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RESUMO

Dissertacéo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

MORFOLOGIA COMPARADA DA PITIOSE EM CAVALOS, CAESE
BOVINOS

AUTORA: TESSIE BECK MARTINS
ORIENTADORA: GLAUCIA DENISE KOMMERS
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 17 de dezembro de 2010.

Foram estudados vinte e um casos de pitiose em cavalos (dez), cées (nove) e bovinos (dois). Todos 0s
casos tiveram a etiologia confirmada pela técnica de imuno-histoquimica. As informagdes relativas aos dados de
anamnese, forma clinica, localizacdo e macroscopia das lesGes e desfecho dos casos foram obtidas a partir de
protocolos de biopsia e necropsia. Para a comparacdo histomorfoldgica e histoquimica foram realizadas as
técnicas de hematoxilina e eosina, impregnacdo pela prata de Grocott, acido periédico de Schiff, sirius red,
Grocott-sirius red e azul de toluidina. Foram analisadas a quantidade, a distribui¢do e a integridade das hifas
intralesionais, a capacidade de angioinvasividade, a reacdo de Splendore-Hoeppli (SH) e o tipo de resposta
inflamatoria interespécies. Nos cavalos, as lesbes macroscopicas caracterizavam-se por feridas Unicas e
focalmente extensas constituidas por tecido fibroso abundante circundando massas amarelas, compactas, firmes
e com ramificacBes grosseiras lembrando corais (kunkers). Histologicamente, as lesdes eram compostas
basicamente por tecido conjuntivo fibroso bem colagenizado, com multiplas areas, muitas vezes coalescentes,
constituidas por tecido de granulagdo jovem, circundando colegdes de eosindfilos densas e grosseiramente
circulares (correspondentes aos kunkers). Nos cées foram estudados casos das formas gastrointestinal e/ou
cutdnea. As lesdes do trato gastrointestinal geralmente consistiam de espessamento segmentar transmural da
parede das visceras e da gordura mesentérica adjacente. Em todos os casos havia envolvimento dos linfonodos
mesentéricos. As lesdes cutaneas se apresentavam como Ulceras na juncdo mucocutanea do lIabio, massas no
preplcio e térax e nddulos pequenos distribuidos pelo peito, térax e membro anterior. Nos cées, dois padrdes
principais de inflamacéo foram vistos, isolados ou combinados, independentemente do tecido analisado: um
granulomatoso/piogranulomatoso e um necro-eosinofilico. Nos bovinos, as lesdes cutaneas eram multiplas e
aleatorias e geralmente acometiam um ou mais membros, a regido ventral do pescoco e esterno e,
eventualmente, a cauda ou o chanfro nasal. Microscopicamente havia granulomas multifocais ou coalescentes
perfeitamente delimitados em meio ao coldgeno dérmico levemente proliferado. A técnica de sirius red foi
particularmente (til para localizar os eosindfilos nos tecidos e confirmar a natureza da reagéo SH vista em todas
as espécies. Aspectos histomorfologicos tais como a quantidade, distribuicdo e integridade das hifas
intralesionais, o potencial de angioinvasividade e os tipos de resposta inflamatoria e de reacdo SH parecem estar
implicados nos diferentes tipos de les@o e cursos clinicos da pitiose nas diferentes espécies animais acometidas
pela doenca. Evidéncias de que a cura da pitiose possa estar associada a inflamagdo granulomatosa foram
observadas.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, dermatite eosinofilica, doencas do trato gastrointestinal, doencas

granulomatosas, patologia.



ABSTRACT

MS Dissertation
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
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COMPARATIVE MORPHOLOGY OF PYTHIOSIS IN HORSES, DOGS
AND CATTLE

AUTHOR: TESSIE BECK MARTINS
ADVISER: GLAUCIA DENISE KOMMERS
Santa Maria, December 17th, 2010.

Twenty-one cases of pythiosis involving horses (10), dogs, (nine) and cattle (2) were investigated. In all of them
the etiology was confirmed through immunohistochemistry technique. Data related to clinical course,
localization and macroscopic features of the lesions and cases closure were obtained from biopsies and
necropsies protocols. For compared histomorphological and histochemical characterization, hematoxilin-eosin,
Grocott’s, Schiff periodic acid, sirius red and Grocott-Sirius red techiques were performed. The aspects
analyzed were intralesional hyphal quantity, distribution and integrity, angioinvasive capability, Splendore-
Hoeppli (SH) and inflammatory reactions inter-species. The equine macroscopic lesions were characterized by
sole focally extensive wounds composed by abundant fibrous tissue surrounding yellowish, dense, firm and
irregular branching coral-like masses (kunkers). Histologically, lesions consisted of well-collagenized
connective tissue with multiple often coalescing areas of immature granulation tissue encircling coarsely round
eosinophil cores (corresponding to kunkers). Dogs presented gastrointestinal and/or cutaneous lesions. The
gastrointestinal ones usually consisted of transmural and segmental thickening of the organs walls and
mesenteric tissue. Mesenteric lymph nodes were always involved. Cutaneous lesions consisted of ulcers in the
lips mucocutaneous junction, masses in the thorax and prepuce and small nodules in chest, thorax and fore
limbs. Two main patterns of inflammation were seen in dogs, alone or combined, independently of the tissue:
one granulomatous/pyogranulomatous and another necro-eosinophilic. In cattle, cutaneous lesions were multiple
and usually affected one or more limbs, ventral neck and sternum and, eventually, tail or muzzle.
Microscopically, there were multifocal to coalescing discrete granulomas along with proliferated dermal
collagen. The sirus red technique was quite useful to localize eosinophils in tissue and confirm the SH reaction
nature, seen in the three species. Histomorphological aspects as quantity, distribution and integrity of
intralesional hyphae, angioinvasive potential and the type of inflammatory and SH reactions seem to be
implicated in the different kinds of lesions and clinical courses in different animal species suffering from
pythiosis. Evidences that pythiosis cure is associated to granulomatous inflammation were observed.

Key Words: Pythium insidiosum, eosinophilic dermatitis, gastrointestinal tract diseases, granulomatous diseases,
pathology.
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1 INTRODUCAO

A pitiose € uma oomicose grave descrita em animais domésticos e silvestres e
humanos (SANTURIO et al.,, 2006) do mundo todo, excetuando-se 0 continente europeu
(BERRYESSA et al, 2008). As apresentagdes clinico-patoldgicas dessa enfermidade variam
grandemente entre as espécies (SANTURIO & FERREIRO, 2008) e, embora a doenca seja
potencial e frequentemente fatal em todas elas (MENDOZA et al., 2003), ha relatos de cura
espontanea em bovinos (SANTURIO et al., 1998; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al.,
2009) e cura associada a imunoterapia em cavalos (MENDOZA et al., 2003), cdes (HENSEL
et al., 2003) e humanos (KRAJAEJUN et al., 2006).

Apesar dos estudos ja realizados sobre a doenca e a imunoterapia, ndo ha um completo
entendimento dos mecanismos envolvidos na infeccdo por Pythium insidiosum, em parte pelas
diferengcas entre esse oomiceto e os fungos causadores de micoses em mamiferos
(SANTURIO & FERREIRO, 2008). Sugere-se que o tipo de resposta inflamatéria/imune seja
o fator determinante na resolu¢cdo ou manutencdo das lesdes (MENDOZA et al., 2003;
MENDOZA & NEWTON, 2005).

Evolucgdes extremamente importantes no entendimento da provavel patogénese e do
mecanismo imunoterapéutico da pitiose equina tém sido embasadas na hipoGtese de
modificagdes na resposta imune/inflamatoria pés-tratamento. As alteracBes imunologicas
observadas em equinos curados sugerem que a imunomodulacdo de uma resposta T auxiliar 2
(T helper 2, Th2) para uma resposta T auxiliar 1 (T helper 1, Th1) possa ser responsavel pelas
propriedades curativas da imunoterapia em cavalos (MENDOZA et al., 2003; MENDOZA &
NEWTON, 2005).

Tais observacGes suportam a necessidade de estudos aprofundados abordando
patologia comparada da pitiose interespécies. Por isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os
aspectos morfoldgicos e histoquimicos comparados das lesGes de pitiose em cavalos, bovinos
e caes, visando estabelecer uma associagéo entre a resposta inflamatdria, o agente etiologico e

os diferentes cursos clinicos da pitiose em animais domésticos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pythium insidiosum

Pythium insidiosum pertence ao Reino Straminipila (MENDOZA et al., 2005), Filo
Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Peronosporales e Familia Pythiaceae
(ALEXOPOULOS et al., 1996). E necesséario um ambiente aquatico com substrato organico
para manutencdo do ciclo de vida e temperatura entre 30° e 40° C para reproducdo do agente
(CHAFFIN et al. 1995).

Os oomicetos tém habilidade de infectar hospedeiros que variam de algas, plantas,
protistas, fungos e artrépodes a animais vertebrados (KAMOUN, 2003). Juntos, fungos e
oomicetos perfazem a maior parte dos patdgenos eucariéticos de plantas
(LATIINHOUWERS et al., 2003). Muitos dos oomicetos patogénicos sdo responsaveis por
perdas enormes na agricultura, aquacultura e ambiente (PHILLIPS et al., 2007), razéo pela
gual a maior parte do conhecimento se mantém limitada as espécies economicamente
importantes, tal como o género Phytophtora, e pouco se sabe sobre infecgdes por outros
oomicetos patogénicos a plantas e/ou animais (KAMOUN, 2003) e sobre a resposta animal a
presenca de oomicetos patdgenos (PHILLIPS et al., 2007). A infeccdo pelo suposto oomiceto
Lagenidium sp. foi recentemente descrita em cdes (GROOTERS et al., 2003). Entretanto, a
classificacdo real e definitiva deste agente permanece controversa, pois o0 sequenciamento do
seu DNA continua indisponivel (MENDOZA & VILELA, 2009; MENDOZA et al., 2009).

O género Pythium possui mais de 120 espécies, sendo a maioria habitantes do solo e
patdgenos de plantas, enquanto apenas P. insidiosum é conhecido por causar doencas tanto em
mamiferos quanto em plantas (ALEXOPOULOQOS et al., 1996).

Atraveés de estudos filogenéticos de amostras provenientes de animais e humanos de
regibes distintas do globo, foi demonstrado que P. insidiosum se divide em trés grupos
filogenéticos: o clado I, contendo apenas isolados do hemisfério oeste, e os clados Il e IlI,
contendo isolados do resto do mundo. Na Tailandia, onde a pitiose humana é endémica, sdo
encontradas variantes dos clados Il e Il (SCHURKO et al, 2003; SUPABANDHU et al.,
2007; CHAIPRASERT et al., 2009). Apesar da hipotese de que a diversidade genética de P.

insidiosum pudesse estar implicada nas diferencas clinicas entre espécies, ndo se estabeleceu



associacdo de especificidade entre os grupos filogenéticos do oomiceto e as regides
geograficas ou hospedeiros (CHAIPRASERT et al., 2009).

A pitiose € associada aos climas tropical, subtropical e temperado, tendo sido descrita
em praticamente todo o mundo. H& diversos relatos em todo o Brasil (SANTOS &
LONDERO, 1974; LEAL et al., 2001; HEADLEY & ARRUDA JR, 2004; TABOSA et al.,
2004), e considera-se que o Pantanal brasileiro seja o local com a maior frequéncia de pitiose
no mundo (MENDOZA et al., 1996).

A infeccdo pelo oomiceto P. insidiosum é associada ao contato dos animais com aguas
contaminadas, onde ocorre a liberacdo de zodsporos moveis biflagelados (CHAFFIN et al.,
1995), ndo havendo, por isso, predisposicdo de raca, sexo e idade (SANTOS et al., 1987). Os
zoosporos livres na dgua sdo atraidos por pelos ou pele danificada. Uma vez fixados na ferida,
se encistam e produzem o tubo germinativo que inicia a leséo (MENDOZA et al., 1993).

O acesso dos animais a fontes de dgua e ambientes externos é descrito em quase todas
as espécies, sendo que boa parte dos animais permanece algum tempo submerso nela
(IMWIDTHAYA, 1994; MENDOZA et al., 1996; TABOSA et al., 2004; CAMUS et al.,
2004; BUERGELT et al., 2006; BERRYESSA et al, 2008; PESAVENTO et al., 2008;
GRECCO et al., 2009).

2.2 Pitiose como infec¢do natural nas diferentes espécies

2.2.1.Pitiose equina

Em cavalos, a pitiose se manifesta classicamente como doenga cutanea/subcutanea. As
lesdes consistem de massas granulomatosas amplas e grosseiramente redondas, em geral
ulceradas, entrecortadas por fistulas que drenam liquido serossanguinolento. Nestas fistulas é
possivel observar massas necroticas firmes, amarelas e granulares conhecidas como kunkers.
Os animais apresentam intenso prurido e normalmente mutilam a lesdo na tentativa de aliviar
0 desconforto (MENDOZA & ALFARO, 1986; LEAL et al., 2001).

As lesBes geralmente sdo observadas nas regides do corpo em contato com a agua, €

incluem a extremidade dos membros, partes ventrais do peito e abdémen, face, narinas e
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cavidade oral (MENDOZA & ALFARO, 1986; CHAFFIN, et al., 1995; MEIRELES et al.,
1993; FOIL, 1996; LEAL et al., 2001; SALLIS et al., 2002). Através dos vasos linfaticos o
agente pode se disseminar para os linfonodos regionais (FOIL, 1996). Claudicacdo é
frequente nos cavalos atingidos nos membros (MENDOZA & ALFARO, 1986; LEAL et al.,
2001). Prurido, edema e piodermites secundarias nas regides lesionadas sdo os principais
achados clinicos em cavalos afetados (LEAL et al. 2001).

