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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO E IMUNO-
HISTOQUIMICO DE MICOSES E OOMICOSES EM ANIMAIS
DOMESTICOS
AUTOR: GLAUCO JOSE NOGUEIRA DE GALIZA
ORIENTADORA: GLAUCIA DENISE KOMMERS
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de margo de 2014.

Esta tese foi constituida de trés partes que resultaram em trés artigos cientificos. O primeiro artigo foi
0 mais abrangente, onde todos os casos de micoses e pitiose diagnosticados em animais domésticos,
provenientes de necropsias e bidpsias entre 1990 e 2012, foram analisados. No periodo estudado foram
revisados 9.487 protocolos de necropsias e 20.199 exames histopatoldgicos, totalizando 29.686 casos
examinados no Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (LPV-
UFSM). Do total de protocolos analisados, em 230 foram diagnosticadas micoses ou pitiose
(oomicose), sendo 179 casos (78%) de micoses e 51 casos (22%) de pitiose. As principais doengas
diagnosticadas, em ordem decrescente de prevaléncia, foram: pitiose, candidiase, aspergilose,
zigomicose, dermatofitose, malasseziose, criptococose, megabacteriose e esporotricose. Os equinos
foram os mais acometidos pela pitiose e 0s animais de companhia (cdes e gatos) foram os mais
acometidos pelas micoses. O segundo artigo enfocou as caracteristicas histomorfolégicas e
histoquimicas determinantes no diagndéstico histopatoldgico da criptococose em cdes e gatos. Pela
técnica de hematoxilina-eosina (HE) as leveduras eram arredondadas, com célula central contendo um
nicleo, circundada por um halo claro (capsula geralmente ndo corada). As técnicas histoquimicas do
acido periodico de Schiff (PAS), Grocott e Fontana-Masson (FM) foram utilizadas e evidenciaram a
parede das células das leveduras. Pelo FM observou-se a melanina presente nessas células. As técnicas
do azul Alciano e da mucicarmina de Mayer evidenciaram principalmente a capsula polissacaridica
das leveduras. O diametro das células das leveduras variou de 1,67 a 10,00 um e o diametro total das
leveduras encapsuladas variou entre 4,17 e 34,16 um. Os brotamentos foram melhor visualizados
através do PAS e ocorreram em base estreita, de forma Unica ou multipla, principalmente em polos
opostos das células das leveduras ou formando uma cadeia. O terceiro artigo enfocou um estudo
imuno-histoquimico (IHQ) em casos de aspergilose e zigomicose, visando a otimizacdo do uso da
técnica de IHQ na deteccdo de Aspergillus spp. e zigomicetos em tecidos de animais. Utilizaram-se
dois anticorpos monoclonais fungo-especificos em fragmentos de tecidos (fixados em formol e
embebidos em parafina) com diagndstico histomorfoldgico prévio de aspergilose e zigomicose, 0s
quais foram submetidos a trés sistemas de deteccdo diferentes (dois biotinilados e um néo biotinilado).
Os dois anticorpos apresentaram alta especificidade e sensibilidade nos tecidos examinados. Néo
ocorreram reacgdes cruzadas entre os anticorpos utilizados e os agentes etioldgicos avaliados (incluindo
casos de aspergilose, zigomicose, candidiase e pitiose). No entanto, reacdes inespecificas foram
observadas nas hifas em alguns casos, porém foram eliminadas através de um dos sistemas
detecgdo utilizados. A técnica de IHQ mostrou-se uma ferramenta muito Gtil na deteccdo e
confirmacdo dos casos de aspergilose e zigomicose neste estudo retrospectivo.

Palavras chave: micoses, pitiose, histomorfologia, histoquimica, imuno-histoquimica,

reacOes inespecificas.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
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This thesis was composed of three scientific papers. The first paper was the more comprehensive one.
All necropsy and biopsy cases of mycoses and oomycosis diagnosed in domestic animals between
1990 and 2012 were analyzed. In the studied period, 29,686 exams (9,487 necropsy reports and 20,199
biopsy reports) performed at the Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) of the Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) were studied. Two hundred and thirty cases of mycosis or pythiosis
(oomycosis) were found, being 179 cases (78%) of mycoses and 51 cases (22%) of pythiosis. The
main diseases observed, in descending order of prevalence, were: pythiosis, candidiasis, aspergillosis,
zygomyecosis, dermatophytosis, mallasseziosis, cryptococcosis, megabacteriosis, and sporothrichosis.
Pythiosis affected mainly horses and the mycosis affected mainly dogs and cats. The second article
focused on the histomorphological and histochemical characteristics determinant for the
histopathological diagnosis of this condition in dogs and cats. By the hematoxylin-eosin (HE) stain,
the yeasts were round, with a central cell containing a nucleus, surrounded by a clear halo (usually
non-stained capsule). The techniques of periodic Schiff acid (PAS), Grocott, and Fontana-Masson
(FM) were utilized and demonstrated the wall of the yeast cells. The FM stain showed the melanin
present in these cells. The Alcian blue and Mayer’s mucicarmin stains showed mainly the yeast
polysaccharide capsule. The diameter of the cells ranged from 1.67 to 10.00um and the full diameter
of the encapsulated yeasts varied between 4.17 e 34.16pum. Yeast buddings were better observed
through the PAS stain and were narrow based, simple or multiple, mainly in the opposite poles of the
cells, or forming chains. The third article emphasized an immunohistochemical (IHC) study of cases
of aspergillosis and zygomycosis aiming to optimize the use of the IHC technique in the detection of
Aspergillus spp. and zygomycetes in animal tissues. Two fungal-specific monoclonal antibodies were
utilized in tissue fragments (formalin-fixed paraffin-embedded) previously diagnosed as aspergillosis
or zygomycosis. Tissues were submitted to three different detection systems (two biotinilated and one
nonbiotinilated). Both antibodies showed high specificity and sensitivity in the examined tissues. No
cross-reactions were observed between the antibodies utilized and the agents evaluated (including
cases of aspergillosis, zygomycosis, candidiasis, and pythiosis). However, nonspecific reactions were
observed in hyphae of some cases, but were eliminated by mean of one of the detection systems used.
The IHC technique showed to be a useful tool detecting and confirming aspergillosis and zygomycosis
in this retrospective study.

