 

patógenos de mamíferos, plantas, micoparasitas, algas e espécies sapróbias. São 

encontrados em água doce, salgada e ambiente terrestre (KAGEYAMA, 2014).  

As espécies de Pythium apresentam diferenças genéticas e demonstram 

diversidade em termos de virulência, hospedeiro e distribuição (ADHIKARI et al. 

2013). Algumas espécies são utilizadas para controle biológico de fungos patógenos 

e larvas de mosquitos (SANTURIO et al. 2006a). No entanto, a espécie P. 

insidiosum durante anos foi considerada a única patogênica em mamíferos 

(MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Todavia, após 2011, surgiram relatos 

sobre a espécie Pythium aphanidermatum, a qual também demonstrou 

patogenicidade causando lesões cutâneas em dois soldados do Afeganistão 

(CALVANO et al. 2011; FARMER et al. 2015). 

Por integrar o filo Oomycota, P. insidiosum apresenta as seguintes 

particularidades: talo diplóide, ocorrência de reprodução sexuada oogâmica e 
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reprodução assexuada com a produção de zoósporos biflagelados, mitocôndria com 

crista tubular e rota alternativa para a síntese do aminoácido lisina (MOORE-

LANDECKER, 1996; ALEXOPOULOS et al. 1996).  

P. insidiosum apresenta crescimento nas temperaturas de 20-37℃, todavia os 

isolados mantidos a 37℃ apresentam crescimento mais rápido, em torno de 4 horas 

(ZAMBRANO et al. 2017). Segundo Santurio et al. (2006a), os isolados deste agente 

podem ser identificados pelo aspecto da colônia e pelas características das hifas. O 

cultivo pode ser feito em diversos meios de cultura e incubado a 25 ou 37℃, entre 

eles, agar Sabouraud com o crescimento de colônias brancas ou hialinas e padrão 

irregular (WITKAMP, 1924, 1925; DE COCK et al. 1987) e agar farinha de milho 

(CMA) no qual ocorre crescimento de colônias esbranquiçadas ou transparentes e 

curto micélio aéreo (DE COCK et al. 1987; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). 

Apresenta hifas cenocíticas, septos raramente observados, que variam entre 4 e 

10μm com ramificações perpendiculares laterais em ângulo reto (DE COCK et al. 

1987; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). A identificação morfológica 

preconiza a indução da reprodução assexuada in vitro através do cultivo deste 

agente em agar e incubação em solução rica em sais minerais (MENDOZA; 

PRENDAS, 1988). Para a classificação final da espécie, a utilização de técnicas 

moleculares, como a PCR e o sequenciamento de DNA, torna-se de extrema 

importância, mesmo quando as características morfológicas permitam a identificação 

de P. insidiosum (GROOTERS; GEE, 2002; BOTTON et al. 2011). 

Segundo Miller (1983), o ciclo biológico do agente P. insidiosum inicia-se pela 

colonização de plantas aquáticas, utilizadas como substrato para seu 

desenvolvimento e sua reprodução, formando os zoosporângios. Os zoósporos 

liberados na água movimentam-se até encontrar outra planta, onde se encistam e 

emitem o tubo germinativo, originando um novo micélio e concluindo seu ciclo. O 

contato dos animais com esses ambientes é a provável fonte de infecção. Estudos 

demonstram que ocorre quimiotaxia dos zoósporos para pelos e tecidos de animais 

e vegetais, porém, a ocorrência da pitiose depende da imunidade do hospedeiro 

(MENDONZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996). Frequentemente, observa-se que os 

animais acometidos permanecem por longos períodos em contato com águas 

paradas em lagos, açudes ou locais pantanosos (CHAFFIN; SCHUMACHER; 

MCMULLAN, 1995). 
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3.3 Pitiose 

 

A pitiose afeta mamíferos e apresenta-se nas formas cutâneas/subcutâneas 

em equinos, caninos, felinos, bovinos, ovinos, caprinos, na forma gastrointestinal em 

caninos e felinos ou na forma ocular, subcutânea e sistêmica no homem (GAASTRA 

et al. 2010, DO CARMO et al. 2015).   

A enfermidade apresenta distribuição mundial, destacando-se em áreas 

pantanosas de regiões de clima tropical, subtropical e temperado. Relatos da 

doença são frequentes no sudeste da Ásia, Austrália, Nova Zelândia, África e 

Américas (Sul, Central e Norte) (GAASTRA et al. 2010).  

No Brasil, a pitiose em equinos é considerada endêmica nas regiões do 

Pantanal (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; SANTOS et al. 2014) e no Rio 

Grande do Sul (MARCOLONGO-PEREIRA et al. 2012; WEIBLEN et al. 2016), com 

prevalências de 12,5% a 14,5%, respectivamente. No entanto, essa enfermidade 

também foi descrita em outros animais como caninos, ovinos, bovinos e caprinos 

(SANTURIO et al. 2006a; DO CARMO et al. 2015). Adicionalmente, um caso de 

pitiose subcutânea foi relatado em humano (BOSCO et al. 2005).  

O acúmulo de água em banhados e temperaturas entre 30℃ e 40℃ parecem 

ser fatores essenciais que influenciam a produção de zoósporos proporcionando a 

ocorrência da enfermidade (MILLER; CAMPBELL, 1982). Torna-se importante 

destacar que a presença de zoósporos no ambiente é o fator determinante para a 

infecção, não ocorrendo registros de transmissão direta entre animais e entre 

animais e o homem, nem mesmo predisposição por idade, sexo ou raça 

(MENDONZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; SANTURIO et al. 2006a). 