A evolucdo dessa forma clinica é rapida, acompanhada de aumento progressivo das
lesGes, emagrecimento e debilidade, culminando com a morte na maioria dos casos. Acredita-
se que a morte esteja associada a liberacdo de fatores de necrose tumoral — TNF-a (LEAL et
al., 2001). Esses fatores sdo liberados em processos tumorais ou infec¢des por bactérias gram-
negativas ou outros agentes que possuam lipopolissacarideos de parede e sdo 0s responsaveis
pelo fendmeno de caquexia observados em humanos e animais com essas enfermidades
(KLEIN & HOREJSI, 1997).

Ha alguns relatos de pitiose intestinal (BROWN & ROBERTS, 1988; MORTON et
al.,, 1991; PURCELL et al., 1994), pulmonar (GOAD, 1984) e lesbes cutaneas com
envolvimento 6sseo (ALFARO & MENDOZA, 1990; EATON, 1993).

Histologicamente, os kunkers consistem de fragmentos de hifas circundadas e
embebidas por numerosos eosinofilos, intactos e desgranulados, bem como detritos
eosinofilicos abundantes (BROWN & ROBERTS, 1988), com proliferacdo de tecido de
granulacdo (GOAD, 1984) e tecido conjuntivo (MILLER, 1985). Nos casos crénicos também
podem ser vistas células gigantes (MENDOZA & ALFARO, 1986).

2.2.2.Pitiose canina

Os cdes sdo a segunda espécie mais afetada pela pitiose, sendo a forma gastrointestinal
mais descrita, seguida da cutdnea (SANTURIO et al., 2006). Outras descri¢cdes incluem
distribuicdo prostatica (JAEGER et al., 2002) e disseminada (RIVIERRE et al., 2005). LesGes
gastrointestinais segmentares em 6rgdos diferentes (GROOTERS & FOIL, 2006) e lesGes
cutaneas simultaneas num mesmo cdo também foram relatadas (DYKSTRA et al., 1999).
Entretanto, lesdes gastrintestinais e cutaneas sdo raramente encontradas juntas hum mesmo
cdo (GROOTERS, 2003; RECH et al., 2006; PEREIRA et al., 2010).
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2.2.2.1. Forma gastrointestinal

Os animais em geral sdo machos de grande porte e tém, em média, 1 a 3 anos de idade
(MILLER, 1985). Como sinais clinicos iniciais apresentam diarreia, vomito, halitose,
anorexia, emagrecimento progressivo, dor abdominal, e massa abdominal palpéavel
(BENTINCK-SMITH et al., 1989, HELMAN & OLIVER, 1999; MENDOZA et al., 2003),
com evolucédo que varia de 4 a 135 dias (BERRYESSA et al, 2008).

Radiografia e ultra-sonografia tém sido utilizadas no diagnéstico clinico, as quais
podem revelar espessamento segmentar do trato gastrointestinal, massa abdominal ou
linfadenopatia mesentérica, alteracdes muitas vezes detectadas também através da palpacédo
abdominal (GROOTERS, 2003).

Macroscopicamente, 0 achado mais frequente € o espessamento do intestino delgado,
com ou sem estenose (BENTINCK-SMITH et al., 1989; MENDOZA et al., 2005), associado
a massas no intestino delgado, jejuno e linfonodos mesentéricos (LILJEBJELKE et al., 2002).
Menos frequentemente, ocorre envolvimento do estomago (FISHER et al., 1994), es6fago
(MENDOZA et al., 2003; GROOTERS & FOIL, 2006; BERRYESSA et al, 2008) e faringe
(PATTON et al., 1996). Casos de envolvimento mesentérico sem lesGes em outros locais séo
frequentes e nesses casos os linfonodos geralmente estdo envolvidos em uma massa Unica,
grande e firme (MILLER, 1985; GROOTERS & FOIL, 2006). As massas sdo firmes, palidas
ou amareladas e contém multiplas areas amareladas (HELMAN & OLIVER, 1999). Os
linfonodos podem drenar conteudo caseoso ao corte (LILJEBJELKE et al., 2002).

O achado histolégico bésico € uma mistura de inflamacdo multifocal
piogranulomatosa e granulomatosa com fibrose pronunciada (FISHER et al., 1994; PATTON
et al., 1996), que acomete lamina prépria, submucosa e muscular e deforma parcialmente a
arquitetura do 6rgao (LILJEBJELKE et al., 2002). Os piogranulomas consistem de focos
necroticos infiltrados e circundados por neutréfilos, macréfagos epitelidides, plasmacitos,
células gigantes multinucleadas e eosinofilos (FISHER et al., 1994), sendo que os Gltimos sdo
um componente importante do infiltrado inflamatorio (HELMAN & OLIVER, 1999). Quando
ha envolvimento dos linfonodos mesentéricos e 6rgaos adjacentes, estes apresentam infiltrado
inflamatdrio misto e areas de necrose contendo numerosas hifas (LILJEBJELKE et al., 2002).
Vasculite necrosante e trombos de fibrina séo vistos esporadicamente (PATTON et al., 1996;
HELMAN & OLIVER, 1999).
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As hifas ndo sdo aparentes na coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), embora reacédo
de Splendore-Hoeppli circunde espacos claros no interior dos granulomas (FISHER et al.,
1994; PATTON et al., 1996). Na impregnacdo pela metenamina nitrato de prata de Grocott
(GMS) elas séo largas, com 5 a 7 um de diametro, ocasionalmente septadas e irregularmente
ramificadas (HELMAN & OLIVER, 1999). Em poucos casos, as hifas sdo levemente
basofilicas e a variacdo de tamanho é maior, com espessuras que variam de 1,5 a 8,5 um
(PATTON et al., 1996).

2.2.2.2. Forma cutanea

Como na forma gastrointestinal, os casos de pitiose cutanea geralmente acometem
cdes de grande porte de 1 a 3 anos de idade (FOIL et al., 1984; DYKSTRA et al., 1999). As
lesdes em geral ndo s@o pruriginosas (DYKSTRA et al., 1999) e progridem rapidamente
mesmo sob tratamento com farmacos antifungicos, antibiéticos ou excisdo cirargica (FOIL et
al., 1984). Raros animais apresentam prurido e automutilagdo (FOIL et al., 1984).

Inicialmente notam-se areas levemente elevadas na pele, com eritema e alopecia
(HENSEL et al., 2003). Quando apresentadas ao veterinario, as lesdes frequentemente tém
evolugdo de 1 a 3 meses e consistem de nddulos Unicos ou maltiplos ulcerados, de 1 a 8 cm de
diametro (DYKSTRA et al., 1999), ou massas ulceradas de até 30 cm de extensdo, que
envolvem pele e tecido subcutaneo (FOIL et al., 1984; HOWERTH et at., 1989).
Independentemente do tamanho, as lesGes contém tratos fistulosos que drenam exsudato
serossanguinolento ou purulento (FOIL et al., 1984; BENTINCK-SMITH et al., 1989;
HOWERTH et at., 1989; DYKSTRA et al., 1999; RIVIERRE et al., 2005). Em casos mais
avancados a massa pode envolver, além da derme e tecido subcutaneo, a parede abdominal,
costelas e drgdos internos. Parte desse envolvimento se deve a proliferacdo de tecido de
granulacdo misturado a areas de necrose (BENTINCK-SMITH et al., 1989).

As lesBes ja foram descritas em diversas partes do corpo, tais como cabeca, tronco,
membros, cauda, abdémen, bolsa escrotal e prepucio (FOIL et al., 1984; HOWERTH et at.,
1989). E também descrita a forma disseminada da doenca associada & lesdo de pele, com
peritonite séptica e envolvimento de visceras como intestino, rim, coragdo e encéfalo (FOIL et
al., 1984).
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Histologicamente, o padrdo de inflamagdo mais comum no HE é dermatite ulcerativa e
piogranulomatosa (RIVIERRE et al., 2005), composta por areas de inflamacdo e necrose da
derme, com numerosos neutréfilos e eosinofilos (HENSEL et al., 2003), as vezes combinadas
a granulomas conspicuos formados unicamente por macrofagos epitelidides e células gigantes
multinucleadas ou repletos de detritos celulares eosinofilicos (FOIL et al., 1984; HOWERTH
et al., 1989). Mastdcitos sdo raramente descritos (HOWERTH et al., 1989). H& trombose
arteriolar acentuada, fibroplasia e neovascularizacdo em alguns casos (FOIL et al., 1984;
HOWERTH et al., 1989; HENSEL et al., 2003), com raras hifas associadas a parede das
artérias (FOIL et al., 1984).

O GMS revela hifas abundantes nas areas de inflamacao e necrose da derme (FOIL et
al., 1984) e menos numerosas nos granulomas (HOWERTH et al., 1989). Elas tém paredes
espessas e quase paralelas, e variam de 3 a 9 um (RIVIERRE et al., 2005) a 4,5 a 10 pm, com
poucos septos espessos e ramificaces ocasionais (FOIL et al., 1984; HOWERTH et al., 1989;
HENSEL et al., 2003). As estruturas ndo sdo vistas na técnica do acido periddico de Schiff
(PAS) (FOIL et al., 1984; HOWERTH et al., 1989; HENSEL et al., 2003).

2.2.3.Pitiose bovina

A pitiose bovina, até entdo descrita somente na forma cutanea, foi primeiramente
descrita nos Estados Unidos por Miller et al. (1985), que associaram ao Pythium sp. lesGes se
pele de seis animais. Treze anos depois, um novo surto, ja atribuido a espécie P. insidiosum,
foi relatado em dois bovinos da regido do Pantanal brasileiro (SANTURIO et al., 1998). Na
ocasido, o diagndstico foi estabelecido a partir de cultura microbiologica e técnica de imuno-
histoquimica. Passados alguns anos, foram publicados os trés ultimos relatos da doenca nesta
espécie, relacionados a surtos que envolviam 63, 76 e 16 animais, respectivamente (PEREZ et
al., 2005; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009). O primeiro deles ocorreu na
Venezuela, onde a pitiose foi considerada enzodtica, uma vez que se suspeitava que a
“granulomatose bovina enzodtica”, doengca comum na regido, fosse atribuida a um fungo.
Nesse estudo foram aplicadas técnicas histopatoldgicas, imuno-histoquimicas, soroldgicas e
micolégicas (PEREZ et al., 2005). Os dois outros relatos ocorreram em épocas muito

proximas, nas regides oeste (GABRIEL et al., 2008) e sul do Rio Grande do Sul, Brasil
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(GRECCO et al., 2009). Em ambos os casos, a identificacdo do agente etiologico se baseou
em resultados imuno-histoquimicos.

De acordo com informacGes desses relatos (MILLER et al., 1985; SANTURIO et al.,
1998; PEREZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009), ndo ha
predisposicdo por sexo e a maioria dos animais afetados é jovem. Ocasionalmente o0s animais
apresentam prurido, edema, aumento de volume nas articulaces e claudicacéo.

Macroscopicamente observam-se espessamentos dérmicos ulcerados, multifocais, de
tamanhos variados, localizados principalmente nos membros. As lesdes cutaneas podem néo
estar ulceradas ou podem apresentar tratos fistulosos com material serossanguinolento ou
purulento (MILLER et al., 1985; SANTURIO et al., 1998; PEREZ et al., 2005).

Microscopicamente as lesfes podem ser compostas por granulomas (MILLER, 1985),
piogranulomas (SANTURIO et al., 1998) ou como areas amplas de necrose com inflamacéo
mista (PEREZ et al., 2005).

Em trés dos cinco relatos, houve cura espontanea de todos os animais afetados
(SANTURIO et al., 1998; GABRIEL et al., 2008; GRECCO et al., 2009), fato que foi
atribuido em parte a resposta imune/inflamatéria diferente da observada em equinos (auséncia
de kunkers) (GABRIEL et al., 2008). No surto de 1985, os animais foram destinados a
eutanasia ou abate, por causa da resposta insatisfatdria aos diferentes tratamentos (MILLER et
al., 1985). No caso da pitiose enzooética, ndo ficou claro o desfecho da doenca no rebanho;
sabe-se que alguns animais ndo conseguiam se levantar devido a dor, o que levou a perda de

peso e, eventualmente, inani¢do e morte (PEREZ et al., 2005).