Key words: mycoses, pythiosis, histomorphology, histochemistry, immunohistochemistry,

nonspecific reactions.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo micro-organismos eucariontes®, uni ou pluricelulares e heterotréficos?
pertencentes ao Reino Fungi (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Diversos agentes flngicos
tém sido descritos como responsaveis por doencas em animais (CONNOLE, 1967; GARCIA,;
BLANCO, 2000; DIAL, 2007). As doencas causadas por fungos podem ser divididas em
micoses superficiais, afetando a pele, pelos e unhas, e em micoses sistémicas, afetando varios
6rgdos (ANTHONY, 1973; CHIHAYA et al., 1992). Nas micoses sistémicas, a rota mais
comum de infeccdo é a via respiratoria, afetando primariamente a cavidade nasal, linfonodos
mediastinicos e pulmao, seguida da via oral e da invasdo exdgena da pele e tecido subcutaneo
(SMALL, 1969). Dentre as micoses que acometem animais domésticos destacam-se a
aspergilose, as zigomicoses, a candidiase, a criptococose, a dermatofitose e a esporotricose.

Aspergilose € uma micose oportunista causada primariamente por Aspergillus
fumigatus, A. nidulans, A. flavus, A. niger, A. aviarius e A. terreus (MADDY; BETHESDA,
1967; MEIRELES; NASCENTE, 2009). Esse fungo é encontrado habitando comumente o
solo, 0 ar e na matéria organica em decomposicdo, penetrando no organismo principalmente
pelo trato respiratério, através da inalacdo de esporos, pela ingestdo de esporos ou por
penetracdo nos tecidos previamente traumatizados (QUINN et al., 2011).

Zigomicose é uma doenca de etiologia mdltipla causada por fungos pertencentes a
classe dos zigomicetos (MEIRELES; NASCENTE, 2009). Essa classe é dividida em trés
ordens: a Mucorales (composta principalmente pelos géneros Lichtheinia, Mucor,
Rhizomucor, Rhizopus e Saksenaea), a Entomophthorales (composta pelos géneros
Basidiobolus e Conidiobolus) e Mortierellates (composta pelo género Mortierella) (QUINN
et al., 2011). Os zigomicetos sdo fungos sapréfagos® que apresentam distribuicdo cosmopolita

e sdo isolados do solo, vegetacdo, ar, fezes de animais e alimentos velhos (QUINN et al.,

Eucariontes sdo organismos uni ou pluricelulares cujas células apresentam ndcleo individualizado e delimitado
por uma membrana celular (carioteca), e citoplasma contendo um conjunto de organelas (reticulo
endoplasmatico, mitocondrias, aparelho de Golgi, cloroplastos, etc.).

2 Heterotréficos sdo organismos que ndo conseguem sintetizar o seu proprio alimento, necessitando de
substancias organicas fornecidas pelo ambiente. Segundo as interacbes alimentares, os seres heterotroficos
podem ser de dois tipos: macroconsumidores, quando obtém os nutrientes que necessitam do ambiente por
ingestdo, e microconsumidores, quando obtém o alimento do ambiente por absor¢do de matéria decomposta
(decompositores ou saprofitos).

® Sapréfagos s&o seres vivos que se alimentam da matéria organica em decomposicao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular

2011). Zigomicoses em humanos frequentemente ocorrem em individuos debilitados ou
imunossuprimidos, enquanto que nos animais pode estar associada a alta exposi¢do a grande
quantidade do agente (GINN et al., 2007). O fungo pode penetrar no organismo por meio dos
tratos respiratdrio e gastrointestinal, e por via cutanea, através da implantacdo do agente em
feridas abertas (JENSEN et al., 1994; GROOTERS, 2003; SILVA et al., 2007a).

A infeccdo por Candida spp. tem sido relatada principalmente em animais
imunossuprimidos ou submetidos a terapia antimicrobiana (JADHAV; PAL, 2006). Esse
fungo apresenta distribuicdo mundial e é encontrado no solo, agua, vegetais, microbiota de
mucosas, pele e nos tratos gastrointestinal e urogenital de humanos e animais (MADDY,
1967; QUINN et al., 2011; MEIRELES; NASCENTE, 2009). C. albicans é considerada a
espécie com maior potencial patogénico devido a fatores como formacao de hifas, pseudo-
hifas e tubo germinativo, além de secrecdo de enzimas hidroliticas como fosfolipases e
proteinases (MEIRELES; NASCENTE, 2009).

Criptococose é a doenga micotica sisttmica mais comum no gato, afetando também
cdes, cavalos, bovinos, dentre muitas outras espécies animais, e humanos (CASWELL,;
WILLIAMS, 2007). E causada por duas espécies do género Cryptococcus: Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. Sdo fungos pertencentes a classe Blastomycetes que no
tecido animal e em condicGes perfeitas de laboratério, apresentam-se em forma de leveduras
com uma capsula polissacaridica mucoide (CASTELLA et al., 2008). Esses fungos
apresentam distribuicdo cosmopolita, sendo frequentemente isolados de excretas dessecadas
de aves, especialmente de pombos urbanos (MEIRELES; NASCENTE, 2009). C. gattii é
encontrado principalmente em é&reas de plantacbes de eucalipto em climas tropicais
(CASWELL; WILLIAMS, 2007). A infeccdo ocorre principalmente pelo trato respiratorio
através da inalacdo de leveduras ou basididsporos®, afetando cavidade nasal e pulmio. A
disseminacdo do fungo ocorre via hematdgena, afetando o encéfalo, olhos, pele e outros
6rgdos (RORIGUES et al., 1999; MEIRELES; NASCENTE, 2009).