O período de incubação da doença não está bem definido, podendo variar de 

alguns dias a várias semanas (MILLER; CAMPBELL, 1982; TABOSA et al. 1999; 

SALLIS et al. 2003). Alfaro e 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. 

A enfermidade em equinos caracteriza-se pelo aparecimento de lesões 

ulcerativas com rápida evolução, formando grandes massas teciduais de bordas 

irregulares e aparência tumoral. Atinge principalmente as extremidades distais dos 
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membros e porção ventral da parede toraco-abdominal, devido ao maior contato 

com água contaminada por zoósporos (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 

1995; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996).  

No interior da lesão, ocorre a formação de massas branco-amareladas 

semelhantes a corais, com aspecto arenoso, ramificado e irregular, denominadas 

kunkers (CHAFFIN; SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995; MENDOZA; AJELLO; 

MCGINNIS, 1996). Ressalta-se que os kunkers formam-se especificamente em 

equinos, sendo ausentes nas outras espécies afetadas pela pitiose (LEAL et al. 

2001; MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; MENDOZA, 2005). Estas estruturas, 

além de representar um papel significativo para o diagnóstico, também podem atuar 

como contaminantes em águas, visto que conseguem se desprender facilmente da 

lesão e, contando com o ambiente favorável e água parada, reproduzem novamente 

o ciclo do oomiceto colonizando novas plantas e mantendo a recontaminação do 

ambiente (FONSECA et al. 2014).  

Os caninos são a segunda espécie mais afetada pela pitiose. Nesta espécie a 

enfermidade apresenta-se como lesões cutâneas ou na forma gastrointestinal 

(SANTURIO et al. 2006a). A maioria dos casos manifesta-se na forma 

gastrointestinal, sendo caracterizada por grandes massas nas paredes do estômago 

e intestino que levam a obstrução da luz do órgão, assim como distúrbios digestivos, 

perda de peso, anorexia e diarreia (GROOTERS, 2003; SANTURIO et al.  2006a).   

A pitiose em bovinos é esporádica (SANTURIO et al. 1998; PÉREZ et al. 

2005; GABRIEL et al. 2008; GRECCO et al. 2009); entretanto, nesta espécie a 

infecção é autolimitante (SANTURIO et al. 1998, GRECCO  et al. 2009). Autores 

relataram a pitiose cutânea em bovinos, no Rio Grande do Sul, descrevendo que os 

animais adquiriram a doença durante o verão, apresentando lesões cutâneas em 

regiões do corpo que estiveram em contato com águas de regiões pantanosas e 

alagadiças (GABRIEL et al. 2008; GRECCO et al. 2009). 

Nas demais espécies como ovinos (TABOSA et al. 2004), caprinos (DO 

CARMO et al. 2015), felinos (BISSONNETTE et al. 1991; RAKICH et al. 2005) e 

outros mamíferos selvagens (CAMUS; GROOTERS; AQUILAR, 2004; VIDELA et al. 

2012), a pitiose é pouco frequente e geralmente desenvolve-se nas formas 

cutâneas/subcutâneas.  

A infecção por P. insidiosum em humanos, manifesta-se de três formas: 
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cutânea, ocular e sistêmica (TRISCOTT et al. 1993; IMWIDTHAYA, 1994; SHENEP 

et al. 1998; SUDJARITRUCK; SIRISANTHANA, 2011; KEOPRASOM et al. 2012). Na 

Tailândia, encontra-se a maioria dos casos relatados e a doença é considerada 

endêmica, ocorrendo elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Esta infecção tem 

sido associada com a síndrome de α e β-talassemia, frequente nesta região 

(KRAJAEJUN et al.  2006). 

Os coelhos são utilizados como modelo experimental para a pitiose. A 

suscetibilidade à infecção foi verificada nesta espécie através da inoculação 

subcutânea de água infectada por zoósporos (MENDOZA; NEWTON, 2005). Ocorre 

o aparecimento de nódulos subcutâneos, que evoluem para fibrogranulomas 

eosinofílicos após 20-30 dias de inoculação (MILLER; CAMPBELL, 1983). Os 

estudos vêm utilizando coelhos como modelo experimental para avaliar 

imunoterapias (SANTURIO et al. 2003; PEREIRA et al. 2008) e terapias antifúngicas 

(PEREIRA et al. 2007; LORETO et al. 2011; ARGENTA et al. 2012; ZANETTE et al. 

2015; FONSECA et al. 2015b). 

 

3.4 Imunologia da pitiose 

 

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 P. insidiosum. As explicações para os mecanismos de infecção e de 

cura são baseados em hipóteses suportadas por observações da doença em 

humanos e equinos (SANTURIO et al. 2006a). 

O caráter progressivo da doença em equinos imunocompetentes sugere a 

ocorrência de uma resposta imunológica inadequada ou um bloqueio que impede o 

sistema imunológico de responder à infecção (MILLER, 1981). As hifas, mesmo 

sendo antigênicas, não são completamente reconhecidas pelas células imunológicas 

do 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 (MILLER, 1981; MENDOZA et al. 2003). 