2.2.4.Pitiose em outras espécies de animais

A pitiose é rara em gatos. Quando ocorre, geralmente causa lesfes cutaneas de 6 a 20
cm de didmetro. Além disso, casos isolados de infeccbes no tecido subcuténeo,
nasofaringe/retrobulbar foram descritas (GROOTERS et al., 2003). Num relato de pitiose
gastrointestinal em dois gatos, 0s animais tinham perda de peso, vomito e presenca de uma
massa palpavel na regido abdominal. Em ambos 0s casos, a massa apresentava localizacdo
extraluminal no duodeno e ileo. Na avaliacdo histolégica evidenciou-se enterite
granulomatosa eosinofilica, envolvendo as camadas muscular e serosa, com areas multifocais

de necrose, no interior das quais havia hifas de P. insidiosum (RAKICH et al., 2005).
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Dois surtos envolvendo ovinos deslanados de raca mista foram descritos nas cidades
de Catingueira e Coremas, estado da Paraiba, Brasil. Os surtos envolveram 40 de 120 e 8 de
60 animais, respectivamente. O curso clinico variou de 60 a 90 dias e todos os animais
morreram. Os sinais clinicos se caracterizavam por lesdes ulcerativas Gnicas ou mdaltiplas, de
2,5 a 15 cm, na pele dos membros, abdémen e regido pré-escapular. Ao corte, as lesdes eram
compostas de tecido amarelo macio circundado por tecido fibroso brancacento.
Histologicamente eram compostas por granulomas coalescentes, com centro repleto de
detritos celulares e hifas circundadas por material de Splendore-Hoeppli e eosintfilos
desgranulados. Ao redor dessas areas havia macrofagos epitelioides, células gigantes, células
mononucleares e menor nimero de eosinofilos e macrofagos. Na impregnacédo pela prata de
Gomori foram vistas hifas em todos os sitios de lesdo. Disseminacdo ocorreu para o pulméo e
linfonodos; acometimento por extensdo da lesdo cutdnea acometeu 0sso e tenddo (TABOSA
et al., 2004). TABOSA et al. (1999), relataram trinta e cinco casos de pitiose em equinos e
trés em muares no Estado da Paraiba, enquanto SANTURIO et al. (2008) relataram rinite por
Pythium insidiosum numa ovelha.

Aléem dos relatos envolvendo humanos e animais domésticos, P. insidiosum foi
também associado a doengas em animais silvestres. O primeiro relato data de 2003, ocasido
em que foi associado a lesdo gastrointestinal num grupo de ursos-de-6culos de um zooldgico
da Carolina do Sul, Estados Unidos (GROOTERS, 2003). Nos anos seguintes, foram
relatados casos de pitiose pulmonar numa onga-pintada natural da América Central (CAMUS
et al., 2004), pitiose disseminada em um dromedario dos Estados Unidos (WELLEHAN et al.,
2004), e pitiose intestinal em um tigre de Bengala da Florida (BUERGELT et al., 2006).
Finalmente, a oomicose foi descrita como doenca cutdnea em uma ave migratoria da
Califérnia (PESAVENTO et al. 2008).

No caso da onga-pintada, a evolucdo do quadro foi de aproximadamente um més; o
animal apresentava dificuldade respiratdria, foi submetido a antibioticoterapia e intervencéo
cirirgica e morreu. As lesGes macroscopicas consistiam basicamente de uma massa
multilobular que envolvia boa parte do pulméo esquerdo, aumento de volume dos linfonodos
do hilo pulmonar e oclusdo de um dos bronquios primarios por um granuloma.
Microscopicamente, havia substituicdo do parénquima pulmonar por areas coalescentes de
inflamagdo granulomatosa, com focos centrais irregulares e intensamente eosinofilicos de
necrose de coagulacdo separados por tecido conjuntivo. Estes centros eram compostos por
grande numero de eosinofilos degenerados e material eosinofilico hialino, e estavam cercados

por um misto de eosinéfilos, macrofagos, células gigantes multinucleadas, neutréfilos e
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plasmacitos misturados a fibroblastos proliferados. No GMS, as hifas tinham 4,4 a 8,3 um,
eram numerosas e estavam dispostas radialmente na periferia dos centros eosinofilicos. A
intensidade da impregnacao pela prata variava conforme o local, sendo que as hifas centrais
eram fracamente argirofilicas quando comparadas as da periferia, as quais eram intensamente
pretas. Lesdo semelhante foi vista na traqueia. Apesar do aspecto reativo dos linfonodos, nao
havia comprometimento dos mesmos pela pitiose e ndo foi vista invasividade vascular pelo
agente. Segundo os autores, o envolvimento pulmonar provavelmente ocorreu por extensio
direta através das vias aéreas e alvéolos (CAMUS et al., 2004).

A duracdo da doenca foi maior no dromedario, que morreu seis meses apds apresentar
0s primeiros sinais clinicos. Inicialmente foi removida cirurgicamente uma massa de 17 x 9
cm localizada na face, com crescimento de um més e diagndstico citologico de inflamacao
piogranulomatosa. Histologicamente, a inflamagdo envolvia derme, tecido subcutaneo,
masculo, glandula salivar, mucosa oral e tecido conjuntivo, e consistia de células
inflamatdrias mistas e granulomas eosinofilicos de diferentes tamanhos. No GMS, as hifas
tinham 4-6 um e eram vistas no interior dos granulomas. Dois meses depois, o linfonodo
submandibular removido demonstrou hiperplasia linfoide e acimulos de eosindfilos
desgranulados circundados por macrdéfagos e organismos argirofilicos consistentes com P.
insidiosum nos granulomas e luz de vasos. O animal morreu depois de apresentar anorexia,
anemia e perda de peso. No estbmago havia espessamento irregular e granular da parede e
areas multifocais recobertas por sangue e fibrina, que correspondiam a gastrite eosinofilica e
granulomatosa focalmente extensa e transmural. Agregados de células inflamatdrias
consistiam de macrdfagos circundando nucleos de material amorfo eosinofilico contendo
hifas de P. insidiosum (WELLEHAN et al., 2004).

Basicamente, os sinais clinicos apresentados pelo tigre foram vémito, perda de pelos,
anorexia e emagrecimento, morrendo 10 meses depois do inicio do quadro. Na necropsia
havia espessamento marcado do jejuno, com comprometimento de 120 cm do 6rgéo, estenose
guase oclusiva, espessamento semelhante no colon. Também os linfonodos mesentéricos
estavam maiores. Microscopicamente, a mucosa dos intestinos estava espessada por grande
quantidade de macrdfagos, eosinofilos, neutrofilos, plasmaocitos e linfocitos. A submucosa e
muscular continham piogranulomas, com agregados de neutréfilos, linfocitos e macréfagos e
ocasionais células gigantes. Uma coloracdo para fungos demonstrou numerosas hifas de 7um
no interior dessas areas (BUERGELT et al., 2006).

A ave ndo apresentava nenhum sinal clinico além das lesdes cuténeas, e foi submetida

a eutanasia ao se presumir que as mesmas eram infeciosas. Na pele das asas, torso e pernas
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havia nodulos amarelos e ulcerados de até 1,5 cm de diametro, que correspondiam a areas de
necrose e detritos caseonecroticos que envolviam diversos foliculos da pena. Alguns desses
continham foliculos necréticos e os demais estavam vazios. Atraves do GMS e PAS, foram
visualizadas hifas de 3 a 7 um de didmetro associadas & necrose e a parte dos foliculos. A
derme profunda era massivamente infiltrada por eosinéfilos e menor nimero de histidcitos e
heterdfilos. O agente foi identificado através de PCR. Sobre a extensdo da lesdo, os autores
sugerem que, por se tratar de uma ave filhote, o ninho poderia ter alguma implicacdo na
extensdo da lesdo, ou que pudesse haver alguma condicdo predisponente ndo diagnosticada
(PESAVENTO et al., 2008).

2.2.5.Pitiose humana

A maioria dos casos de pitiose humana foi observada na Tailandia e esporadicamente,
em outros paises (MENDOZA et al, 1996), incluindo o Brasil (BOSCO et al., 2005). A pitiose
humana tem quatro formas clinicas basicas de apresentagdo, em ordem decrescente de
ocorréncia: vascular, ocular, cutdnea/subcutanea e disseminada. A primeira é confinada ao
tecido arterial, ndo sendo vista infeccdo de veias. Os pacientes geralmente apresentam
sindromes de insuficiéncia arterial nas extremidades inferiores. Apresentacdes clinicas
incluem claudicacdo, gangrena, febre, parestesia, auséncia de pulso arterial, aneurismas, entre
outras. O intervalo médio entre o aparecimento dos sinais e a busca por auxilio médico € de
trés meses. Em um levantamento de 102 casos, todos os pacientes com essa forma de pitiose
tinham talassemia (90%) ou outra doenca hematolégica concomitante. A segunda forma,
ocular, geralmente cursa com ulcera de cornea ou ceratite, e outros sinais incluem dor,
irritacdo, aumento de volume e diminuicdo da acuidade visual. A duracdo média dos sintomas
nesse caso é de 17 dias. Interessantemente, um ter¢o dos pacientes relatou ocorréncia de
trauma ocular associado a plantas 10 dias antes do surgimento das lesdes. A forma
cutanea/subcutanea cursa com aumento de volume crénico (1 a 3 meses) e formacdo de
nodulo infiltrativo e ulcerado no braco ou na perna. Histologicamente, vé-se infeccdo
eosinofilica crénica na derme e tecido subcutaneo. Os casos de pitiose disseminada variaram
em sua apresentacdo clinica, mas todos os pacientes morreram. As lesdes de pitiose se

resumiam a sepse secundaria a gastrite e peritonite por P. insidiosum. Na Tailandia, a pitiose



18

estd associada a prevaléncia das duas formas de talassemia, o e 3, e presenca de grandes areas
alagadicas utilizadas para agricultura (KAJAEJUN et al., 2006).

2.3 Terapia

O tratamento da infeccdo por P. insidiosum em animais e humanos é dificil. Trés
métodos terapéuticos sdo geralmente utilizados para esta doenca: cirurgia, quimioterapia e
imunoterapia (MENDOZA et al., 1996).

A cirurgia radical, que consiste da remocao de toda a lesdo, €, segundo alguns autores,
a terapia de escolha para o tratamento da pitiose tanto em cavalos quanto em cées (FOIL et
al., 1984; THOMAS & LEWIS, 1998) e humanos, espécie na qual é comum a amputacdo de
membros como tentativa de eliminar a infeccdo (WANACHIWANAWIN et al., 2004). A
debridacdo cirurgica de lesbes de pele em cavalos e cdes também é muito popular, mas um
alto indice de recorréncia tem sido visto (GAASTRA et al., 2010) e em alguns casos, como
em lesGes localizadas na extremidade dos membros, a exciséo é inviavel (MILLER, 1981).

A utilizacdo de farmacos antifungicos é pouco eficiente no combate a P. insidosum,
uma vez que os componentes alvos dos farmacos estdo ausentes neste oomiceto (FOIL, 1996).
Farmacos utilizados até hoje incluem anfotericina B (FOIL et al., 1984), itraconazole
(DYKSTRA et al., 1999), fluconazole, cetoconazole (RIVIERRE et al., 2005), terbinafina
(PEREIRA et al., 2010) e iodeto de sodio e potassio (MENDOZA et al., 1996).

A falta de escolhas terapéuticas encorajou o desenvolvimento e o uso de imunoterapia
no tratamento da pitiose equina (MENDOZA et al., 2003). Apesar de haver pesquisas
indiretas anteriores (GAASTRA et al., 2010), estudos especificos quanto ao uso da
imunoterapia iniciaram-se em 1981, quando a inoculacdo de hifas de P. insidiosum
processadas em laboratério foi avaliada num grupo de cavalos naturalmente infectados pelo
agente, sozinha ou atrelada a extirpacdo cirdrgica das lesdes. Num total de 40 cavalos, a
imunoterapia sozinha foi responsavel pela cura de 52,5% dos animais. Quando associada a
cirurgia, o indice aumentou em 30% (MILLER, 1981).

A técnica foi utilizada, com modificacdes e resultados variados, ao longo dos anos 80
e 90 nas diferentes espécies (SANTURIO et al., 2006). No caso dos cavalos, boa parte dos
resultados sdo animadores, onde se obtém até 70% de cura nos caso de lesdes iniciais

(MENDOZA et al, 1992). Um avanco importante, demonstrado por pesquisadores



19

brasileiros, foi a resolucdo de lesbes cronicas, com mais de um ano de evolugédo, bem como o
a cura de lesBes recorrentes de pitiose equina, fato até entdo pouco descrito na literatura
(MONTEIRO, 1999).

Resultados importantes tém sido alcangados com o uso da imunoterapia em humanos,
principalmente nos casos de doen¢a vascular, na qual o indice de cura chega a 50%
(WANACHIWANAWIN et al., 2004; KRAJAEJUN et al., 2006). Além disso, hum estudo
que avaliou a eficacia da imunoterapia em oito portadores de pitiose arterial, a grande maioria
dos pacientes curados tinha lesdes cronicas, de mais de dois meses de evolugdo. Os autores
creditam a diferenca frente aos estudos em equinos a variedade da vacina por eles utilizada
(WANACHIWANAWIN et al., 2004).

No caso dos bovinos, ha relatos de cura em 100% dos casos nos quais o tratamento foi
utilizado (MENDOZA & NEWTON, 2005). Vale ressaltar que cura espontanea foi relatada
em trés trabalhos de pitiose bovina (SANTURIO et al., 1998; GABRIEL et al., 2008;
GRECCO et al., 2009). Em contrapartida aos bons resultados obtidos em equinos, bovinos, e
humanos, a imunoterapia em cdes e gatos tem demonstrado resultados frustrantes. Este fato é
atribuido a longa evolugdo da doenca e debilidade dos animais quando do atendimento
clinico, o que comprometeria a resposta imune a vacina (MENDOZA & NEWTON, 2005).

Alguns pesquisadores recomendam a imunoterapia como uma alternativa importante
para o tratamento da pitiose, principalmente em equinos. Deve-se levar em consideragdo, no
entanto, que as taxas de cura geralmente sdo calculadas com base num nimero pequeno de
animais, e que frequentemente a cura provem da combinacdo de agdes, como terapia

cirdrgica, imunoterapia e administracdo de agentes antimicrobianos (GAASTRA et al., 2010).