As dermatofitoses sdo micoses cutaneas infecto-contagiosas, de curso cronico,
causadas por um grupo de fungos taxonomicamente relacionados chamados dermatdfitos,
representados pelos géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (PEREIRA,
MEIRELES, 2007; GREENE, 2012). Esses fungos apresentam distribuicdo mundial,
ocorrendo principalmente em areas de clima quente e Umido. Os dermatofitos tém a

habilidade de replicar no solo em associacdo com material ceratinizado em decomposicéo de

* Basidi6sporos s&o 0s esporos exdgenos oriundos da reproduco sexuada de fungos do filo Basidiomycota.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Esporo

pelos ou penas (MEIRELES; NASCENTE, 2009; QUINN et al., 2011). Alguns fungos desses
géneros, como M. canis, sdo adaptados a viver nos animais e raramente sédo observados no
solo (OUTERBRIDGE, 2006). Os animais adquirem a infeccdo atraveés de contato com o
solo, materiais infectados ou animais doentes (QUINN et al., 2011).

Esporotricose é uma infeccdo crbnica frequentemente afetando a pele, tecido
subcutdneo e linfonodos regionais, causada pelo fungo dimorfico Sporothrix schenckii
(GROSS et al., 2009). S. schenkii é um fungo geofilico,®> encontrado em solos ricos em
matéria organica e plantas, principalmente nas regides de clima quente e tmido (MEIRELES;
NASCENTE, 2009). A infeccdo ocorre esporadicamente em equinos, felinos, caninos e em
humanos (QUINN et al., 2011). Geralmente a infec¢éo resulta da inoculagéo direta do fungo
para dentro da pele, por contato com plantas ou solos contaminados ou, menos
frequentemente, pela inalacdo dos esporos (GREENE, 2012).

Os oomicetos s&o micro-organismos eucariontes semelhantes aos fungos nas
caracteristicas morfoldgicas e de crescimento, porém, filogeneticamente diferem dos fungos e
pertencem ao Reino Straminipila (as vezes referido como Stramenopila). Dentre 0s
oomicetos, Pythium insidiosum tem se destacado como o principal patégeno (COCK et al.,
1987; ALEXOPOQULOS et al., 1996; AZEVEDO et al., 2012), responsavel por infeccdes
graves em humanos e em diferentes espécies de animais (MENDOZA et al., 1993;
ALEXOPOULOS et al., 1996; MENDOZA et al., 1996), incluindo equinos (MENDOZA;
NEWTON, 2005), cdes (MILLER, 1985), gatos (RAKICH et al., 2005), bovinos (MILLER et
al., 1985) e ovinos (TABOSA et al., 2004). A doenca foi também descrita em alguns animais
silvestres (CAMUS et al.,, 2004; WELLEHAN et al., 2004) e numa ave migratoria
(PESAVENTO et al., 2008). A infeccéo por P. insidiosum é associada ao contato dos animais
com aguas contaminadas, onde ocorre a liberacdo de zooGsporos moveis biflagelados
(CHAFFIN et al., 1995).

As doencas fungicas e oomicoticas tém recebido grande atengdo nas Ultimas décadas
devido a diversos fatores relacionados com a resposta imune do hospedeiro, a ampla
distribuicdo do agente no meio ambiente, a manifestacdo clinica altamente varidvel, a
dificuldade no diagnostico clinico e a necessidade de identificacdo especifica dos agentes
etiologicos para instituicdo do tratamento adequado (KAUFMAN, 1992; GARCIA;
BLANCO, 2000; BLANCO; GARCIA, 2008).

® Fungos geofilicos sdo fungos que habitam solos ricos em matéria organica.
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Vérias caracteristicas morfoldgicas e propriedades tintoriais (histoquimicas) permitem
um direcionamento diagndstico de infeccdo fungica através do exame histopatolégico
(ANTONY, 1973; KAUFMAN, 1992), principalmente quando a presenca intralesional desses
agentes correlaciona-se ao tipo de lesdo e resposta do hospedeiro (JENSEN et al., 1996).
Entretanto, a necessidade de ferramentas diagndsticas complementares a histopatologia que
permitam uma confirmacdo etioldgica especifica em materiais fixados em formol e
emblocados em parafina (FFEP) é uma realidade inegavel; principalmente quando se esta
diante das seguintes situacdes apontadas por Guarner & Brandt (2011): a) elementos fungicos
presentes no exame histopatoldgico, mas toda a amostra remetida esta fixada em formol; b)
cultura positiva, mas elementos fungicos ausentes na histopatologia; c) elementos fungicos
nas secdes de tecidos examinados, mas a cultura foi negativa; e d) ha discrepancia entre os
resultados da cultura e os achados histopatologicos.

Dentre as técnicas de diagndstico de micoses e oomicoses que podem ser empregadas
em materiais FFEP estdo a imuno-histoquimica (IHQ; detecta antigenos flngicos e é
associada a morfologia tecidual), a hibridizacdo in situ (HIS; detecta acidos nucleicos
fangicos especificos e é associada a morfologia tecidual), a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR; detecta DNA flungico) e a microdisseccdo a laser (combina microscopia com
tecnologia a laser, possibilitando o estudo de tipos celulares especificos) (GUARNER;
BRANDT, 2011).

A IHQ tem provado ser uma ferramenta poderosa para o diagndstico acurado de varias
micoses (JENSEN et al., 1993; JENSEN et al., 1996; EYZAGUIRRE; HAQUE, 2008) que
acometem humanos e animais, incluindo aspergilose, candidiase, criptococose, blastomicose,
coccidioidomicose, histoplasmose, paracoccidioidomicose, fusariose, pseudoalesqueriose,
esporotricose, tricosporonose, peniciliose e zigomicoses (mucormicoses), dentre outras
(JENSEN et al., 1993; JENSEN et al., 1996). Infeccdes por algas (JENSEN et al., 1996) e
oomicetos (BROWN et al., 1988; SANTURIO et al., 1998; GABRIEL et al., 2008;
MARTINS et al., 2012) também tém sido confirmadas por essa técnica. Além da
especificidade da IHQ, a aplicacdo de cromogenos é altamente efetiva para a localizacdo de
elementos fungicos tipicos e atipicos em lesGes onde somente poucos organismos estdo
presentes. A IHQ também permite dupla marcacdo (com cromdgenos distintos) para a
elucidacéo de casos com dupla infeccdo micotica (JENSEN et al., 1996).