Mendoza et al. (2003) propuseram  um provável mecanismo imunológico 

envolvido na pitiose equina. Neste modelo os autores sugeriram que os zoospóros 

emitem tubos germinativos ao entrar em contato com a pele do hospedeiro, 



20 

 

 
 

penetrando nos tecidos. A partir da infecção tecidual, as hifas liberam exoantígenos 

reconhecidos pelas células apresentadoras de antígenos (APC), os quais estimulam 

as células imunes a produzir interleucina 4 (IL4) que atrai linfócitos T auxiliares 

(TH0). Adicionalmente, há ativação de linfócitos TH2, que por sua vez induzem a 

produção de IL4 e IL5. A IL4 tem a função de regular a expressão de TH1 e 

estimular as células B a produzir IgE, IgM e IgG, podendo ser detectadas em testes 

diagnósticos. A IL5 e IgE provocam a mobilização dos eosinófilos e mastócitos para 

o local da lesão (responsáveis pelos danos teciduais). Os eosinófilos se ligam na 

porção Fc da IgE e, ocorre sua degranulação, o que culmina com a proteção da hifa 

do sistema imune. Esse fenômeno é denominado Splendore-Hoeppli (Figura 1) 

(MENDOZA et al. 2003). 

 

 

Figura 1 - Hipótese do mecanismo imunológico desencadeado na pitiose 
equina.  
Fonte: Adaptado de Mendoza et al. (2003). 
 

Em equinos, o fenômeno Splendore-Hoeppli acontece com frequência, 

formando massas denominadas kunkers. Nota-se a multiplicação das hifas no 

interior dos kunkers, ocorrendo a produção de exoantígenos em grande quantidade. 

A produção constante destes exoantígenos pode desempenhar um papel na 

resposta imune do hospedeiro, podendo ocorrer o bloqueio de TH2 (MENDOZA et 

al. 2003). 

Ressalta-se, que os mecanismos envolvidos na cura através da imunoterapia 

fundamentam-se principalmente na resposta celular, devido às alterações teciduais 

que aparecem após o início da cura, com mudança de inflamação eosinofílica para 
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uma resposta mononuclear, mediada por macrófagos e linfócitos T (MENDOZA; 

AJELLO; MCGINNIS, 1996). No entanto, em decorrência da exposição aos 

imunógenos presentes em imunoterápicos, há a apresentação de outros antígenos 

nas APC, tornando-se distintos daqueles presentes na infecção natural. Deste modo, 

as APC estimulam a liberação de interferon gama (IFN γ) que ativam TH0 para TH1. 

O TH1 ativado produz mais IFNγ e, também, interleucina 2 (IL2). Por sua vez, IL2 e 

IFNγ irão ativar mediadores de células mononucleares composta por linfócitos T e 

macrófagos que danificam e destroem a hifa de P. insidiosum. Não está claro se 

durante a imunoterapia, a IL2 e IFNγ também estimulariam linfócitos B para produzir 

IgG protetores. Acredita-se que a produção de IFNγ, no local da infecção através 

das APC e TH1, resulte na redução da expressão de TH2 (LEAL et al. 2001, 

MENDOZA et al. 2003).  

Adicionalmente, o desaparecimento da resposta eosinofílica e expressão de 

acentuada reação mononuclear após imunoterapia, observada por Miller (1981) e 

Mendoza et al. (2003), associado aos altos títulos de IL4, IL5 e IgE observados em 

humanos com pitiose arterial e desaparecimento de seus níveis após imunoterapia, 

com concomitante aumento dos níveis de IL2 (WANANACHIWANAWIN et al. 2004), 

fortemente suportam a hipótese de resposta celular na cura. Similarmente, Mendoza 

et al. (2003) também encontraram baixos títulos de IgE em equinos 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 células mononucleares, 

sendo observadas como estruturas tubulares vazias, somente identificadas como 

hifas de P. insidiosum por imunofluorescência.  

Adicionalmente, Inêz-Ferreira et al. (2017) realizaram uma pesquisa utilizando 

camundongos infectados com Leishmania major para avaliar o potencial 

imunomodulador do imunoterápico. Os camundongos produziram uma resposta TH2 

como esperado e apresentaram lesões cutâneas grandes. Os camundongos foram 

imunizados previamente com o imunoterápico e posteriormente foram infectados 

com Leishmania major, os quais apresentaram lesões cutâneas mínimas ou 

ausentes. Os resultados sugeriram que as proteínas existentes no imunoterápico 

têm a capacidade de modular uma resposta TH2 para TH1. Isto sugere que pode 

afetar a resposta imune contra antígenos de outras infecções, assim como infecção 
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por P. insidiosum. 

Adicionalmente, Ledur et al. (2017) utilizaram em seu estudo células 

dendríticas (DC) estimuladas com zoósporos de P. insidiosum inativados com o 

calor, (1,3) (1,6) β-glucano e o imunoterápico Pitium Vac. Os zoósporos de P. 

insidiosum inativados com o calor mostraram maior resposta TH1 entre os grupos 

testados, com aumento significativo de interleucina 6 (IL6) e IFNγ em células 

humanas. Os resultados sugeriram que DC infectadas com zoósporos de P. 

insidiosum podem ser utilizadas como estratégia terapêutica no tratamento e 

aquisição de imunidade contra pitiose. 

 

3.5 Diagnóstico 

 

Durante muito tempo, o diagnóstico da pitiose baseou-se nos aspectos 

clínicos, histopatológicos, isolamento e identificação do oomiceto, utilizando a cultura 

e análises morfológicas e reprodutivas (SANTURIO et al. 2006a). Atualmente, além 

dos aspectos relacionados acima, os métodos sorológicos e moleculares são 

imprescindíveis para o correto diagnóstico e a identificação de P. insidiosum 

(MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; GROOTERS, 2003; BOTTON et al. 2011; 

AZEVEDO et al. 2012; THONGSRI et al. 2013).  