2.4 Teoria da patogénese e do mecanismo imunoterapéutico na pitiose

Apesar do progresso nos estudos sobre a doenca e imunoterapia, € importante ressaltar
que ainda ndo ha um completo conhecimento dos mecanismos envolvidos na infecgdo por P.
insidiosum e as explicacBes para os mecanismos de infeccdo e de cura sdo baseados em
hipoteses fundamentadas em observacgdes da doenga em humanos e equinos (SANTURIO et
al., 2006).

A provavel hipotese de cura da pitiose equina foi consistentemente proposta por
MENDOZA et al. (1996). Em 2003, MENDOZA et al. (2003) descreveram com detalhes 0s
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provaveis mecanismos imunologicos envolvidos na cura. Em estudos histopatoldgicos foi
demonstrado, que com o uso do imunoterapico, as hifas sdo aparentemente destruidas pela
populacdo de células mononucleares (MILLER, 1981; MENDOZA et al., 2003). Num relato
de cura da pitiose associada a imunoterapia, apds 49 dias de tratamento com duas doses de
vacina anti-P. insidiosum, uma bidpsia revelou hiperplasia leve da epiderme e fibrose
dérmica, com infiltracdo leve de macrdfagos e plasmdcitos. No GMS nao foram vistas hifas e
nem nas biopsias subsequentes (HENSEL et al., 2003). A partir disso que foi sugerido que o
mecanismo de cura € decorrente, predominantemente, da resposta imune celular (MENDOZA
& NEWTON, 2005) e que a inclusdo de antigenos citoplasmaticos aumenta as propriedades
curativas do imunoterapico. O desaparecimento da resposta eosinofilica e expressao de
acentuada reacdo mononuclear observados ap0s imunoterapia suportam essa hipdtese
(MILLER, 1981; HENSEL et al., 2003; MENDOZA et al., 2003). A patogénese da pitiose
equina e 0 mecanismo imunoterapéutico propostos (MENDOZA et al., 2003; MENDOZA &
NEWTON 2005) serdo sumarizados a seguir.

Propagulos (zodsporos) moveis do oomiceto aquatico P. insidiosum contatam o
hospedeiro através de uma ferida aberta. Ap6s o contato, forma-se um tubo germinativo que
mecanicamente penetra os tecidos onde hifas do agente produzem exo-antigenos (exo-Ags)
que sdo apresentados as células apresentadoras de antigenos (APCs). As APCs secretam
interleucina 4 (IL-4) que direciona os linfocitos T helper naive (ThO) em T helper 2 (Th2);
estes produzem mais IL-4 e IL-5. Assim, 0s exo-Ags desencadeiam uma resposta imune Th2
com eosindfilos, mastocitos, IgE, IL-4 e IL-5 e a constante producgéo de exo-Ags faz com que
a resposta imune trave num modo Th2. Os numeros elevadissimos de eosindfilos
desgranulados (reacdo de Splendore-Hoeppli*; SH) e mastocitos ao redor das hifas de P.
insidiosum sdo o0s principais responsaveis pelo dano tecidual extenso e rapido encontrado na
pitiose. Os autores sugerem, baseados em seus dados e nos de outros pesquisadores, que a
producdo de SH e a secrecdo de exo-Ags sdo ambas as estratégias evolutivas desenvolvidas
por P. insidiosum para assegurar sua proliferacdo em um tecido hospedeiro (MENDOZA et
al., 2003). Essa hipotese é suportada pelo fato de que hifas vidveis de P. insidiosum tém sido

encontradas somente dentro da reacdo eosinofilica (kunkers) em cavalos, indicando que o

*Reacdo (ou fendmeno) de Splendore-Hoeppli - Nas lesdes botridides (por Staphylococcus aureus), a reagéo classica de Splendore-Hoeppli caracteriza-se por uma borda
hialina de material eosinofilico radiado circundando coldnias bacterianas. Esse material é tido como uma mistura de debris celulares degenerados e imunoglobulinas do
hospedeiro (BRIDGEFORD et al., 2008). Em leses conjuntivais, o fendmeno de Splendore-Hoeppli foi definido como consistindo de um material amorfo eosinofilico
circundado por macréfagos epitelidides, células gigantes multinucleadas, linfocitos e eosinéfilos. Nessas lesdes foram observados dois padrdes de imunomarcagéo, um
revelando predominantemente imunoglobulinas e outro revelando primariamente proteina basica principal (MBP) do eosindfilo. Os autores concluiram que a composicéo do

fendmeno de Splendore-Hoeppli pode variar e pode estar relacionada a varios fatores (READ et al., 2005).
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agente possa usar a reacdo de SH e os kunkers para sua sobrevivéncia (MENDOZA &
NEWTON, 2005). Cura em pacientes humanos tem sido associada a imunoterapia, com taxas
de sucesso de aproximadamente 56%; inclusive em casos cronicos. Nestes casos também é
relatada uma mudanga no padrdo de ILs que indica troca de resposta Th2 para Thl
(WANACHIWANAWIN et al., 2004). Ainda, um estudo recente que mapeou 0s antigenos
das hifas através da associacdo de microscopia eletrénica e anticorpos anti-P. insidiosum no
soro de hospedeiros infectados e demonstrou que o agente expressa multiplos antigenos
imunodominantes, sendo que a maior parte deles estd localizada nas camadas internas da
parede e na propria parede celular, e, embora em menor ndmero, também no citosol, o que
reforca a ideia de que a exposicdo do citosol poderia estar implicada na troca de resposta
(GARCIA et al., 2007).



3 MATERIAL E METODOS

Foram estudados 21 casos de pitiose provenientes dos arquivos do Laboratério de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (19 casos) e do Laborat6rio
Regional de Diagnostico da Universidade Federal de Pelotas (2 casos), compreendendo as
espécies equina (10 casos), canina (9 casos) e bovina (2 casos).

As informac0es relativas aos dados de anamnese, forma clinica, localizacdo das leses
e desfecho dos casos foram obtidas a partir dos protocolos de bidpsia e necropsia. A avaliacdo
macroscopica foi realizada a partir dos protocolos e do banco de imagens.

A partir de amostras de tecidos emblocadas em parafina (1 ou 2 amostras por caso),
foram obtidas secGes seriadas de 3um de espessura para a confecgdo de laminas de histologia,
histoquimica e imuno-histoquimica (IHQ).

Todos os casos tiveram a etiologia confirmada pela técnica de IHQ, conforme descrito
por Gabriel et al. (2008), utilizando-se o anticorpo policlonal (ndo-comercial) anti-P.
insidiosum produzido em coelho, com diluicbes de 1:1000 (cavalos e bovinos) e 1:2000
(c@es). Para a técnica de IHQ, foram utilizadas Iaminas silanizadas com se¢es histologicas de
3um. Apds a desparafinizacdo e reidratacdo dos tecidos, foi realizado quando necessério, o
blogueio da peroxidase endogena atraves do uso de peroxido de hidrogénio (10 volumes),
seguido da recuperacdo antigénica com solucdo de TRIS-EDTA (pH 9,0) em forno
microondas em poténcia maxima por 10 minutos. O bloqueio das reagdes inespecificas foi
realizado com solucdo de caseina (30 minutos em temperatura ambiente). O anticorpo
primério foi diluido em PBST e adicionado aos cortes histologicos por 60 minutos a 37°C. O
anticorpo secundario biotinilado e o complexo estreptavidina-peroxidase (LSAB+System-
HRP, Dako Cytomation, K0690) ou estreptavidina-fosfatase alcalina (LSAB+System-AP,
Dako Cytomation, K0689) foram utilizados consecutivamente, incubados & temperatura
ambiente por 30 minutos, e marcados através da adi¢cdo do cromdgeno de tetracloreto de 3-
3’diaminobenzidina (DAB, Sigma D-5637) ou Liquid Permanent Red (Dako Cytomation,
K0640), respectivamente. As se¢Oes histologicas foram contracoradas com hematoxilina de
Harris (quando marcadas com DAB) ou de Mayer (quando marcadas com Liquid Permanent
Red), desidratadas e montadas com resina sintética e laminulas. Como controle positivo,

foram utilizadas se¢6es histoldgicas de casos confirmados de pitiose equina e canina. Como
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controle negativo, foram utilizadas as mesmas sec¢des a serem testadas, com a substituicdo do
anticorpo primario por diluente de anticorpo (PBST).

Os cortes foram submetidos as técnicas de hematoxilina e eosina (HE), metenamina
nitrato de prata (método de Grocott; GMS), &cido periddico de Schiff (PAS), sirius red (SR) e
azul de toluidina (AT). A técnica de SR para demonstracdo de granulos de eosinofilos foi
modificada de WEHREND et al. (2004). A modificacdo consistiu em deixar as ldaminas por 24
horas no corante.

Foi realizada avaliagdo comparada dos campos nas diferentes técnicas, 0 que permitiu
correlacionar todos os achados. Através do HE, foram avaliados os seguintes aspectos:
morfologia, localizacdo e extensdo da lesdo, tipo de resposta inflamatoria, bem como
informac0es adicionais peculiares de cada caso.

A técnica de GMS foi empregada para avaliacdo das hifas quanto a sua quantidade,
distribuicéo e caracteristicas morfoldgicas. Em casos selecionados de cavalos e cdes, a técnica
de GMS foi seguida da técnica de SR, sendo entdo denominada GMS-SR. Essa modificacédo

permitiu demonstrar de maneira simultanea a relacdo entre hifas e eosinofilos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados referentes aos animais, a doenca (forma clinica e localizacdo das lesGes) e ao

desfecho dos casos estdo apresentados na Tabela 1. Com exce¢do dos bovinos, os demais

animais representavam casos isolados de pitiose. Os bovinos pertenciam a rebanhos distintos,

nos quais diversos animais apresentaram quadro clinico idéntico.

Tabela 1 — Dados de anamnese, formas clinicas da doenca, localizacdo das lesdes e conclusao
dos casos de pitiose equina, canina e bovina.

Espécie  Animal Raca Sexo Idade Forma clinica  Localizacao Desfecho
Equina 1 nit n.i. n.i. Cuténea/SC  n.i. n.i.
2 SRDP Fe 7 anos Cutanea/SC  Abddmen n.i.
3 PSI F 12 anos Cutanea/SC  Abddmen n.i.
4* SRD M 2 anos Cutanea/SC  Labio Eutanasia
5 SRD F 9 anos Cutanea / SC Mandibula n.i.
6 n.i. M Adulto Cutanea / SC Labio* e LSM® Eutanasia
* n.i. n.i. n.i. Cutanea/ SC n.i. n.i.
8 Crioula F 15 anos Cutanea/SC  Abddmen T
9 Crioula F 17 anos Cutanea / SC MPE' Eutanasia
10 Crioula F 7 anos Cutanea/ SC Labio +
Canina 1! Labrador M 3 anos TGI® LNM" Morte
2! SRD M 1,5 anos TGI Estdmago* e ¥
LNM
3Lz SRD F 3 anos TGI/Cutanea Célon*/Labio  Eutanasia
4t SRD M 1 ano TGI Estdmago e ID*  Eutanasia
5t Shar-pei F 2 anos TGI Mesentério* e Morte
LNM
6 n.i. M 1,5 anos TGl IG Morte
73 Labrador F 1,5 anos TGI /Cutanea IG/ Torax Morte
8 Pastor M 5 anos Cutéanea Preptcio®, Pénis  n.i.
Aleméo e Escroto
9 Boxer M 2 anos Cutanea Multifocal Morte
Bovina 14 SRD n.i. Meses-3 Cutanea Multifocal Cura
anos espontanea
28 SRD M 2 anos Cutanea Multifocal Cura
espontanea

“n.i.; ndo informado; "SRD: sem raca definida; °F: fémea; “M: macho; °LSM: linfonodos sub-mandibulares;
"MPE: membro posterior esquerdo; “TGI: trato gastrointestinal; "LNM: linfonodos mesentéricos; "mesentério
perinodal; 'ID: intestino delgado; 'IG: intestino grosso; *: foi isolado P. insidiosum da amostra submetida para
cultura microbioldgica;: o animal foi submetido a necropsia, mas ndo consta informagéo sobre o tipo de morte
(espontanea ou eutanésia); *: tecido examinado neste estudo; ‘TROST et al. (2009); RECH et al. (2004);
*PEREIRA et al. (2010); “GABRIEL et al. (2008); ‘GRECCO et al. (2009).
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Nos cavalos, informacdes sobre a idade e 0 aspecto macroscopico das lesdes estavam
disponiveis em quase todos os protocolos. Em nenhum deles, no entanto, estava discriminado
0 ambiente onde o animal era mantido e se este tinha ou ndo acesso a dgua. O tempo de
evolucéo das lesdes variou de 1 a 12 meses. Dos 10 casos, metade correspondia a exames de
necropsia, onde os animais morreram ou foram submetidos a eutanasia por causa da gravidade
das lesbes. Este dado é bastante citado na literatura, uma vez que 0s animais geralmente
morrem em decorréncia da doenca (LEAL et al., 2001).