Entretanto, alguns estudos, utilizando determinados anticorpos, tém demonstrado
reacOes cruzadas entre diversos fungos ou reacGes inespecificas na IHQ (REED et al., 1993;
BYRD et al., 2001; SCHUETZ; COHEN, 2009). Nesses casos, as rea¢des cruzadas podem
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estar associadas as semelhangas antigénicas entre alguns fungos (REED et al., 1993;
SCHUETZ; COHEN, 2009). Na medida em que novos anticorpos monoclonais livres de
reacOes cruzadas sdo desenvolvidos e testados através da IHQ (MARCILLA et al., 1999), esta
técnica vai se apresentando como uma alternativa eficiente diante de testes mais onerosos e
que ndo combinam a morfologia (histomorfologia) com a deteccdo do fungo especifico
(GUARNER; BRANDT, 2011).

Para que haja uma otimizacdo do uso da técnica de IHQ no diagnéstico de micoses e
oomicoses, na medida em que novos anticorpos fungo-especificos vao sendo disponibilizados,
tornam-se extremamente necessarios estudos criteriosos, onde varias amostras FFEP e varios
métodos imuno-histoquimicos sejam utilizados, e onde haja uma associacdo dos achados da
IHQ com a histopatologia. Alguns desses estudos tém sido publicados (BROWN et al., 1988;
JENSEN et al., 1993; JENSEN et al., 1994; JENSEN et al., 1996; ROCHA et al., 1998;
MARCILLA et al., 1999; CHOI et al., 2004; TROST et al., 2009; MARTINS et al., 2012) e
séo de grande valor no aprimoramento do uso da IHQ para deteccdo de fungos e oomicetos na
rotina em patologia veterinaria, justificando mais uma vez este estudo.

O Laboratorio de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) conta com uma rotina de diagnostico expressiva dentro de sua area de abrangéncia.
Nessa rotina, ha uma casuistica relevante de doencas relacionadas as infec¢Bes fungicas ou
pelo oomiceto P. insidiosum, acometendo diferentes espécies animais. Esta tese objetivou,
através de um estudo retrospectivo (Artigo 1), avaliar a prevaléncia de micoses e oomicoses
diagnosticadas em animais domésticos na area de abrangéncia do LPV-UFSM, bem como
aspectos histomorfoldgicos, histoquimicos (Artigo 2) e imuno-histoquimicos (Artigo 3) dos
agentes etioldgicos aplicados ao diagnostico em patologia veterinaria.



2 ARTIGO 1- Ocorréncia de micoses e pitiose em animais
domeésticos: 230 casos

Glauco J.N. Galiza, Taiara M. da Silva, Rafaela A. Caprioli, Claudio
S.L. Barros, Luiz F. Irigoyen, Rafael A. Fighera, Maristela Lovato e
Glaucia D. Kommers

(Artigo submetido para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira)
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Ocorréncia de micoses e pitiose em animais domeésticos: 230 casos

Glauco J.N. Galiza’, Taiara M. da Silva®, Rafaela A. Caprioli®, Claudio S.L. Barros®, Luiz F.
Irigoyen®, Rafael A. Fighera®, Maristela Lovato™® e Glaucia D. Kommers**

ABSTRACT.- Galiza G.J.N., Silva T.M., Caprioli R.A., Barros C.S.L., Irigoyen L.F.,
Fighera R.A., Lovato M. & Kommers G.D. 2013. [Occurence of mycoses and pythiosis in
domestic animals: 230 cases]. Ocorréncia de micoses e pitiose em animais domesticos: 230
casos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Patologia Veterinéria,
Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Camobi, Santa Maria, RS
97105-900, Brazil. E-mail: glaukommers@yahoo.com

A retrospective study was performed to determine the main mycoses and oomycosis that
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RESUMO.- Para determinar as principais micoses e oomicoses que acometeram animais
domésticos na area de abrangéncia do Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), foi realizado um estudo retrospectivo em
9.487 protocolos de necropsias e 20.199 exames histopatologicos (totalizando 29.686 casos),
realizados no LPV-UFSM, entre janeiro de 1990 e dezembro de 2012. Do total de protocolos
analisados, 230 apresentaram micoses ou pitiose (oomicose), sendo 179 casos (78%) de
micoses e 51 casos (22%) de pitiose. Os protocolos foram revisados para determinar os
principais achados referentes a epidemiologia, sinais clinicos e as alteracGes macroscépicas e
microscopicas. Em dois casos (0,8%) nao foi possivel determinar o género ou 0 grupo do
fungo observado. As principais doencas diagnosticadas, em ordem decrescente de
prevaléncia, foram: pitiose, candidiase, aspergilose, zigomicose, dermatofitose, malasseziose,
criptococose, megabacteriose e esporotricose. Outras doencgas diagnosticadas numa Unica
ocorréncia cada foram histoplasmose e pneumocistose. Os equinos foram 0s mais acometidos
pela pitiose e os animais de companhia (cdes e gatos) foram os mais acometidos pelas

micoses.

TERMOS DE INDEXAGCAQ: micoses, pitiose, patologia veterinaria.

INTRODUCAO

Os fungos sdo micro-organismos eucariontes, uni ou pluricelulares e heterotroficos
pertencentes ao Reino Fungi (Meireles & Nascente 2009). Estima-se que aproximadamente
800.000 espécies de fungos tenham sido descritas, dentre essas, cerca de 400 espécies sdo
patogénicas para humanos e animais (Quinn et al. 2011). Os oomicetos sdo micro-organismos
eucariontes semelhantes aos fungos nas caracteristicas morfologicas e de crescimento, porém,
filogeneticamente diferem dos fungos e pertencem ao Reino Straminipila (Mendoza &
Newton 2005). Pythium insidiosum é o principal representante dessa classe de micro-
organismos como responsavel por infeccGes graves em humanos e em diferentes espécies
animais (Mendoza et al. 1993, Alexopoulos et al. 1996, Mendoza et al. 1996).