Os métodos sorológicos empregados no diagnóstico da pitiose incluem a 

imunodifusão, fixação do complemento, ELISA, Western blot, imunocromatografia e 

hemaglutinação (MILLER; CAMPBELL, 1982; MENDOZA et al. 1986, 1992, 1997; 

MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS,  1996; SANTURIO et al. 2006b; CHINDAMPORN 

et al. 2009; KRAJAEJUN et al. 2009; CHAREONSIRISUTHIGUL et al. 2013).  

Estudos demonstram que o teste de imunodifusão apresenta maior detecção 

de anticorpos contra P. insidiosum do que os testes de fixação de complemento 

(MILLER; CAMPBELL, 1982), porém, este teste aponta alta especificidade e baixa 

sensibilidade (CHAREONSIRISUTHIGUL et al. 2013). A hemaglutinação é um 

método rápido de detecção, todavia, apresenta baixo desempenho 

(CHAREONSIRISUTHIGUL et al. 2013). As técnicas que apresentam maior 

destaque são ELISA, Western blot e imunocromatografia com desempenho, 

sensibilidade e especificidade em torno de 90-100% (CHAREONSIRISUTHIGUL et 

al. 2013; MENDOZA; VILELLA, 2013). 
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A metodologia de ELISA é considerada segura e eficaz para o diagnóstico em 

humanos e animais com pitiose (VANITTANAKOM et al. 2004) e possibilita a 

detecção de infecções agudas ou crônicas (MENDOZA et al. 1997). Esta técnica 

detecta anticorpos específicos de maneira rápida e fácil, apresentando-se altamente 

sensível e específica (KRAJAEJUN et al. 2002; SANTURIO et al. 2006b). No Brasil, 

autores padronizaram o ensaio de ELISA para o diagnóstico da pitiose em equinos e 

coelhos, com a finalidade de diminuir a taxa de erros e o tempo de diagnóstico. Os 

resultados encontrados em equinos evidenciaram sensibilidade de 97,72% e 

especificidade de 90,27% e em coelhos sensibilidade de 91,66% e especificidade de 

95,83% (SANTURIO et al. 2006b). 

A técnica de Western blot tem sido aprimorada nos últimos anos por diversos 

autores, a fim de realizar uma análise apurada da resposta imunológica de P. 

insidiosum. Mendoza et al. (1992), realizou um estudo com a finalidade de investigar 

os possíveis antígenos que poderiam participar da resposta imune deste agente. 

Foram utilizados cinco isolados de P. insidiosum e a metodologia de Western blot 

detectou proteínas com massas moleculares que variaram de 68 a 14 KDa. No 

entanto, constatou que apenas três antígenos com massas moleculares de 32, 30 e 

28 KDa, se destacaram dos demais e seriam as possíveis proteínas 

imunodominantes. Entretanto, demonstrou que todos os isolados utilizados 

apresentaram o mesmo perfil antigênico, independentemente da fonte e da 

localização. De acordo com esses autores, este fato revela a possível importância 

desses antígenos na imunidade da doença. 

Mendoza, Ajello e Mcginnis (1996), Vanittanakon et al. (2004), Pérez et al. 

(2005), Leal et al. (2005), Krajaejun et al. (2006) e Chindamporn et al. (2009), 

utilizaram Western blot para verificar a expressão e o reconhecimento de diferentes 

antígenos imunodominantes em isolados de P. insidiosum empregando soros de 

equinos, bovinos, caninos, coelhos e humanos com pitiose. Estes estudos 

demonstraram a presença de diferentes proteínas imunogênicas e sugerem a 

existência de variabilidade antigênica deste agente.  

Leal et al. (2005) realizou sua pesquisa com um isolado brasileiro, utilizando 

soro de equinos e bovinos naturalmente infectados com pitiose, e coelhos infectados 

experimentalmente. Observaram que os anticorpos presentes no soro de equinos 

reconheceram antígenos de massas moleculares de 80, 39 e 33,5 KDa, destacando 
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que os coelhos apresentaram resultados similares. Entretanto, os bovinos 

reconheceram as proteínas de 70, 39-40 e 35 KDa. Pérez et al. (2005), utilizaram 

em seu estudo 57 bovinos oriundos da Venezuela e verificaram antígenos de 

massas moleculares de 203-51 KDa, destacando-se também proteínas de baixo 

peso molecular de ~32-30 KDa. Krajaejun et al. (2006), identificaram uma proteína 

de 74 KDa em isolados de P. insidiosum oriundos de humanos na Tailândia, sendo 

considerada imunodominante. Posteriormente, Krajaejun et al. (2010) identificaram 

esse antígeno como sendo uma exo-1,3- β-glucanase. As glucanases são enzimas 

hidrolíticas que estão presentes em muitos organismos, incluindo os oomicetos, 

todavia, sabe-se pouco sobre seu papel biológico e patológico (KRAJAEJUN et al. 

2010). 

Adicionalmente, Chindamporn et al. (2009) realizaram um estudo com 

isolados de P. insidiosum procedentes dos Estados Unidos, Costa Rica, Nova 

Guiné, Tailândia e Austrália e identificaram proteínas de diferentes pesos 

moleculares que foram reconhecidas pelos anticorpos presentes no soro de equinos, 

bovinos, caninos, felinos e humanos. Estes autores sugeriram que as proteínas de 

51-49, 34 e 28 KDa pareceram ser imunodominantes. Todavia, afirmam que os 

hospedeiros suscetíveis respondem a um amplo número de antígenos expressos 

pelo micro-organismo, com variações dentro da mesma espécie e entre as espécies. 