Todas as feridas eram Unicas e estavam confinadas aos tecidos cutaneo e subcutaneo.
Das cinco amostras oriundas de bidpsias, uma correspondia a um nédulo na mandibula
(Cavalo 5) e duas foram coletados a partir de tumoracdes na regidao abdominal (Cavalos 2 e
3). Nos protocolos de necropsias, estavam descritas feridas focalmente extensas na face,
envolvendo labio superior e parte das narinas, com até 16 x 10 x 6 cm de didmetro (Cavalos 4,
6 e 10) (Figura 1); na porcao distal do membro posterior, envolvendo a segunda falange, com
22 cm de extensdo (Figura 2); e na porcao caudo-ventral do abdémen, com 30 cm de diametro
(Cavalo 8) (Figura 3). Em geral, as ferida sdo unicas (LEAL et al., 2001; SALLIS et al.,
2003). As vezes sdo vistas duas ou mais lesdes, que podem ter inicio simultaneo, sendo uma
em geral localizada no membro (CHAFFIN, 1992).

Macroscopicamente, as lesdes consistiam de Ulceras amplas ou massas fibrosas
ulceradas, com superficies irregulares, brancas ou amarelas e cobertas de secrecdo serosa ou
serossanguinolenta. Ao corte eram firmes e brancacentas e continham numerosas fistulas
externas tortuosas, de bordos rugosos e enegrecidos. Os tratos eram preenchidos por massas
tubulares destacaveis, visiveis na superficie natural, que se desprendiam facilmente a pressdo
do tecido. Tais massas eram amarelas, compactas, firmes e levemente friaveis, tinham
ramificacOes grosseiras e mediam de 0,4 a 8 cm de comprimento, lembrando corais (kunkers)
(Figura 4). Em alguns casos, a ferida se estendia até o tecido subcutaneo ou tecido muscular
subjacente; em apenas um caso, havia aumento de volume generalizado da cabeca, sendo que
um dos linfonodos submandibulares estava preenchido por kunkers.

Os resultados da imuno-histoquimica para pitiose equina estdo ilustrados nas Figuras 5
e 6. A maioria das secOes histologicas de pele estavam extensamente ulceradas e recobertas
por filamentos de fibrina, neutréfilos e por agregados bacterianos basofilicos, interpretados
como contaminacdo bacteriana secundaria. A maior parte das amostras era composta
basicamente por tecido conjuntivo fibroso bem colagenizado, proliferado a partir da derme até

o0 tecido subcutdneo. Em meio a este tecido havia maltiplas areas, muitas vezes coalescentes,
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constituidas por tecido de granulacdo jovem, circundando areas tintorialmente eosinofilicas,
correspondentes aos kunkers vistos na macroscopia” (Figura 7).

Tais estruturas eram compostas por colecdes de eosinofilos densas e grosseiramente
circulares, bem delimitadas, com numerosos nudcleos celulares pouco definidos (muitas vezes
vistos apenas como fragmentos de cromatina) e trabéculas de colageno hialinas esparsas
(areas de colagendlise) em quantidades variadas (Figura 8). Uma variacdo no padrdo do
colageno associado aos kunkers ja foi descrita anteriormente (BRIDGES & EMMONS,
1961). Inflamacdo eosinofilica e colagendlise estdo frequentemente associadas, pois as
proteinas cationicas presentes nos granulos dos eosindfilos, essenciais na defesa do
hospedeiro, também podem causar acentuado dano tecidual e contribuir para a colagenolise,
as quais sdo comuns a muitas doencas cutaneas eosinofilicas (GINN et al., 2007).

Quanto a fibrose acentuada, sabe-se que eosindfilos estdo intimamente associados a
remodelacdo tecidual, cicatrizacdo e fibrose, através da estimulacdo da proliferacdo de
fibroblastos e producdo de colageno. Ainda, a célula participa de maneira importante na
angiogénese. Essas observactes sugerem que os eosindfilos abundantes nos kunkers poderiam
ser responsaveis pelo tecido de granulagdo exuberante, acompanhado de fibrose massiva em
alguns casos (MUNITZ & LEVI-SCHAFFER, 2004).

Uma variagdo da pitiose cutinea equina foi descrita no Pantanal brasileiro. As lesdes
subcutaneas caracterizavam-se por grandes massas teciduais recobertas por pele
hiperpigmentada, eventualmente com pelos, sem ulceragdes e presenca de sinus com pouca
secrecdo serossanguinolenta e fragmentos de kunkers. Histologicamente, as lesdes eram
semelhantes as descritas nos casos tipicos, exceto pela epiderme, que apresentava-se
hiperplasica. A presenga de kunkers com hifas viaveis no interior das lesfes sugere que o
sistema imunoldgico conseguiu apenas isolar a area infectada sem eliminar o agente
infeccioso; o acompanhamento da evolugdo natural foi prejudicado pelo uso da imunoterapia,
que induziu a cura em quatro animais. A ocorréncia desses casos pode estar relacionada a
diferencas individuais na susceptibilidade e resisténcia a doenca (LEAL et al., 2001).

Segundo a teoria classica que explica a formacdo dos kunkers, estruturas observadas
apenas nos cavalos, uma vez que 0s zoOsporos adentram o tecido, imediatamente o hospedeiro
aciona leucécitos. Os eosinofilos se aderem ao micélio formado na tentativa de fagocita-lo;
assim eles perdem os nucleos, fusionando o citoplasma uns com os outros, formando ao redor

da hifa um depdsito hialino semelhante a reacdo de Splendore-Hoeppli. Durante tal processo,

* Neste trabalho, o termo kunker sera utilizado para designar tanto a estrutura macroscopica (conceito classico,
que remete a forma de rocha), quanto o corresponde histolégico, a fim de facilitar a correlagdo entre ambos.
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outros eosinofilos se juntariam aos anteriores até formar massas necroticas de 5 a 20 cm de
diametro, os kunkers propriamente ditos (MENDOZA, 1987).

Através do sirius red (SR), ficou ébvia a participacao dos eosinofilos na formacdo dos
kunkers (Figura 9). Os granulos corados individualmente permitiram estabelecer que 0s
eosindfilos aportam pelos tecidos periféricos e confluem em direcdo as massas, liberando seus
granulos, por exocitose, ao redor de cada hifa (Figura 10). A exocitose, forma mais
caracteristica de desgranulacdo dos eosindfilos, é vista em enteropatias inflamatérias e
infeccBes invasivas, onde os granulos especificos se fundem com a membrana plasmética e
expulsam seu conteudo para o meio extracelular (HOGAN et al., 2008). Além disso, a
eficacia do corante sirius red na identificacdo dos eosindfilos no tecido prové um método
superior as técnicas convencionais, as quais provavelmente subestimam o grau de eosinofilia
tecidual. A técnica de SR produz uma coloragdo significativa dos granulos intracelulares, o
que torna mais confiavel a identificagdo morfoldgica dos mesmos (CARVALHO et al., 2003).

Os kunkers estavam, muitas vezes, circundados por neutréfilos, localizados em uma
fenda tecidual ampla, que os separava do tecido de granulacdo adjacente (Figura 11). Na
periferia dos mesmos havia imagens negativas de hifas. Em raros casos, viam-se focos
idénticos, porém bem menores, que sugeriam estagios iniciais de novos kunkers. Nestas
pequenas areas, que foram chamadas de “mini-kunkers”, via-se poucas hifas (2-3) ja
intensamente circundadas por eosindéfilos (Figura 12).

Em raros casos, em meio ao tecido de granulacdo, havia agregados discretos e
inconstantes de histiocitos. Infiltragdo massiva de eosindfilos era vista também nos tecidos
periféricos aos kunkers, muitas vezes associados a raros linfécitos e plasmacitos. Ndo foram
vistas células gigantes (CGs) multinucleadas. AlteracBes poucos frequentes incluiam
pequenos trombos arteriais, areas focais de edema e contaminacdo bacteriana da borda dos
kunkers préximos as superficies ulceradas.

Apesar das lesbes de pitiose cutanea equina serem comumente descritas como areas de
inflamacdo granulomatosa por diversos autores (MILLER & CAMPBELL, 1984;
MENDOZA & ALFARO, 1986; GINN et al., 2007), nos cavalos deste estudo ndo foram
vistos 0s componentes celulares caracteristicos deste tipo de inflamacéo (i.e. macrofagos
epitelioides e CGs), sendo a lesdo entdo classificada como dermatite e paniculite eosinofilicas
associadas a tecido de granulacdo. Trés doencas clinicas (pitiose, basidiobolomicose e
conidiobolomicose) séo coletivamente conhecidas como ficomicose (BROWN & ROBERTS,
1988), fato que poderia explicar o uso do termo “granulomatoso”, que € descrito nas outras

micoses (zigomicoses), para descrever também a lesdo causada pelo P. insidiosum.
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A técnica de GMS demonstrou estruturas tubuliformes (hifas, predominantemente
confinadas a periferia dos kunkers (Figura 13). Elas eram vistas também, em menor numero,
dispersas pelo centro do kunker. As hifas eram robustas, bem delimitadas e salientes,
esparsamente septadas, com paredes lisas, quase paralelas, dilatagdes discretas e inconstantes
e escasso material protoplasmatico (morfologia compativel com hifas integras) (Figura 14).
Algumas eram notavelmente longas e outras eram vistas como pequenos orificios circulares
de limites nitidos, os quais correspondiam a cortes transversais. Os cavalos tinham quantidade
moderada (8/10) ou acentuada (2/10) de hifas. As hifas eram consistentemente PAS-
negativas, tanto na periferia quanto no centro dos kunkers (Figura 15). A técnica do PAS,
amplamente utilizada na identificacdo de fungos, geralmente ndo cora as hifas de P.
insidiosum (GROOTERS, 2003) e essa falha na coloracdo provavelmente ocorre porque,
diferentemente dos fungos, a parede celular dos oomicetos ndo contém quitina
(ALEXOPOULOS et al., 1996), substancia que é demonstrada pela técnica do PAS
(CULLING et al., 1985).

As areas de maior destague na técnica de SR eram o0s kunkers, que coravam em
vermelho brilhante. Apesar de compactos, eles tinham &reas aleatOrias coradas mais
intensamente, principalmente na periferia, que correspondiam a agregados de eosindéfilos
integros ou desgranulados circundando hifas (Figura 16). Essa correlacdo era 6bvia quando se
observavam comparativamente os campos no GMS e no SR e, especialmente, na técnica de
Grocott-Sirius red (GMS-SR) (Figuras 17 e 18). Também ficou mais bem evidenciada a
infiltracdo dos tecidos periféricos por eosinofilos e a distingdo entre neutrofilos e eosinéfilos
na faixa que circundava os kunkers, o que era apenas suposto no HE (Figura 19). Ao redor de
varias hifas, havia um halo granular estreito e fortemente eosinofilico, interpretado como
reacdo semelhante ao fenémeno de Splendore-Hoeppli. (designada reagdo SH-simile). Através
da observacdo em imersdo (1.000x), foi possivel identificar claramente que o material SH-
simile consistia de maltiplos granulos SR-positivos que se aglutinavam sobre as hifas (Figura
20).

Os mastocitos, identificados pela técnica de AT, foram raramente vistos no interior
dos kunkers (de 0 a 8 por campo de grande aumento; CGA) e variavam em quantidade no
tecido de granulacdo que circundava os kunkers (em média, 20 a 25/CGA, podendo chegar a
50/CGA). Os mastocitos tinham quantidades moderadas de granulos no citoplasma.
Mastécitos e eosindfilos participam de um ciclo auto-perpetuante complexo. Os eosinéfilos
produzem mediadores responsaveis pela diferenciacdo, ativacéo, proliferacao e sobrevivéncia

dos mastécitos (MUNITZ et al.,, 2004). Em resposta, os mastécitos ativados liberam
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mediadores que favorecem o recrutamento e ativacdo dos eosinofilos, como IL-5 e fator
estimulador de col6nia granulocitica-monocitica (BACHELET et al., 2006; ROTHENBERG
& HOGAN, 2006). A correlacdo positiva entre 0 nimero de eosindfilos e macréfagos tem
sido demonstrada em estudos sobre parasitas no trato gastrointestinal (TGI) (COLLOBERT-
LAUGIER et al, 2002). Estas observacdes poderiam explicar o alto nimero de mastocitos em
meio a inflamacdo e, consequentemente, o aporte constante de eosinéfilos ao redor dos
kunkers.

Das trés espécies estudadas, a canina foi a Gnica que apresentou mais de uma forma
clinica da doenca. Os cées apresentavam exclusivamente as formas gastrointestinal ou cutanea
em cinco e dois casos, respectivamente, e as duas formas simultaneas nos dois casos restantes
(forma mista). Ja haviam sido confirmados e publicados trés casos gastrointestinais ou mistos
(vide Tabela 1). Cinco cdes morreram e dois foram submetidos & eutandsia; um céo foi
submetido a necropsia sem a informacao sobre o tipo de morte; ndo se sabe o desfecho do
caso restante. As lesdes eram Unicas e focalmente extensas a excecdo do Cao 9, que tinha
lesBes cutaneas no peito, térax e um dos membros anteriores.

Nas lesdes que envolviam o TGI, a duragdo dos sinais clinicos variou de dois dias a
trés meses. Os principais sinais clinicos relatados foram emagrecimento progressivo, dor
abdominal, inapeténcia, diarreia, vomito, fezes sanguinolentas e presenca de massa abdominal
palpavel.