Com o0 aumento no numero de casos associados as infec¢bes fungicas (Guarner &
Brandt 2011) e oomicdticas (Santurio et al. 2006) nos ultimos anos, essas doencas tém
recebido grande atencdo devido a diversos fatores relacionados com a resposta imune do
hospedeiro, a ampla distribuicdo do agente no meio ambiente, a manifestagdo clinica

altamente variavel, a dificuldade no diagnostico clinico e a necessidade de identificacdo
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especifica dos agentes etioldgicos para a selecdo de uma terapia apropriada (Kaufman 1992,
Garcia & Blanco 2000, Blanco et al. 2008). No Brasil ha poucos estudos abrangentes sobre a
prevaléncia das doencas causadas por fungos e oomicetos em animais nas diferentes regides
do pais, ficando as publicacbes mais voltadas a relatos de casos especificos (Tabosa et al.
2004, Silva et al. 2007, Gabriel et al. 2008, Ceolin et al. 2012).

O Laboratdrio de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) conta com uma rotina de diagndstico expressiva dentro de sua area de abrangéncia.
O principal objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia das doencas fangicas e da
pitiose (oomicose) nessa rotina diagnostica, com a caracterizagdo dos quadros clinico-
patoldgicos observados. Foram também avaliadas as caracteristicas histomorfoldgicas que

permitiram esses diagnosticos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo nos arquivos do LPV-UFSM (protocolos de exames
histopatoldgicos e de necropsias) dos casos diagnosticados como micoses ou pitiose
(oomicose) nas espécies de animais domeésticos submetidas no periodo de janeiro de 1990 a
dezembro de 2012. Avaliaram-se os dados epidemiolégicos, alteracbes macroscopicas e
microscopicas descritas nos protocolos. Os diagndsticos das micoses e de pitiose foram
realizados com base na histomorfologia do agente através da coloracdo de hematoxilina-
eosina (H&E) e outros métodos histoquimicos, incluindo os métodos do azul Alciano, do
acido periodico de Schiff (PAS) e da impregnacdo pela prata de Grocott (GMS); ou pela
histomorfologia do agente e por exames adicionais, incluindo cultura
micoldgica/microbiolégica, imuno-histoquimica (IHQ) e reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), ou combinacg6es desses métodos. Alguns casos deste levantamento foram previamente
publicados como relatos de casos ou estudos de compilacBes de casos, incluindo, por
exemplo, as seguintes publicagcdes: Rech et al. (2004), Segabinazi et al. (2004), Kommers et
al. (2005), Gabriel et al. (2008), Trost et al. (2009) e Ceolin et al. (2012).

RESULTADOS
Foram revisados 9.487 protocolos de necropsias e 20.199 exames histopatoldgicos,
totalizando 29.686 exames realizados durante o periodo estudado (janeiro de 1990 a dezembro
de 2012). Foram computados 179 diagndsticos de micoses e 51 de pitiose em animais

domésticos, totalizando 230 casos. Desses, 153 casos (66,6 %) foram exames histopatoldgicos
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(119 de micoses e 34 de pitiose) e 77 casos (33,4 %) foram referentes a necropsias (60 de
micoses e 17 de pitiose).

Do total de 230 casos, em 192 o diagndstico foi realizado com base na histomorfologia
do agente e em 36 casos, além da histomorfologia, foram realizados exames adicionais. Em
dois casos diagnosticados em aves ndo foi possivel determinar a etiologia do agente baseado
somente na histomorfologia do fungo; exames adicionais ndo foram realizados nesses dois
casos.

A pitiose foi a doenca com maior nimero de diagnosticos, seguida por candidiase,
aspergilose, zigomicose, dermatofitose, malasseziose, criptococose, esporotricose,
rinosporidiose, pneumocistose e histoplasmose (Quadrol).

Dentre as espécies afetadas, os animais de companhia (caninos e felinos)
apresentaram maior numero de casos (92), seguidos pelas aves (53), equinos (48), ruminantes
(33) e suinos (4) (Quadro 2). As caracteristicas histomorfoldgicas, as propriedades tintoriais e
a resposta (inflamatoria) especifica dos hospedeiros nos casos aqui estudados encontram-se
resumidas no Quadro 3. A seguir serdo detalhados alguns aspectos epidemioldgicos e clinico-

patoldgicos de cada uma das doencgas diagnosticadas.

Quadro 1. Diagnosticos realizados em 230 casos de micoses e de pitiose em animais
domésticos no LPV — UFSM, entre 1990 e 2012.

Diagnésticos Histomorfologia Histomorfologia + Total
do agente* exames adicionais**
Pitiose 25 26 51
Candidiase 39 - 39
Aspergilose 27 6 33
Zigomicose 27 1 28
Dermatofitose 24 2 26
Malasseziose 18 - 18
Criptococose 10 1 11
Megabacteriose 10 - 10
Esporotricose 8 - 8
Rinosporidiose 2 - 2
Pneumocistose 1 - 1
Histoplasmose 1 - 1
Fungos ndo identificados 2 - 2
Total 194 36 230

*Baseado nas coloracfes de hematoxilina-eosina, acido periodico de Schiff (PAS), impregnagdo pela prata de
Grocott (GMS) ou azul Alciano, conforme o caso.

** Cultura micoldgica/microbiolégica e/ou imuno-histoquimica (IHQ) e/ou reacdo em cadeia de polimerase
(PCR).
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Quadro 2. Prevaléncia de micoses e de pitiose nas diferentes espécies de animais
domeésticos no LPV — UFSM, entre 1990 e 2012.

Diagnosticos Animaisde Equinos Aves* Ruminantes* Suinos Total
companhia*
Pitiose 12 38 - 1 - 51
Candidiase 17 1 13 5 3 39
Aspergilose 3 1 24 5 - 33
Zigomicose 4 1 4 18 1 28
Dermatofitose 22 1 - 3 - 26
Malasseziose 17 - - 1 - 18
Criptococose 10 1 - - 11
Megabacteriose - - 10 - - 10
Esporotricose 6 2 - - - 8
Rinosporidiose - 2 - - - 2
Pneumocistose - 1 - - - 1
Histoplasmose 1 - - - - 1
Fungos néo identificados - - 2 - - 2
Total 92 48 53 33 4 230

*Animais de companhia (c8es e gatos), aves (galinaceos, anseriformes e ratitas), ruminantes (bovinos, ovinos e
bubalinos).