Técnicas moleculares têm se apresentado como uma ótima ferramenta para 

detecção e identificação do agente da pitiose, principalmente na ausência da cultura 

(GROOTERS; GEE 2002). Estudos mais aprofundados em nível molecular podem 

levar a um melhor entendimento da enfermidade. Entre os métodos utilizados estão 

o sequenciamento do genoma, estudo de genética molecular, diagnóstico assistido 

por PCR, estudo genético populacional e análise filogenética (AZEVEDO et al. 2012; 

LOHNOO et al. 2014; RIBEIRO et al. 2016). 

 

3.6 Tratamento 

 

As infecções causadas por P. insidiosum merecem destaque, uma vez que 

geralmente respondem pobremente aos tratamentos (GAASTRA et al. 2010; 

SANTURIO et al. 2006a). Convém salientar, que o tamanho e a localização da 

lesão, assim como a idade e o estado nutricional do animal influenciam no sucesso 
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das diferentes formas de tratamento (MENDOZA et al. 1997). Existem três 

metodologias terapêuticas que são frequentemente utilizadas: quimioterapia, cirurgia 

e imunoterapia (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; SANTURIO et al. 2006a).  

Anteriormente nesta revisão, relatou-se que o agente da pitiose apresenta 

algumas diferenças dos fungos verdadeiros, entre elas, a ausência de ergosterol na 

membrana plasmática. O ergosterol é o componente alvo de ação da maioria dos 

antifúngicos (FOIL, 1996). Devido a esta característica, o tratamento da pitiose 

torna-se difícil, pois apresenta pouca suscetibilidade a maioria dos fármacos 

antifúngicos (FOIL, 1996; GAULIN et al. 2010; GROOTERS, 2003). Contudo, esses 

fatores estimularam várias tentativas de tratamento e testes de suscetibilidade in 

vitro, as quais foram realizadas utilizando fármacos antifúngicos como: anfotericina 

B, cetoconazol, miconazol, fluconazol, itraconazol, compostos iodínicos, terbinafina e 

caspofungina, demonstrando resultados pouco promissores (MCMULLAN et al. 

1977; GONZALES et al. 1979; DYKSTRA et al. 1999; GROOTERS, 2003; PEREIRA 

et al. 2007; ARGENTA et al. 2008; CAVALHEIRO et al. 2009a, 2009b).  

Apesar da dificuldade de eliminação desse agente, estudos relatam que P. 

insidiosum apresenta suscetibilidade frente a compostos bioativos extraídos de 

plantas medicinais (FONSECA et al. 2015a, 2015b; VALENTE et al. 2016a, 2016b) e 

sua combinação com antimicrobianos (JESUS et al. 2015; VALENTE et al. 2016c). 

Geralmente o sucesso de algumas terapias está relacionado com suas associações 

entre dois compostos conforme relatado em diversas pesquisas (ARGENTA et al. 

2008, 2012; CAVALHEIRO et al. 2009a, 2009b; LORETTO et al. 2011; JESUS et al. 

2015; ZANETTE et al. 2015; VALENTE et al. 2016a, 2016b, 2016c). 

A cirurgia é o método mais popular e mais frequentemente utilizado no 

tratamento da pitiose em animais e no homem (GAASTRA et al. 2010). No entanto, a 

realização da intervenção cirúrgica necessita da retirada de toda área afetada, 

porém faz-se complicado pelas estruturas anatômicas envolvidas, 

predominantemente os membros. Em lesões pequenas e superficiais, o tratamento 

cirúrgico apresenta ótimos resultados (MILLER, 1981; SANTURIO et al. 2006a). 

A imunoterapia surgiu como uma possibilidade para o tratamento da pitiose 

equina e tem sido utilizada por mais de 20 anos (GAASTRA et al. 2010). Miller 

(1981) desenvolveu o primeiro protocolo para essa terapia, utilizando um 

imunoterápico com hifas inativas de P. insidiosum para o tratamento de um equino 
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com pitiose. No decorrer dos anos, diversos autores realizaram modificações na 

técnica originalmente descrita e utilizaram a imunoterapia na pitiose equina, 

alcançando índices de cura que variaram de 50 a 83% (MENDOZA; ALFARO, 1986; 

MENDOZA et al. 1992; MONTEIRO, 1999, SANTURIO et al. 2003). Embora a 

imunoterapia seja considerada uma prática segura, existem muitos casos que não 

apresentam resposta e em algumas espécies como cães e gatos os resultados são 

desapontadores (MENDOZA; NEWTON, 2005).  
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Resumo 

O objetivo do presente estudo foi verificar a presença de anticorpos anti-P. 

insidiosum em equinos clinicamente sadios para pitiose. As amostras de soro 

analisadas foram provenientes do sul do Rio Grande do Sul, região endêmica para 

pitiose. Foram analisados pelo método de ELISA indireto 906 soros de equinos 

clinicamente sem pitiose. Em 6,18% dos soros (56/906) foram detectados títulos de 

anticorpos anti-P. insidiosum iguais ou superiores ao cut-off (OD=0,349). 

Posteriormente foram selecionados os soros (06/56) que apresentaram título de 

anticorpos acima do cut-off para a realização da técnica de Western blot. 