As lesbes do TGI geralmente consistiam de espessamento segmentar transmural
marcado da parede das visceras e da gordura mesentérica adjacente, aderéncia do mesentério
a serosa visceral e avermelhamento marcado da mucosa (Figura 21), que, em alguns casos
apresentava Ulceras multifocais (Figura 22) e achatamento focal das vilosidades. Em trés
casos havia envolvimento dos linfonodos mesentéricos, que ora formavam uma massa
volumosa que ocupava boa parte da cavidade abdominal, com até 8 cm de diametro, ora
estavam individualmente aumentados de volume (Figura 23). Ao corte, as alteracdes do TGl
consistiam de areas difusamente vermelho-escuras, com multiplos nédulos amarelos ou
esverdeados infiltrados na mucosa e submucosa (algumas vezes interpretados como areas de
necrose), e quantidades variadas de fibrose (Figura 24). Os linfonodos tinham areas
amareladas irregulares no parénguima. A cavidade abdominal estava preenchida por sangue
no C&o 1 e por aproximadamente dois litros de liquido viscoso, marrom-escuro, turvo e fétido

no Céo 5.
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Nos casos cutaneos e mistos, as lesdes de pele tinham evolucdo de aproximadamente
seis meses. Foram tentados diversos tratamentos sem que as mesmas curassem. Todos 0S
animais eram provenientes de area rural, onde tinham acesso a agua.

As lesdes de pele acometiam locais distintos em cada cdo, e se apresentavam nas
formas de Ulcera extensa na jun¢do mucocutanea do labio superior e na face lateral do torax,
multiplas Ulceras e aumento de volume envolvendo prepucio (Figura 25) e saco escrotal e
nodulos pequenos e irregulares, que drenavam pus, distribuidos pelo peito, térax e membro
anterior (Figura 26). Ao corte, viam-se &reas de hemorragia e necrose ou nddulos amarelos
pequenos e irregulares. A massa que envolvia o preplcio era firme e brancacenta. Na
extremidade do pénis havia uma area focalmente extensa vermelha e irregular na mucosa.

Os resultados da IHQ para as lesdes da pitiose canina estéo ilustrados nas Figuras 27 e
28. Nos cées, dois padrdes principais de inflamagéo foram vistos, isolados ou combinados,
independentemente do tecido analisado. O padrdo granulomatoso consistia de macrofagos
epitelidides e CGs do tipo Langhans combinadas em diferentes propor¢ées, formando focos
em geral conspicuos, circundados ou ndo por finas trabéculas de tecido conjuntivo (Figuras 29
e 30). Raramente, viam-se granulomas com centros de necrose caseosa e parede infiltrada por
linfocitos e plasmocitos (Figura 31). O segundo padrdo, denominado necro-eosinofilico, era
caracterizado por areas eosinofilicas amorfas facilmente identificaveis no campo de menor
aumento. Tais areas consistiam de focos de necrose, contendo detritos celulares, focos de
colagendlise; quantidades variadas de eosinofilos e numerosas imagens negativas de hifas
(Figuras 32 a 34); algumas lembravam (histologicamente) as formas inicias dos kunkers
descritas nos cavalos. Uma resposta histiocitica multifocal leve, caracterizada por histiocitos
com citoplasma vacuolizado, era ocasionalmente observada adjacente as areas de inflamacéo
necro-eosinofilica. Os focos combinados das duas Ultimas respostas eram considerados
piogranulomas. Padrdes muito semelhantes de inflamacdo foram descritos num estudo de 60
casos de pitiose gastrointestinal canina (MILLER, 1985). Entretanto, em muitos relatos de
pitiose em cdes, a inflamacdo é designada somente como granulomatosa e/ou
piogranulomatosa (FISHER et al., 1994; HELMAN & OLIVER, 1999; HENSEL et al., 2003).
Neste estudo, hifas fracamente basofilicas foram raramente observadas. Esse fato ja foi
descrito anteriormente (DYKSTRA et al., 1999) embora, em geral, as hifas de P. insidiosum
dificilmente sejam vistas pelo HE (THOMAS & LEWIS, 1998).

Nos casos acometendo o TGlI, as alteracdes histoldgicas afetavam de uma a todas as
camadas da parede, concentrando-se principalmente na submucosa e muscular. Na forma

cuténea, as lesdes se estendiam da epiderme, muitas vezes ulcerada, até o paniculo adiposo.
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Em 4/9, houve predominio do padréo granulomatoso sobre o necro-eosinofilico (dois casos no
TGI, um cutaneo e o Unico nodal). Em trés caes, observou-se relacdo inversa, (dois no TGl e
um cutaneo). No Céo 7, houve predominio da resposta granulomatosa no TGI e da necro-
eosinofilica na pele. No Céo 5, foi visto apenas o padrdo granulomatoso, no TGI. Achados
poucos frequentes incluiam necrose fibrinoide da parede das artérias, particularmente
exuberante no linfonodo do Céo 1, angioinvasividade e pequenos trombos arteriais.

A morfologia das hifas no GMS variava de acordo com o tipo de resposta inflamatéria
de maneira bastante constante. Nas &reas necro-eosinofilicas, elas eram mais numerosas e
impregnaram fortemente pela prata. Estavam morfologicamente integras, por vezes longas,
com paredes lisas e quase paralelas e diametros regulares (Figura 35). As hifas observadas no
centro dos granulomas ou no citoplasma de CGs, por outro lado, eram menos numerosas,
mostravam-se degeneradas (como fragmentos pequenos, irregulares e tortuosos) e, muitas
vezes, menos argirofilicas (Figura 36). No Céo 5, onde sé havia o padrdo granulomatoso,
raras hifas era visiveis (Figura 37). Hifas ndo foram vistas fora das areas de inflamacdo,
apenas confinadas aos granulomas e CGs (Figura 38). A distribuicdo numeral irregular entre
as diferentes areas ja havia sido relatada em cées (MILLER, 1985) e onga-pintada (CAMUS
et al., 2004).

A técnica de SR evidenciou quantidade moderada de eosinofilos nas areas necro-
eosinofilicas. Nos casos em que predominava a inflamagdo granulomatosa, havia eosinofilos
integros distribuidos aleatoriamente entre os granulomas e, principalmente, nas areas de
fibrose. Vale ressaltar que nas areas de necrose, onde ha grande quantidade de detritos
celulares e os eosindfilos estdo em sua maioria desintegrados, 0 que se vé sdo areas de
coloracdo vermelha homogénea e muito ténue, j& sem delimitagdo dos grénulos (Figura 39).
No entanto, tal como nos cavalos, algumas hifas eram circundadas por granulos fortemente
SR-positivos, muitas vezes formando o halo vermelho da reacdo SH-simile (Figura 40).

Pelo GMS-SR (Figuras 41 e 42), a reacdo entre a presenca de eosinofilos e a
morfologia (integridade) das hifas pode ser bem caracterizada. Pela técnica de AT, observou-
se que, em ambas as formas clinicas, a quantidade de mastdcitos intra ou peri-lesionais variou
de ausente a muito leve (1 a 5/CGA).

Os bovinos pertenciam a rebanhos distintos, nos quais diversos animais apresentaram
quadro clinico idéntico e cura espontanea da doenga. No primeiro surto, descrito por Gabriel
et al. (2008), 76 bovinos que pastoreavam num campo com canais de irrigacdo foram
afetados; os animais apresentaram resolucdo espontanea das lesdes em duas a trés semanas.

Os 16 bovinos acometidos no segundo surto (GRECCO et al., 2009) permaneciam numa area
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alagada da propriedade. Os ultimos casos surgiram até 90 dias depois do primeiro e a
resolucdo e cicatrizacdo das lesdes aconteciam em intervalos de poucas semanas a dois meses.

As lesBes macroscopicas tiveram pouca variacdo entre individuos e entre surtos. Eram
multiplas e aleatorias e geralmente acometiam um ou mais membros (Figura 43). Com menor
frequéncia eram vistas na regido ventral do pescoco e esterno e, eventualmente, na cauda; um
dos bovinos do segundo surto apresentava lesdo dorsal ao chanfro nasal, nas proximidades da
narina direita (Figura 44).

A apresentacdo inicial variou de elevagdes nodulares ulceradas de tamanhos diversos a
pequenas areas alopécicas e deprimidas ou planas com edema adjacente e aspecto
hemorragico. Com o passar do tempo, em ambos os casos as lesbes evoluiam para Ulceras
profundas hemorragicas ou recobertas por crostas, podendo chegar a 15 cm de didmetro nos
casos mais graves. Alguns focos drenavam exsudato purulento. Ao corte, o tecido da bidpsia
era esbranquicado, firme e com areas puntiformes acinzentadas na regido profunda da derme.
Em todos os bovinos afetados as lesdes regrediram espontaneamente em periodos variaveis de
poucas semanas a dois meses, sem a necessidade de tratamento. A etiologia foi confirmada
por IHQ (Figuras 45 e 46).

Alteracdes histologicas idénticas foram observadas nos dois bovinos. A caracteristica
mais marcante foi a presenca de granulomas multifocais ou coalescentes perfeitamente
delimitados em meio ao colageno dérmico levemente proliferado. Foram vistas duas variantes
dos granulomas. A primeira consistia de um centro de macréfagos epitelidides e/ou CGs de
Langhans circundado por uma zona estreita de macréfagos com citoplasma muitas vezes
vacuolizado e, perifericamente, uma cépsula delicada de tecido conjuntivo (Figura 47). A
segunda variante continha quantidades variadas de leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs) no
centro, que aparentavam um misto de eosinofilos e neutréfilos (piogranulomas) (Figura 48).
Os macrdfagos epitelidides e CGs apareciam em propor¢des variaveis, podendo estar presente
apenas um tipo de célula macrofagica. No interior de ambos os tipos de granulomas, dentro
das CGs ou em meio aos PMNSs, eram visiveis raras imagens negativas de hifas.

Circundando algumas das poucas hifas presentes nos piogranulomas havia reacdo SH-
simile, formando um halo eosinofilico espesso e franjado. A apresentacao classica da reacdo
de SH, gue consistia de uma bordadura fracamente eosinofilica e de contornos irregulares foi
vista raramente, circundando hifas no interior dos granulomas. Interessantemente, a reacdo
SH-simile era circundada por eosinofilos, enquanto que a reacdo SH classica estava
intimamente relacionada (através de fagocitose) a macrdfagos e células gigantes (Figuras 49 e

50). Na pitiose bovina, reacdo eosinofilica proeminente ao redor das hifas foi interpretada
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como SH em um relato (PEREZ et al., 2005) e em outro estudo foi descrito um material
granular refringente com formato de clava circundando as hifas (MILLER, 1985).

Atraves do GMS, assim como visto nos cées, as hifas dos bovinos, todas confinadas
aos granulomas, demonstravam genericamente um aspecto morfoldgico desintegrado, exceto
aquelas envoltas pelas reacdes SH e SH-simile, as quais eram morfologicamente integras
(Figuras 51 e 52). Apresentacdes histologicas descritas na pitiose bovina incluem
piogranulomas com centro repleto de neutréfilos e eosinéfilos (SANTURIO et al., 1998),
granulomas com centros caseosos (MILLER, 1985) e &reas multifocais de necrose com
eosinofilos, neutrofilos, plasmacitos, macrofagos e CGs (PEREZ et al., 2005). Hifas foram
vistas dentro das CGs, de foliculos pilosos e de areas de necrose (MILLER, 1985;
SANTURIO et al., 1998; PEREZ et al., 2005).

Pelo SR, definiu-se que o centro dos piogranulomas era preenchido quase
exclusivamente por eosinofilos (Figura 53); raros neutrofilos estavam presentes. Através da
observacdo em imersdo, foi possivel identificar com clareza que o material SH-simile
consistia de multiplas esférulas SR-positivas aglutinadas sobre as hifas (Figura 54). Notou-se
também que imediatamente ao redor da hifa franjada havia varios eosinofilos desgranulados e
alguns poucos integros. A reacdo SH classica ndo corou pelo SR. Alguns eosinofilos também
eram vistos na parede e ao redor dos piogranulomas, porém em menor quantidade.

No AT, pouquissimos mastdcitos (2 — 3/CGA) eram vistos principalmente ao redor
dos vasos proximos aos granulomas. O citoplasma continha poucos granulos metacromaticos
dispersos.

A avaliacdo comparada dos campos foi fundamental para se estabelecer uma
correlacdo fidedigna entre o aspecto morfoldgico da lesdo, a localizagdo e grau de integridade
estrutural do agente causador da lesdo (hifas do P. insidiosum), e a resposta celular/tissular
envolvida no processo.

Com base em alguns aspectos histomorfolégicos comparados foram feitas
consideracBes sobre a patogénese da pitiose inter-espécies. Destacam-se 0s aspectos
relacionados a: 1) quantidade, distribuicdo na lesdo e viabilidade das hifas (inferida a partir da
morfologia das mesmas), associadas ao tipo de resposta inflamatoria; 2) reacdo de Splendore-
Hoeppli; e 3) angioinvasividade pelo agente.