Pitiose

A pitiose foi diagnosticada em 51 casos, afetando principalmente os equinos (38),
seguidos pelos animais de companhia (12) e bovinos (1 bovino pertencente a um surto de 76
animais). Em 28 casos, o diagnostico foi confirmado por exames adicionais.

Nos equinos, as alteragdes foram observadas principalmente afetando a pele dos
membros, abddmen e a cavidade nasal. As lesbes se caracterizavam por aumentos de volume
ulcerados com tratos fistulosos drenando secrecdo serossanguinolenta. No interior dos tratos
fistulosos observaram-se multiplas estruturas amareladas, irregulares, coraliformes e firmes,
que frequentemente se desprendiam (conhecidas como kunkers).

Os casos diagnosticados nos animais de companhia afetaram principalmente o trato
gastrointestinal (8) e a pele (4). Dos 12 casos diagnosticados, um ocorreu em um gato e 0s
demais casos foram em cées. As alteracdes no trato gastrointestinal afetaram principalmente o
mesentério, os linfonodos mesentéricos, o intestino delgado, o pancreas e o0 estdmago.
Macroscopicamente observaram-se massas aderidas ao mesenterio, aumento de volume dos
linfonodos e péncreas, e espessamento segmentar da parede do intestino e estdmago. As
lesbes cutdneas afetaram principalmente o térax, o abdémen, os membros e a genitalia
externa, e se caracterizaram por feridas ulceradas que néo cicatrizavam. Todos o0s casos foram

confirmados por provas adicionais (cultura microbioldgica, IHQ ou PCR).
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Quadro 3. Caracteristicas histomorfoldgicas, propriedades tintoriais e resposta
especifica do hospedeiro nos casos de pitiose e de micoses diagnosticados em animais
domeésticos no LPV-UFSM entre 1990 e 2012.

Agente Histoquimica Resposta do Hospedeiro
H&E PAS GMS
Pythium Imagens tubuliformes Negativo Hifas irregulares raramente septadas e Cavalo: centros necréticos e eosinofilicos
insidiosum negativas. ramificadas com paredes néo paralelas. (correspondentes aos kunkers na macroscopia) contendo
4-25pm de diametro numerosas hifas e com proliferagéo periférica de tecido
fibrovascular.
Bovino: granulomas e piogranulomas na derme
associados a raras hifas intralesionais.
Cao e gato: reagdo (pio)granulomatosa ou necro-
eosinofilica com hifas intralesionais.
Candida spp. Estruturas leveduriformes Positivo LEV com 1-7 pm de diametro e PSH Areas de necrose associadas a infiltrado neutrofilico e
(LEV) e pseudo-hifas (LEV e PSH). com 2-8 um de didmetro, com histiocitico.
(PSH) levemente constrigdes. Raras ramificacdes.
basofilicas.
Aspergillus spp. Imagens tubuliformes Positivo Paredes paralelas com diametro de 10- Aves: granulomas de aspecto lamelar com centro

negativas ou levemente
basofilicas e ramificadas.

20 pm, septadas e com ramificagdes
dicotdmicas (em angulos agudos).

necrético. Presenca de conidiéforos no pulméo e pele.
Bovino e equino: reas de necrose com infiltrado misto.
Bovino (pele): tecido de granulagéo associado a hifas
intralesionais
Feto bovino: foliculite linfoplasmocitica associada a hifas
intralesionais.
Céo: osteomielite piogranulomatosa. Cavidade nasal
rinite granulomatosa com formagéo de cristais
birrefrigentes.

Dermatite superficial linfo-histioplasmocitica com

Dermatoéfitos Artroconideos basofilicos e Artroconideos Artroconideos com diametro de 1-4 pm
imagens tubuliformes e hifas e hifas septadas ramificadas com foliculite neutrofilica associada a acantose.
levemente basofilicas. positivos. diametro de 1-3 pm. Felino (gengiva): infiltrado inflamatério misto com
reacéo de Splendore-Hoeppli.
Zigomicetos Imagens tubuliformes Positivo Hifas largas com diametro de 5-25 pm, Avreas de necrose com infiltrado misto com predominio
negativas ou levemente com ramificagdes irregulares, raras de neutréfilos. Angioinvasividade associada a trombose e
basofilicas. septacdes e dilatacdes globosas de até edema.
40 pum de diametro.
Malassezia spp. Leveduras ovais a globosas Positivo Leveduras positivas com diametro de Acantose com hiperceratose associada a infiltrado linfo-
basofilicas com 0,5- 2 um. histioplasmocitico na derme.
brotamentos em base
estreita.
Cryptococcus Levedura composta por um Parede da Parede da célula positiva. Reacéo inflamatéria variando de ausente a acentuada,
spp.* halo claro (capsula) e célula composta predominantemente por macréfagos com
célula arredondada positiva. citoplasma abundante contendo leveduras.
basofilica. Célula com Visualizacdo
didmetro de 1,6-10 pme de
diametro total da levedura brotamentos
de até 34 um. em base
estreita.
Macrorhabdus Estruturas filamentosas Positivo Positivo Lesoes afetam principalmente a membrana coilina do
ornithogaster basofilicas com parede ventriculo; ocasionalmente no interior das glandulas.
levemente serrilhada, Em um caso afetando o intestino delgado, as hifas
dispostas em aglomerados estavam na parte superior das vilosidades, associadas a
(tufos) com diametro de 1- infiltrado linfoplasmocitico e heterofilico.
5 pm e comprimento de 20-
90 pm.
Sporothrix Leveduras redondas a Positivo. Leveduras positivas em pequena Dermatite piogranulomatosa composta por neutréfilos e
schenckii alongadas, de 2-8 pm de Raros quantidade na lesdo. macrofagos epiteliodes, com citoplasma abundante e
diametro, basofilicas, no brotamentos vacuolizado, na derme superficial e profunda.
citoplasma de macréfagos. (forma de
raquete).
Rhinosporidium Estruturas esféricas com Esporangio, Esporangios e end6sporos maduros Micro-organismos circundados por infiltrado inflamatério
seeberi** parede espessa e contorno end6sporos e positivos. composto por macréfagos epitelioides, linfocitos e
duplo. Esporangio com 300 trofdcitos neutréfilos associados a hiperplasia epiteliomatosa e
pm de diametro, positivos metaplasia escamosa do epitélio nasal.
preenchidos por
enddsporos de 2-10 pm de
diametro. Trofécitos de 100
pm de diametro.
Histoplasma spp. Agregados de estruturas Leveduras Leveduras positivas e em grande Infiltrado inflamatdrio composto por macréfagos
ovais de 2-4pum de positivas quantidade na lesdo. epitelioides com citoplasma levemente vacuolizado e, em
diametro, levemente menor quantidade, neutréfilos, linfécitos e plasmdcitos na
basofilicas no citoplasma derme superficial e profunda. Raras células gigantes
de macréfagos e de células multinucleadas.
gigantes multinucleadas.
Pneumocystis Material espumoso Positivo Positivo; organismos com diametro de Auséncia de reacéo inflamatoria.