Evidenciou-se que os anticorpos presentes nos soros dos animais reconheceram os 

antígenos imunodominantes de P. insidiosum de massas moleculares de 

aproximadamente ~50-55 KDa e ~34 KDa, as quais apresentaram-se fortemente 

imunomarcadas. Adicionalmente, verificou-se que a massa molecular de ~74 KDa foi 

fracamente reconhecida pelos anticorpos. Os resultados deste estudo sugerem que 

a resposta imune humoral detectada nos equinos sadios foi resultante da exposição 

ambiental a P. insidiosum. Pesquisas avaliando uma maior população de animais 

sadios são imprescindíveis para entender a reposta imunológica na exposição ao 

patógeno, bem como determinar a participação da resposta na proteção do 

hospedeiro às infecções por P. insidiosum. 

Palavras-Chave: P. insidiosum, pitiose, ELISA, Western blot. 
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Introdução 

 

O oomiceto aquático Pythium insidiosum é o agente causador da pitiose, uma 

doença granulomatosa crônica (ALEXOPOULOS et al. 1996, 2010). A enfermidade é 

prevalente em regiões de clima tropical, subtropical e temperado (GAASTRA et al. 

2010). Apresenta distribuição mundial, entretanto, no Brasil é considerada endêmica 

em regiões como o Pantanal Mato-grossense e Rio Grande do Sul (RS) (SANTOS et 

al. 2011; MARCOLONGO-PEREIRA et al. 2012; WEIBLEN et al. 2016). 

A pitiose afeta uma variedade de animais domésticos e silvestres, todavia é 

mais comumente observada em equinos (SANTURIO et al. 2006a). A presença dos 

kunkers, massa necrótica semelhante a corais, é a principal característica da 

enfermidade nesta espécie (MENDOZA; HERNANDEZ; AJELLO, 1993; CHAFIN; 

SCHUMACHER; MCMULLAN, 1995). O tratamento da pitiose é considerado difícil 

pelas peculiaridades do micro-organismo e limitações do diagnóstico. A ausência de 

ergosterol em sua membrana citoplasmática, explica a pouca suscetibilidade de P. 

insidiosum aos fármacos antifúngicos (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003; GAULIN et 

al. 2010). 

Contudo, os prejuízos causados por P. insidiosum nas criações de equinos 

são significativos, seja pela morte dos animais, pela perda de função ou pelo custo 

do tratamento (LEAL et al. 2001). Estudos prévios avaliando a prevalência e 

incidência da pitiose equina no RS mostraram que a enfermidade apresenta índices 

que variaram de 8,3% a 14,5% (SOUZA et al. 2011; MARCOLONGO-PEREIRA et al. 

2014). Adicionalmente, Weiblen et al. (2016) relataram que em 11,1% de amostras 

de soro de equinos oriundos de diferentes mesorregiões do RS foram detectados 

níveis de anticorpos anti-P. insidiosum. Estas pesquisas apontam a relevância da 

enfermidade em equinos no RS, provavelmente devido às características 

geográficas da região como campos planos e sujeitos a alagamentos, facilitando a 

propagação do agente (MARCOLONGO-PEREIRA et al. 2012). 

Em condições de campo, observa-se que num mesmo ambiente contaminado 

com P. insidiosum nem todos os animais expostos são infectados, podendo haver 

uma suscetibilidade individual ao desenvolvimento da enfermidade. Todavia, os 

fatores que predispõem os animais suscetíveis a adquirir a enfermidade ainda não 

são completamente conhecidos. Alguns autores sugerem que defeitos em genes 
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relacionados aos receptores de células-chave, bem como a possível falha no 

reconhecimento inicial do patógeno poderia tornar os hospedeiros suscetíveis a P. 

insidiosum (MENDOZA; NEWTON, 2005; MENDOZA; VILELLA, 2013).  

Estudos avaliando a resposta imunológica de animais com pitiose e/ou 

submetidos a imunoterapia revelam a presença de altos títulos de anticorpos anti-

P.insidiosum que podem ser detectados por diferentes técnicas sorológicas, 

incluindo o ensaio de ELISA e Western Blot (MENDOZA et al. 1992, 1997; 

GROOTERS et al. 2002; LEAL et al. 2005; KRAJAEJUN et al. 2006; SANTURIO et 

al. 2006; CHINDAMPORN et al. 2009; SANTOS et al. 2011, 

CHAREONSIRISUTHIGUL et al. 2013; DAL BEN et al. 2018). No entanto, pesquisas 

avaliando a resposta imune de animais sadios e expostos a ambientes com P. 

insidiosum não foram realizadas. Previamente, Miller e Campbell (1982) e Weiblen et 

al. (2016) sugeriram que o estímulo antigênico de P. insidiosum resultante da 

exposição aos ambientes contaminados pode induzir uma resposta imune, baseados 

na presença de equinos sadios soro-reagentes em ensaios imunológicos.  

Acredita-se que o desenvolvimento de estudos avaliando animais sadios é 

importante para entender a reposta imunológica na exposição ao patógeno, bem 

como determinar a participação dessa resposta na proteção do hospedeiro às 

infecções por P. insidiosum.  

O presente estudo teve como objetivo verificar a presença de anticorpos anti-

P.insidiosum em equinos clinicamente sadios para pitiose. 

 

Material e Métodos 

 

Soros de equinos clinicamente sadios para pitiose 

Foram analisados 906 soros de equinos clinicamente sem pitiose. As 

amostras foram oriundas de municípios do sul do Rio Grande do Sul, região 

endêmica para pitiose, e foram gentilmente cedidas pelo Goudapp Laboratório 

Veterinário de Análises Clínicas Ltda, credenciado no Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA/Brasil) para o diagnóstico de anemia infecciosa 

equina.  
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ELISA indireto 

A metodologia empregada foi baseada na técnica descrita por Santurio et al. 