Quanto ao primeiro aspecto, os cavalos tiveram a maior quantidade de hifas, seguidos
pelos cédes e bovinos, em ordem decrescente. Nos cavalos, as hifas em geral estavam
confinadas aos kunkers e apresentavam-se integras (Figura 55). Nos caes, as caracteristicas de

integridade, bem como o numero das hifas, variaram conforme o tipo de resposta
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inflamatdria, estando as hifas integras e mais numerosas no centro das areas de inflamacéo
necro-eosinofilica e hifas, na grande maioria das vezes, escassas e degeneradas no centro dos
granulomas ou no citoplasma de CGs (Figura 56). Nos bovinos, as hifas eram escassas,
estavam confinadas aos granulomas/piogranulomas e apresentaram geralmente um aspecto
degenerado; algumas estavam recobertas por granulos de eosinéfilos (Figura 57).
Basicamente, as hifas que foram consideradas integras pelo GMS, estavam envoltas por
eosinofilos e/ou granulos de eosinéfilos (kunkers nos cavalos, areas necro-eosinofilicas nos
cdes e centro dos piogranulomas nos bovinos) quando observadas no HE e no SR (reagdo SH-
simile). Deste modo, observou-se que a resposta granulomatosa foi a mais eficaz no combate
as hifas, o que talvez justifique, pelo menos em parte, o curso clinico auto-limitante observado
nos bovinos de trés relatos (SANTURIO et al., 1998; GABRIEL et al., 2009; GRECCO et al.,
2009).

A resposta eosinofilica no cavalo, no qual a doenca geralmente é progressiva e fatal,
tem sido atribuida como ineficaz no combate e eliminacdo do oomiceto (MENDOZA et al.,
2003). Vale lembrar que os kunkers sdo utilizados como material para cultura do agente
devido a grande viabilidade das hifas intralesionais (MENDOZA, 1987). Considera-se que a
constante liberacdo de exo-antigenos pelas hifas de P. insidiosum trava a resposta imune num
modo dirigido pelos linfocitos do subgrupo T auxiliar-2 (T helper 2; Th2), atraindo cada vez
mais eosinofilos. Estes desgranulam sobre as hifas (formando os kunkers), isolando-as da
acdo de células inflamatérias mononucleares mais efetivas no seu combate, as quais
participam da resposta granulomatosa vista nos bovinos (MENDOZA et al., 2003;
MENDOZA & NEWTON, 2005). A resposta macrofagica é caracteristicamente guiada pelos
linfocitos do subgrupo T auxiliar-1 (T helper 1; Thl) (ABBAS, 2005). O eosinofilo pode
regular a polarizagdo da célula T através da sintese de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
uma enzima envolvida no metabolismo do triptofano, convertendo-o a cinurenina. A
cinurenina, por sua vez promove o desequilibrio entre as respostas Thl e Th2 através da
promocao da apoptose das células Th1 (ODEMUYIWA et al., 2004).

De um modo geral, as observacGes deste estudo vém ao encontro da hipdtese
formulada sobre o mecanismo de acdo da imunoterapia em cavalos, onde a exposicdo de
antigenos citoplasmaticos de P. insidiosum (presentes no indculo) ao sistema imune mudaria a
resposta do hospedeiro do modo Th2 para o Thl, e, consequentemente, de eosinofilica e
deletéria para granulomatosa e eficaz, levando muitas vezes a cura dos cavalos tratados
(MENDOZA et al., 1996; MENDOZA et al., 2003; MENDOZA & NEWTON, 2005). A

imunidade mediada por células (cell-mediated immunity, CMI) é considerada como o
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principal mecanismo da imunidade adquirida contra fungos. Em infec¢bes por Histoplasma
capsulatum, Cryptococcus neoformans e Candida sp., a resposta mediada por Thl é
considerada protetora e a resposta mediada por Th2 é prejudicial ao hospedeiro (ABBAS et
al., 2000).

A predominancia de citocinas tipo Thl sobre Th2 esta correlacionada com a protecdo
contra diversas micoses (ROILIDES et al., 1999; SHOHAM & LEVITZ, 2005). Na
candidiase, a diferenciacdo das células T CD4+ em células Thl ou Th2 e o desenvolvimento
de respostas Th-especificas sdo fatores essenciais na determinagdo da susceptibilidade ou
resisténcia do hospedeiro as infecgdes invasivas. O desenvolvimento de resposta Thl é
influenciado pela acdo conjunta de citocinas tais como interferon (INF)-c, interleucina (IL)-6,
fator de necrose tumoral (TNF)-a, e IL-12, combinadas a auséncia de citocinas Th2, como IL-
4 e IL-10, as quais inibem a resposta Thl. Por isso, a progressdo da doenca esta associada a
predominancia da resposta Th2 (ROMANI, 2002).

Alguns autores postulam que, embora o paradigma Th1/Th2 seja util para explicar a
propensdo da resposta imune a formar respostas dominantes mediadas ou por células ou por
anticorpos, 0 mesmo é uma “supersimplificacdo” de uma rede imunoregulatéria muito mais
complexa. Eles afirmam, entre muitos aspectos, que as respostas Thl e Th2, por si, ndo
tipificam a resposta imune a inimeros patdgenos e gque as respostas tipo 1 ou tipo 2 podem ser
vistas nas doencas causadas tanto por patégenos que residem no interior de macrofagos e
induzem IL-12 e subsequente producdo de INF-y (tipo 1), quanto naquelas causadas por
alérgenos potentes que induzem IL-4 e IL-5 (tipo 2). Afirmam também que as principais
citocinas regulatorias, IL-4, IL10 e IL-12, ndo exercem necessariamente efeitos negativos (IL-
4 e 1L10) ou positivos (IL-12) sobre as células Thl; e por fim, afirmam que a resposta T-
celular a dados patdgenos ou antigenos € heterogénea e que pode ndo ocorrer uma
predominancia entre as respostas Thl e Th2 (BROWN et al., 1998). Essa abordagem sobre o
modelo Th1/Th2, associada aos mecanismos da resposta aos fungos discutida mais adiante,
poderia explicar a resposta inflamatdria ao P. insidiosum vista nos cdes deste estudo. Viu-se
que, embora um deles tivesse apenas resposta granulomatosa (tipo 1) associada ao agente, 0s
demais apresentaram, em geral uma resposta ambigua formada tanto por componentes da
resposta tipo 1 (resposta granulomatosa) quanto por componentes da resposta tipo 2 (resposta
necro-eosinofilica).

O modo como um tipo de resposta se sobrepde e domina a outra in vivo é
extremamente complexo e determinado por diversos fatores, que incluem (i) o tipo de célula

apresentadora de antigeno (antigen presenting cell, APC) (célula dendritica versus macréfago
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versus linfocito B); (ii) a citocina envolvida no momento da apresentacdo do antigeno, a qual
pode ser influenciada pela natureza do patégeno ou do antigeno; (iii) a regulacédo das células T
diferenciadas por citocinas; (iv) a dose e afinidade do antigeno pelo receptor da célula T, (v) o
momento e o nivel de sinais co-estimulatérios expressados tanto da APC para a célula T
quanto da célula T para a APC durante as respostas primaria e secundaria, 0 que também
depende da regulacdo por citocinas; e (vi) a cessacdo das respostas T e B especificas através
da morte celular induzida por ativacdo (BROWN et al., 1998). Esse conjunto de fatores
provavelmente norteia os diferentes tipos de resposta inflamatdria observados entre e mesmo
dentro das espécies analisadas neste estudo.

Em todas as espécies, porém com frequéncia e intensidade variaveis, as hifas estavam
circundadas por um halo granular estreito e fortemente eosinofilico, constituido de granulos
SR-positivos que se aglutinavam ao redor delas. Esta observacgdo corrobora de forma clara
com alguns autores (MENDOZA & ALFARO, 1986) na observacdo da participacdo dos
granulos de eosinofilos no que tem sido descrito como reacdo SH-simile.

O fendbmeno SH é associado a causas infeciosas e ndo-infecciosas (READ et al.,
2005). Para alguns autores, trata-se de depdsitos de complexos antigeno-anticorpo (SMITH &
VON LICHTENBERG, 1967) e para outros, de acimulos de proteina béasica principal (major
basic protein; MBP) do eosinéfilo (HAMANN et al., 1989). Num estudo que comparou duas
lesGes conjuntivais que cursavam com a reagdo SH em humanos, os resultados foram bastante
interessantes. Na primeira lesdo, na qual a reacdo de SH estava associada a grande nimero de
células, a imunomarcagéo foi compativel com imunoglobulinas; a segunda reacéo, circundada
por eosinofilos desgranulados e inflamacdo granulomatosa, foi fortemente positiva para MBP.
Os autores, que atribuiram as lesdes a helmintiase, formularam uma hipétese baseada no
tempo de evolucdo dos granulomas no momento da bidpsia: durante os estagios iniciais da
infeccdo pelo parasita, ocorreria deposicdo de anticorpos, com formacdo de um complexo
imune e fixacdo do complemento. Com o tempo, eosinofilos seriam atraidos e desgranulariam
ao redor do agente, tornando-se incorporados ao material. Desse modo, 0s aspectos
histolégico e imuno-histoquimico seriam diferentes de acordo com a evolucdo da leséo
(READ et al., 2005). Essa hipotese justificaria os dois padrdes morfologicos de reagdo SH
observados nos bovinos deste estudo. Interessantemente, neste trabalho o padrdo de
imunocomplexos provavel foi visto apenas nos bovinos, o que poderia indicar uma variagdo
na abordagem dos eosinofilos frente as hifas cobertas por imunoglobulinas.

Um dos muitos aspectos intrigantes da pitiose é a variacdo na frequéncia de invasédo

vascular (ou angioinvasividade) de acordo com as diferentes espécies. Sabe-se que essa
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caracteristica € particularmente marcante na pitiose humana, que cursa com vasculite e
trombose acentuadas, muitas vezes culminando em gangrena e consequente amputacdo de
membros ou remocdo cirdrgica radical das areas afetadas (WANACHIWANAWIN et al.,
2004; KRAJAEJUN et al, 2006). Neste trabalho, angioinvasividade discreta foi vista
raramente em alguns cdes. Por outro lado, foi notavel nos cavalos a presenca constante de
uma artéria degenerada, de pequeno ou médio calibre no centro dos kunkers (Figura 58), fato
ja relatado anteriormente (MILLER & CAMPBELL, 1984; GOAD, 1984).

Tal observacdo poderia sugerir uma participagdo da invaséo da parede vascular na
génese e disseminacado local das hifas na forma cutanea. Uma vez que os kunkers neste estudo
estdo frequentemente associados a uma artéria degenerada e que multiplos kunkers séo vistos
na mesma lesdo, sem que haja hifas no tecido em meio a eles, suspeita-se que as hifas utilizem
0s vasos como meios de disseminagdo a curta distancia, migrando localmente sem produzir
metastases em outros 6rgéos, pelo menos na maioria das vezes. A auséncia de hifas na parede
das artérias degeneradas no interior dos kunkers poderia estar associada ao tempo de evolucéo
das lesbes, considerando-se que as hifas geralmente distribuiam-se centrifugamente para a
periferia dos mesmos. Invasdo acentuada da parede vascular descrita num gato com pitiose no
TGI ndo resultou em disseminacgéo da les@o para outras partes do organismo (RAKICH et al.,
2005), fato que talvez justificasse a hipoOtese acima. As hifas invadiriam a parede da artéria
através degradacdo do tecido por enzimas (RAVISHANKAR et al., 2001).

Em humanos, sugere-se que ocorra invasao direta das artérias tdo logo tenha ocorrido
penetracdo cutanea, e que o tamanho do inoculo possa estar relacionado ao grau de invasao
arterial. No caso de lesdes multiplas, inoculacBes simultaneas poderiam estar envolvidas
(KRAJAEJUN et al, 2006).

Enquanto a pitiose & descrita em animais imunocompetentes (MILLER, 1985;
GROOTERS, 2003, GROOTERS et al., 2003) do mundo todo (MENDOZA et al., 1996), a
pitiose humana ocorre quase que exclusivamente na Tailandia, associada a doencas
hematoldgicas em até 99% dos casos (KRAJAEJUN et al., 2006). Pensa-se que estes casos
sejam atribuidos a deficiéncia na resposta macrofagica secundaria a talassemia
(WANACHIWANAWIN et al., 2004).

Os oomicetos desenvolveram a habilidade de infectar plantas e animais independentes
de outros micrébios e é provavel que tenham desenvolvido mecanismos impares de
patogenicidade. Com as mdltiplas ferramentas moleculares e sequenciamento genético, tem se
conseguido um progresso significativo no entendimento das bases moleculares de infeccao

por esses agentes (KAMOUN, 2003). Pesquisas moleculares recentes, por exemplo,
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demonstraram que a resposta imune dos animais parece ter diversas formas de responder ao
ataque dos oomicetos. Estes agentes podem ser capazes de manipular e evitar as defesas e/ou
respostas imunes do hospedeiro, como evitar a fagocitose por macrofagos, suprimir a
expressdo de genes MHC classe |1, suprimir a formacdo de espécies reativas de nitrogénio e
desencadear uma resposta mediada por Th2 (PHILLIPS et al., 2007). No caso do P.
insidosum, acredita-se que a inducdo da resposta eosinofilica, com formacdo de SH-simile,
possa ser um mecanismo de evasdo da resposta imune, desenvolvido pelo patégeno como
parte de seu processo evolutivo (MENDOZA et al., 2003).
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Figura 1 — Pitiose equina, pele e tecido subcutaneo, labio superior. Massa vegetante firme,
ulcerada com 16 x 10 cm, que envolve o labio superior e as narinas e se estende até o tecido
subcutdneo. A superficie € brancacenta e apresenta inUmeras cavitagdes repletas de
concrecdes amarelas (kunkers).