spp.

eosinofilico preenchendo
os alvéolos pulmonares.

2-5pm.

* Visualizagdo da capsula de polissacarideos pelas coloragfes de azul Alciano e mucicarmina de Mayer.

** Agente morfologicamente semelhante a fungo, porém reclassificado como parasita mesomicetozoario (Guarner & Brandt

2011).
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No caso diagnosticado em um gato, as lesdes afetaram o trato gastrointestinal,
acometendo intestino delgado, péancreas, figado e linfonodos mesentéricos. As alteracdes
macroscopicas e histopatologicas foram semelhantes as observadas nos cées. Neste caso, a
técnica de IHQ para P. insidiosum foi positiva. No caso diagnosticado em um bovino (surto),
as alteragOes foram observadas na pele dos membros, parte ventral do pescogo e esterno e
eventualmente na cauda. As lesbes se caracterizavam por elevagdes cutaneas nodulares

ulceradas, recobertas por crostas e superficie de corte amarelada.

Candidiase

A candidiase foi a micose mais prevalente, sendo diagnosticada em 39 casos. Dentre
as especies mais afetadas estavam os animais de companhia (17 casos), seguidos das aves (13
casos), ruminantes (5 casos), suinos (3 casos) e um caso em equino. Dos 39 casos, em 32 a
infeccdo foi considerada secundaria a um processo patoldgico primério.

Nos animais de companhia, 14 casos foram diagnosticados em cées e trés em gatos.
Em cinco casos a candidiase foi relatada como sendo a causa principal das lesdes ou morte
dos animais, enquanto que nos 12 casos restantes foi considerada como sendo secundaria. A
idade dos animais afetados variou de 35 dias a 11 anos. O sistema digestorio foi 0 mais
afetado, com lesBes no esodfago, intestino, estbmago e cavidade oral, seguido da pele. Em
apenas um caso foi observada a forma sistémica em um gato, afetando 6rgdos da cavidade
abdominal e toracica e o encéfalo. Macroscopicamente, as lesdes observadas foram areas
ulceradas ou ndédulos recobertos por material amarelado, grumoso ou serossanguinolento.

Nas aves apenas um caso de candidiase foi considerado como infeccdo primaria. A
idade das aves variou de 10 dias a trés anos. Os principais 6rgaos afetados foram o ventriculo
(principalmente a membrana coilina), o inglavio, o esdfago, a cloaca, o pulméo e a pele.
Macroscopicamente as lesGes foram descritas como areas ulceradas, nddulos friaveis ou
espessamentos da mucosa dos 6rgaos do sistema digestorio.

Nos ruminantes, apenas um caso de candidiase em bovinos foi considerado como a
causa principal dos sinais clinicos. A idade dos animais afetados variou de 21 dias a seis anos.
O trato digestorio foi o mais acometido, afetando principalmente o ridmen, o abomaso, 0
intestino e a lingua. Macroscopicamente, as lesdes observadas foram &reas ulceradas ou
mucosa edemaciada e vermelha.

Dos trés casos diagnosticados em suinos, dois afetaram o es6fago e um acometeu
cavidade nasal, pulmdo e tonsila. Em todos os casos a infecgdo foi considerada secundéria. A

idade dos animais afetados variou de 20 a 180 dias. Macroscopicamente, evidenciaram-se
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placas elevadas, esbranquigcadas a amareladas, aderidas a mucosa. No pulméo observaram-se
areas firmes avermelhadas, das quais, ao corte, fluia exsudato cremoso amarelo-claro.
No equino afetado, a candidiase estava associada a um caso de pitiose nasal. A lesdo

era restrita ao pulméao e apresentava-se como areas firmes no parénquima pulmonar.

Aspergilose

A aspergilose foi diagnosticada em 33 casos, sendo 24 casos em aves domeésticas,
cinco casos em ruminantes, trés casos em animais de companhia e um caso em um equino.
Em seis casos o diagndstico foi confirmado por cultura micoldgica.

Nas aves, em 16 casos apenas 0 pulmao estava afetado e em quatro casos observaram-
se envolvimento pulmonar e de outros tecidos, destacando-se o figado, o encéfalo, o coracéo,
a cavidade celomatica e, ocasionalmente, a pele. Macroscopicamente, as lesdes descritas nas
aves caracterizaram-se por multiplos nddulos, com aspecto caseoso, afetando o parénquima
ou a superficie dos 6rgéos.

Nos ruminantes, cinco casos ocorreram em bovinos, sendo quatro casos em animais
com idade variando de 1 a 14 anos, e um caso em um feto no sétimo més de gestacdo. Em
dois bovinos, os pulmdes tinham multiplos noédulos purulentos, revestidos por uma céapsula
fibrosa ou &reas friaveis enegrecidas e com focos circulares esverdeados. Em um caso, 0
bovino apresentava lesfes crostosas na pele ha 50 dias, de aspecto firme e branco-amareladas.
Nesse caso, a cultura micoldgica foi positiva para Aspergillus sp. No feto bovino nao foram
observadas alteragdes macroscéopicas. No entanto, no exame histopatoldgico evidenciou-se
uma foliculite linfoplasmocitica associada a hifas intralesionais. Um caso foi diagnosticado
em um ovino de um ano e as lesdes foram observadas no rimen e caracterizadas por areas de
aderéncia na parede abdominal e mucosa com areas ulceradas, deprimidas e escuras.