(2006a), com algumas modificações. 

Foram utilizadas placas de poliestireno de 96 poços, fundo plano, 

sensibilizadas com 19µL antígeno (100µL/poço), diluído em 10mL de tampão 

carbonato 0,05M pH 9,6 e incubadas durante 1:30h/37℃ para adsorção na 

superfície da placa. Após foi realizada a lavagem das placas com PBS-T (solução 

salina tamponada com fosfato, PBS contendo 0.1% de Tween 20; pH 7.4). A 

próxima etapa foi o bloqueio com leite em pó 5% (100µL/poço). Os soros foram 

diluídos (1:800) em PBS-T (100µL/poço) e incubados por 1h/37℃. Após foi realizada 

a lavagem (3x) com PBS-T. Posteriormente adicionou-se o anticorpo secundário 

espécie específico (anti-IgG conjugado com a peroxidase) (1:5000), incubado 

durante 1:30h/37℃. Após esse período, procedeu-se a lavagem (5x) com PBS-T. 

Por fim, a solução de revelação (100µL/poço), contudo substrato cromogênico 

(orthophenylene-diamine, OPD) diluído em tampão citrato-fosfato 0,15M pH 5,0 e 

H2O2 (0,004/10mL/10μl). As placas foram incubadas por 15 minutos no escuro e a 

reação foi bloqueada com ácido sulfúrico 3% (50μL/poço). A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de microplacas, com comprimento de onda de 492nm. 

 

Resultados do ELISA 

Todas as amostras foram testadas em triplicata, sendo cada vez em 

duplicata. Os controles positivos e negativos foram utilizados em todos os testes 

realizados. O ponto de corte (cut-off) foi baseado no valor da média da densidade 

óptica (OD) adicionado três vezes o desvio padrão das amostras negativas, com 

nível de confiança de 99,8%. As amostras que apresentaram título superior ao ponto 

de corte (OD 0,349) foram consideradas positivas para pitiose equina, enquanto que 

as amostras com densidade óptica (OD) menor que o ponto de corte foram 

interpretadas como negativas. 

 

Western blot (WB) 

A preparação do antígeno, a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), bem como a metodologia empregada na realização do Western blot 

seguiram o protocolo previamente descrito por Dal Ben et al. (2018). 
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Resultados 

 

O teste de ELISA indireto detectou 6,18% (56/906) de soros com OD 

(OD=0,349) igual ou superior ao ponto de corte para pitiose equina.  

De acordo com os resultados obtidos no ELISA, os soros (06/56) que 

apresentaram anticorpos anti-P. insidiosum acima do ponto de corte (OD=0,391; 

0,423; 0,466; 0,517; 0,559 e 0,583) foram submetidos à técnica de Western blot. Os 

seis soros avaliados reconheceram proteínas de P. insidiosum com massas 

moleculares de ~50-55 KDa e ~34 KDa, as quais apresentaram-se fortemente 

imunomarcadas. Adicionalmente, observou-se uma proteína de aproximadamente 

74 KDa, porém de menor intensidade.  

Quando pesquisado o histórico desses animais verificou-se que eram equinos 

sadios, sem relato da ocorrência de pitiose. Todavia, em uma das propriedades de 

origem dos animais foi informado que a doença havia ocorrido alguns anos atrás. 

Nas demais propriedades não obteve-se retorno dos proprietários e/ou veterinários 

ou não souberam informar.  

 

Discussão 

 

No Brasil, apesar de não existir um inquérito epidemiológico preciso sobre a 

incidência da pitiose equina, esta enfermidade é considerada um problema para a 

criação de equinos, principalmente em regiões alagadiças (SANTURIO et al. 2006b).  

As amostras de soro empregadas nesta pesquisa foram coletadas para 

monitoramento de anemia infecciosa equina em animais provenientes de diferentes 

municípios da região sul do RS, considerada endêmica para pitiose em equinos. No 

presente estudo constatou-se que 6,18% (56/906) dos soros analisados 

apresentaram anticorpos anti-P. insidiosum com OD igual ou superior ao ponto de 

corte (0,349). Destes 56 soros, em seis que apresentaram OD superior ao cut-off 

verificou-se por WB que os anticorpos reconheceram proteínas imunodominantes de 

massas moleculares de ~50-55 KDa e ~34 KDa, previamente relatadas por Dal Ben 

et al. (2018). Em contato com os proprietários e/ou veterinários responsáveis por 

esses animais constatou-se que não havia histórico prévio da ocorrência da doença 

nesses equinos avaliados. Embora não tenha sido possível obterem-se informações 
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epidemiológicas em todas as propriedades-origem dos animais, em um dos 

estabelecimentos confirmou-se que a enfermidade havia ocorrido há alguns anos 

atrás. Este fato sugere que a presença de anticorpos nestes equinos possa ser 

decorrente do estímulo antigênico de P. insidiosum no ambiente, como previamente 

sugerido por Miller e Campbell (1982) e posteriormente por Weiblen et al. (2016). 

Adicionalmente, a presença de anticorpos que reconheceram especificamente as 

proteínas imunodominantes de P. insidiosum indica que esses antígenos 

desencadeiam uma resposta imune humoral em contato com o hospedeiro (MILLER; 

CAMPBELL, 1982; MENDOZA et al. 1992; MENDOZA; NEWTON, 2005) sugerindo 

que a resposta imune foi específica e eliminando a possibilidade da ocorrência de 

reações cruzadas com outras espécies de oomicetos encontradas no ambiente. 