Figura 2 — Pitiose equina, pele e tecido subcutaneo, extremidade do membro posterior
esquerdo. Lesdo proliferativa e ulcerativa com 22 cm de didmetro, drenando liquido

serossanguinolento.
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Figura 3 — Pitiose equina, pele, porcédo retro umbilical do abdémen. Ferida extensa e ulcerada
de aproximadamente 30 cm de didmetro. Abundante tecido de granulagéo.

Figura 4 — Pitiose equina, kunker. Estrutura facilmente removida de uma fistula da Figura 3.
Massa amarela, compacta, firme e levemente friavel, com ramificacBes ramificacdes
grosseiras. Esta e demais massas mediam de 0,4 a 8 cm de comprimento.
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Figura 5 — Pitiose equina, pele. Imunomarcacdo positiva de hifas de Pythium insidiosum na
periferia do kunker. Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-peroxidase.

Figura 6 — Pitiose equina, pele. Hifas positivas de Pythium insidiosum na periferia do kunker.
Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina.



44




45

Figura 7 — Pitiose equina, pele. Proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso bem colagenizado
que se estende a partir da derme. Em meio ao tecido, ha areas tintorialmente eosinofilicas
coalescentes (kunkers). Ulcera focalmente extensa substituindo a epiderme. Hematoxilina e

eosina.

Figura 8 — Pitiose equina, pele. Kunker. Colecdo de eosintfilos densa e grosseiramente
circular, bem delimitada, com numerosos nucleos celulares pouco definidos e trabéculas de
colageno hialinas esparsas (areas de colagenolise). Hematoxilina e eosina.



46



47

Figura 9 — Pitiose equina, pele. Kunker formado basicamente por eosinéfilos SR-positivos.
Notar artéria de médio calibre ao centro e faixa de neutrofilos SR-negativos ao redor do
kunker. Sirius red.

Figura 10 — Pitiose equina, pele. Grande quantidade de eosindfilos confluindo em direcdo aos
kunkers ou desgranulando sobre as hifas de Pythium insidiosum. Sirius red.
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Figura 11 — Pitiose equina, pele. Kunker circundado por neutréfilos e separado do tecido de
granulacdo periférico por uma fenda ampla. Hematoxilina e eosina.

Figura 12 — Pitiose equina, pele. Mini-kunker, um kunker nos estagios iniciais de formacao.
Os eosindfilos desgranulam sobre as hifas, que nessa imagem aparecem como imagens
negativas. Hematoxilina e eosina.
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Figura 13 — Pitiose equina, pele. Kunker. Hifas distribuidas quase que exclusivamente na
periferia. Raras sdo vistas no interior do kunker. Técnica de Grocott.

Figura 14 — Pitiose equina, pele. Vista aproximada da periferia de um kunker. As hifas
robustas, bem delimitadas e salientes, esparsamente septadas, com paredes lisas, quase
paralelas, dilatagdes discretas e inconstantes e escasso material protoplasmatico (morfologia
compativel com hifas integras). Técnica de Grocott.






53

Figura 15 — Pitiose equina, pele. As hifas sdo PAS-negativas, tanto na periferia quanto no
centro dos kunkers. Acido periodico de Schiff.

Figura 16 — Pitiose equina, pele. Kunker. Apesar de compactos, h& neles areas aleatorias
coradas mais intensamente, principalmente na periferia, que correspondem a agregados de
eosindfilos integros ou desgranulados circundando hifas. Sirius red.
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Figura 17 — Pitiose equina, pele. Borda do kunker em contato com o tecido de granulacédo
periférico. Correlacdo entre os eosindfilos e as hifas integras de Pythium insidiosum. Notar a
presenca dos eosindfilos nos tecidos periféricos ao kunker. Técnica de Grocott-Sirius.

Figura 18 — Pitiose equina, pele. Kunker, hifas de Pythium insidiosum numerosas e integras
em meio aos eosinofilos. Técnica de Grocott-Sirius.
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Figura 19 — Pitiose equina, pele. Distingdo entre eosindfilos e neutréfilos na faixa de
leucocitos de circunda o kunker. Sirius red.

Figura 20 — Pitiose equina, pele. Reacdo Splendore-Hoeppli-simile. Ao redor de varias hifas,
havia um halo granular estreito e fortemente eosinofilico formado por multiplos granulos SR-
positivos que se aglutinavam sobre as hifas. Sirius red.
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Figura 21 — Pitiose canina, intestino grosso. Espessamento segmentar transmural e
avermelhamento marcados da parede.

Figura 22 — Pitiose canina, estdbmago. Avermelhamento marcado e ulceras multifocais na
mucosa.
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Figura 23 — Pitiose canina, linfonodos mesentéricos. Nodos individualmente aumentados de
volume. Nota-se também espessamento segmentar do duodeno (a esquerda na foto).

Figura 24 — Pitiose canina, intestino grosso. Espessamento transmural marcado e massa junto
a insercdo do mesentério. Areas amplas de hemorragia, com multiplos nédulos amarelos ou
esverdeados infiltrados na mucosa e submucosa. Peca fixada.
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Figura 25 — Pitiose canina, pele. Mdltiplas ulceras e aumento de volume envolvendo prepdcio
e saco escrotal. A massa que envolvia o prepucio era firme e brancacenta.

Figura 26 — Pitiose canina, pele. Nodulo pequeno e ulcerado, que drenava pus. Ao corte,
nodulos amarelos pequenos e irregulares.
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Figura 27 — Pitiose canina, intestino. Hifas positivas de Pythium insidiosum no centro de um
piogranuloma. Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-peroxidase.

Figura 28 — Pitiose canina, pele. Hifas positivas de Pythium insidiosum associadas e no
interior de células gigantes tipo Langhans. Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-
biotina-peroxidase.
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Figura 29 — Pitiose canina, pele, padrdo granulomatoso. Foco conspicuo de macréfagos
epitelioides e células gigantes do tipo Langhans circundado por fina trabécula de tecido
conjuntivo. Hematoxilina e eosina.

Figura 30 — Pitiose canina, intestino, padrdo granulomatoso. Macréfagos epitelidides e células
gigantes do tipo Langhans combinadas formando foco conspicuo em meio ao tecido
conjuntivo proliferado. Hematoxilina e eosina.
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Figura 31 — Pitiose canina, mesentério, padrdo granulomatoso. Granulomas com centro de
necrose caseosa. Hematoxilina e eosina.

Figura 32 — Pitiose canina, pele, padrdo necro-eosinofilico. Area eosinofilica amorfa
composta por foco de necrose contendo detritos celulares, focos de colagendlise, eosinofilos e
numerosas imagens negativas de hifas. Hematoxilina e eosina.
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Figura 33 — Pitiose canina, intestino, padrdo necro-eosinofilico. Area focal de necrose com
numerosas imagens negativas de hifas. Hematoxilina e eosina.

Figura 34 — Pitiose canina, pele, padrdo necro-eosinofilico. Area focal de necrose com
bastantes detritos celulares e numerosas imagens negativas de hifas. Hematoxilina e eosina.
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Figura 35 — Pitiose canina, intestino, padrdo necro-eosinofilico. Hifas numerosas, bem
delimitadas e fortemente impregnadas pela prata, por vezes longas, com paredes lisas e quase
paralelas e diametros regulares (morfologia de hifas integras). Técnica de Grocott.

Figura 36 — Pitiose canina, intestino, padrdo granulomatoso. Hifas degeneradas (fragmentos
pequenos, irregulares e tortuosos) numa area ampla de reacdo granulomatosa. Técnica de
Grocott.
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Figura 37 — Pitiose canina, intestino, padrdo granulomatoso. Hifas degeneradas (fragmentos
pequenos, irregulares e tortuosos) no centro do granuloma. Técnica de Grocott.

Figura 38 — Pitiose canina, intestino, padrdo granulomatoso. Hifa degenerada (fragmentos
pequenos, irregulares e tortuosos) no interior de uma célula gigante de Langhans. Técnica de
Grocott.
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Figura 39 — Pitiose canina, intestino, padrdo necro-eosinofilico. Area de necrose com grande
quantidade de detritos celulares e eosinofilos, em sua maioria, desintegrados, sem delimitacédo
dos gréanulos. Ao centro ha numerosas imagens negativas de hifas. Sirius red.

Figura 40 — Pitiose canina, intestino, padrdo necro-eosinofilico. Hifa intimamente relacionada
aos eosinofilos e circundada por granulos fortemente Sirius red-positivos (reacdo de
Splendore-Hoeppli-simile). Sirius red.
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Figura 41 — Pitiose canina, intestino, padrdo necro-eosinofilico. Area de necrose com grande
quantidade de detritos celulares e eosindfilos Sirius red-positivos associados a hifas integras.
Técnica de Grocott-Sirius.

Figura 42 — Pitiose canina, intestino, padrdo granulomatoso. Hifas degeneradas associadas a
macrofagos epitelidides e no interior de células gigantes do tipo Langhans e raros eosinofilos.
Teécnica de Grocott-Sirius.
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Figura 43 — Pitiose bovina (surto 2), pele. Ulcera hemorragica focal na extremidade de um
membro.

Figura 44 — Pitiose bovina (surto 2), pele. Ulcera hemorragica parcialmente coberta por crosta
e exsudato purulento no chanfro nasal.
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Figura 45 — Pitiose bovina, pele. Escassas hifas positivas de Pythium insidiosum no centro de
um piogranuloma. Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-peroxidase.

Figura 46 — Pitiose bovina, pele. Hifas de Pythium insidiosum associadas a células gigantes do
tipo Langhans. Imuno-histoquimica, método da estreptavidina-biotina-peroxidase.
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Figura 47 — Pitiose bovina, pele. Granuloma composto por um centro de macr6fagos
epitelioides e células gigantes do tipo Langhans circundado por uma capsula delicada de
tecido conjuntivo. Hematoxilina e eosina.

Figura 48 — Pitiose bovina, pele. Piogranuloma com macrdfagos epitelidides na periferia e
centro formado por um misto de eosindéfilos e neutréfilos e circundado por capsula de tecido
conjuntivo infiltrada por linfécitos. Hematoxilina e eosina.
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Figura 49 — Pitiose bovina, pele, granuloma. A apresentacao classica da reacdo de Splendore-
Hoeppli foi vista raramente, em geral associada a fagocitose por células gigantes.
Hematoxilina e eosina.

Figura 50 — Pitiose bovina, pele, granuloma. A apresentacao classica da reacdo de Splendore-
Hoeppli consistia de uma bordadura fracamente eosinofilica e de contornos irregulares.
Hematoxilina e eosina.
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Figura 51 — Pitiose bovina, pele, piogranuloma. Hifas escassas, pequenas e fracamente
argirofilicas no interior de um piogranuloma. Técnica de Grocott.

Figura 52 — Pitiose bovina, pele, piogranuloma. Fragmento pequeno de hifa (detalhe da foto
anterior). Técnica de Grocott.
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Figura 53 — Pitiose bovina, pele. Piogranuloma. O centro dos piogranulomas era preenchido
quase exclusivamente por eosindfilos; raros neutrofilos estavam presentes. Sirius red.

Figura 54 — Pitiose bovina, pele. Piogranuloma. Reagdo Splendore-Hoeppli-simile ao redor de
uma hifa, formada de multiplas esférulas SR-positivas aglutinadas sobre a parede. Notar 0s
eosindfilos parcialmente desgranulados ao redor da reacdo. Sirius red.






93

Figura 55 — Pitiose equina, pele. Kunker coberto por hifas integras. Técnica de Grocott.

Figura 56 — Pitiose canina, intestino, padrdes necro-eosinofilico e granulomatoso. Area de
necrose com grande quantidade de detritos celulares e eosinofilos associados a hifas integras
(a esquerda na foto) adjacente a area de reacdo granulomatosa, com hifas degeneradas no
interior de células gigantes (a direita na foto). Técnica de Grocott-Sirius.
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Figura 57 — Pitiose bovina, Piogranuloma. Hifa recoberta por granulos de eosindéfilos. Sirius
red.

Figura 58 — Pitiose equina, pele. Kunker. Notar a artéria degenerada no centro do mesmo.
Hematoxilina e eosina.






5 CONCLUSOES

1. Ha diferencas marcantes quanto a quantidade, distribuicéo e integridade das hifas
intralesionais entre as espécies estudadas: a) sdo mais abundantes nos cavalos, seguido pelos
cées e bovinos, em ordem decrescente; b) particularmente no cdo observaram-se diferengas na
integridade das hifas conforme o tipo de resposta inflamatoria e c¢) hifas integras estavam
geralmente relacionadas com inflamacao eosinofilica e hifas degeneradas estavam associadas
a resposta granulomatosa.

2. Angioinvasividade discreta foi vista somente nos cdes. Evidéncias de possivel
utilizacdo de artérias para a disseminacdo das lesdes cutdneas/subcutaneas em cavalos foram
observadas.

3. A técnica de sirius red foi particularmente Gtil para localizar os eosinéfilos nos
tecidos e confirmar a natureza da reacdo de Splendore-Hoeppli, a qual pode ou ndo ser
constituida por granulos de eosinofilos.

4. O tipo de resposta inflamatoria parece estar implicado nos diferentes cursos clinicos
da pitiose nas diferentes espécies animais estudadas.

5. Foram observadas evidéncias morfologicas de que: a) a perpetuacdo das lesdes de
pitiose esta associada a resposta eosinofilica e b) a cura da pitiose possa estar associada a

inflamacdo granulomatosa.
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