Contudo, outros estudos avaliando uma maior população de animais sem a doença 

clínica e expostos a ambientes contaminados são requeridos. 

Previamente, Weiblen et al. (2016) ao avaliarem a soroprevalência da pitiose 

equina pelo método de ELISA em diferentes mesorregiões do RS encontraram 

índices de 11,1% para a enfermidade em equinos, indicando a presença de P. 

insidiosum nas diferentes regiões do RS. No entanto, estes autores não apontaram 

em seu estudo informações epidemiológicas relativas à pitiose, como a presença de 

lesões cutâneas, emprego de terapias, índices de cura e histórico da enfermidade 

nas propriedades estudadas.  

Santos et al. (2011), relataram que altos títulos (72% e 130% acima do cut-off) 

de anticorpos anti- P. insidiosum são frequentemente observados em animais com 

pitiose ou que foram submetidos a imunoterapia. No entanto, em seu estudo, esses 

autores não avaliaram o perfil imunológico de animais sadios e que habitam 

ambientes contaminados com o oomiceto.  

P. insidiosum é um micro-organismo aquático que realiza parte de seu ciclo 

biológico em águas de rios, lagoas e lagos. Dentro deste habitat são comumente 

encontrados nas águas rasas próximas às margens, onde realizam sua reprodução 

assexuada dando origem a zoósporos infectantes (ALEXOPOULOS et al. 1996). 

Desta forma, os mamíferos suscetíveis, principalmente equinos, caninos e homem, 

se infectam ao entrar em contato com os ambientes contaminados (MENDOZA et al. 

1996, GAASTRA et al. 2010). A presença de P. insidiosum em nichos ecológicos 

aquáticos foi constatada em estudos realizados na Austrália (MILLER, 1983), 
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Tailândia (SUPABANDHU et al. 2008), Estados Unidos (PRESSER; GOSS, 2015) e 

Brasil (ZAMBRANO et al. 2017). Mendoza e Vilella (2013), baseados na ocorrência 

de poucos casos de pitiose em mamíferos em áreas endêmicas, sugeriram que o 

reconhecimento e a resposta inicial do hospedeiro a presença de hifas pode 

controlar o patógeno e eficientemente eliminar P. insidiosum. Adicionalmente, 

Mendoza et al. (2003), inferiram que a proteção a reinfecção pode ser devida a 

produção de anticorpos, principalmente IgG. Por outro lado, segundo Mendoza e 

Newton (2005) é possível que humanos e animais suscetíveis possam abrigar 

defeitos em genes relacionados aos receptores de células-chave que os tornam 

suscetíveis a esse oomiceto patogênico. Contudo, os exatos mecanismos pelos 

quais alguns animais resistem e/ou são suscetíveis à infecção por P. insidiosum 

ainda não estão completamente elucidados e urgentemente necessitam ser 

estudados.  

O diagnóstico através da técnica imunoenzimática indireta (ELISA) possibilita 

a detecção de infecções precoces e subclínicas (MENDOZA et al. 1997), sendo 

empregada para o diagnóstico da pitiose em animais e humanos (MENDOZA et al. 

1997; GROOTERS et al. 2002; VANITTANAKOM et al. 2004; PEREZ et al. 2005; 

SANTURIO et al. 2006b). Chareonsirisuthigul et al. (2013), realizaram um estudo 

comparativo entre diferentes técnicas, tais como ELISA, imunodifusão, 

imunocromatografia e hemaglutinação, no entanto a técnica de ELISA foi 

considerada a primeira escolha. No Brasil, autores padronizaram o ensaio de ELISA 

para o diagnóstico da pitiose em equinos evidenciando sensibilidade de 97,72% e 

especificidade de 90,27% (SANTURIO et al. 2006b). Embora pelo método de ELISA 

não seja possível diferenciar a origem do estímulo antigênico (WEIBLEN et al. 

2016), acredita-se que os animais que foram soropositivos no presente estudo eram 

equinos sadios e que, possivelmente, os níveis de anticorpos detectados resultaram 

de uma exposição ambiental ao patógeno.  

 

Conclusão 

 

No presente estudo verificou-se que 6,18% dos equinos provenientes de área 

endêmica de pitiose no RS, sem sinais clínicos de pitiose, apresentaram anticorpos 
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anti-P.insidiosum. Sugere-se que a resposta imune humoral detectada nesses 

animais pode ser resultante de uma exposição ambiental a P. insidiosum.  
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6 Conclusões gerais 

 

Com base nos resultados obtidos neste estudo é possível concluir: 

• As amostras de P. insidiosum apresentaram perfil proteico similar, 

independente do hospedeiro avaliado, frente aos diferentes soros de 

hospedeiros infectados, tais como, equinos, bovinos, caninos e coelhos. 

• Os antígenos reconhecidos neste estudo apresentaram massas 

moleculares de ~74 a ~24 KDa. Entretanto, as proteínas consideradas 

imunodominantes foram ~55-50 KDa e ~34 KDa. 

• Os soros dos equinos clinicamente sadios para pitiose avaliados, oriundos 

de uma região endêmica no RS, que não apresentaram anticorpos anti-P. 

insidiosum sugere-se que são negativos para pitiose. No entanto, 6,18% dos 

soros apresentaram anticorpos anti-P. insidiosum, sugerindo que os equinos 

foram expostos ao oomiceto. 
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