Nos animais de companhia, 0s trés casos ocorreram em caes, afetando o tecido 6sseo e
a cavidade nasal. Os dois casos com envolvimento do tecido 6sseo foram em cdes da raca
Pastor Alem&o. Em um caso observou-se uma massa friavel e brancacenta, que ocupava o
canal vertebral, comprimindo a medula espinhal.

Um caso de aspergilose foi diagnosticado em um equino de um ano.
Macroscopicamente, o pulmdo estava firme e pouco colapsado, com areas multifocais
avermelhadas. Ao corte observaram-se multiplos nodulos claros no parénguima. No colon

havia multiplos nddulos amarelados, circundados por um halo avermelhado.
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Zigomicoses

As zigomicoses foram diagnosticadas em 28 casos, sendo 18 em ruminantes, quatro
em animais de companhia, quatro em aves e um caso em suino e em equino.

Nos ruminantes, a grande maioria dos animais afetados recebia suplementagédo
alimentar. As lesbes foram observadas principalmente no sistema digestorio.
Macroscopicamente, as lesdes caracterizavam-se por areas ulceradas, recobertas por fibrina,
ou avermelhadas na mucosa dos pré-estbmagos, abomaso e intestino. Outros tecidos como
figado, pulméo e cavidade nasal também foram ocasionalmente afetados.

Dos quatro casos diagnosticados em animais de companhia, trés acometeram caes e
um caso ocorreu em um gato. Nos cées, as lesdes foram observadas no estdmago, trato
respiratorio e pele. Macroscopicamente, as lesGes no estbmago e na pele apresentavam-se
como areas multifocais ulceradas e recobertas por fibrina. No trato respiratorio, as lesdes se
caracterizaram por estruturas esbranquigadas, verrucosas e penugentas, na mucosa da traqueia
e broénquios, associado a exsudato esverdeado. Neste caso foi isolado o fungo (da ordem
Mucorales) Cunninghamella bertholettiae. No gato, as lesGes se caracterizaram por areas
dilatadas, com perfuracdes e espessamento da mucosa do duodeno.

Nas aves, 0s trés casos afetaram o trato digestério. Macroscopicamente, as alteracoes
foram inespecificas, tais como impactacdo do ventriculo e, em um caso, houve a perfuracdo
da membrana coilina por um corpo estranho.

No caso diagnosticado em um suino, o animal apresentava cinco dias de idade e
apresentou lesdes ulceradas no estdmago. O equino afetado tinha 18 anos de idade e

apresentou uma massa firme de 4 x 3 cm no prepucio.

Dermatofitose

A dermatofitose foi diagnosticada em 26 casos, sendo 22 em animais de companhia,
trés em ruminantes e um em um cavalo. Em quatro casos o diagnostico foi confirmado pela
cultura micologica, sendo dois casos de Microsporum gypseum em cdes e dois casos de
Trichophyton sp. acometendo um céo e um cavalo.

Dos 22 casos diagnosticados em animais de companhia, 15 foram em cées e sete em
gatos. Em cées, as lesdes estavam restritas a pele e se caracterizavam por areas circulares
alopécicas, com descamacdo, hiperpigmentagdo, com ou sem prurido. Em alguns casos
observaram-se areas crostosas, liquenificacdo da pele, &reas eritematosas e ou ulceradas, com
exsudacéo de material purulento. Nos felinos, em seis casos a pele estava afetada e em apenas

um caso a gengiva foi afetada. As lesdes cutineas observadas nos felinos caracterizaram-se
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principalmente por &reas circulares alopécicas, descamativas, com ou sem prurido. A lesdo na
gengiva se caracterizou por um aumento de volume firme adjacente ao dente canino.

Nos ruminantes, todos os casos acometeram a pele de bovinos. As lesdes
caracterizaram-se por areas de espessamento da epiderme associada a crostas.

No caso diagnosticado no equino, as lesdes se caracterizaram por areas alopécicas bem

delimitadas préximo as narinas.

Malasseziose

A malassseziose foi diagnosticada em 18 casos, sendo 17 em cdes e um caso em
bovino. Todos os casos diagnosticados em cées afetaram a pele. As lesdes se concentraram na
pele e afetaram principalmente abdémen (tronco), orelhas e membros. Macroscopicamente, a
pele das areas afetadas apresentava-se avermelhada, com secrecdo ceruminosa (na orelhas) ou
areas alopécicas crostosas.

O bovino afetado apresentava lesdes cutaneas caracterizadas por crostas focalmente
extensas na regido caudal de ambos os membros toracicos. Histologicamente havia acentuada

hiperceratose ortoceratotica associada a leveduras do fungo.

Criptococose

Foram diagnosticados 11 casos de criptococose, sendo dez casos em animais de
companhia e um caso em um equino. Nos animais de companhia, sete casos foram em gatos e
trés em cdes. Nos gatos, as lesbes foram principalmente disseminadas, afetando a pele e
6rgdos internos. Em dois casos diagnosticados em caes as lesGes foram disseminadas e em um
caso as lesGes estavam restritas ao pancreas. Em um cdo, o diagndstico foi confirmado por
cultura micoldgica, sendo identificado Cryptococcus neoformans. No caso diagnosticado no
equino, a infeccdo estava associada a um quadro de laminite crénica e debilidade do animal.
As lesdes de criptococose estavam restritas aos pulmaes.

Macroscopicamente observaram-se maltiplos nddulos esbranquicados a amarelados,
com consisténcia gelatinosa no parénquima dos 6rgdos. Na pele, as lesbes eram elevadas e

frequentemente ulceradas.

Megabacteriose
A megabacteriose, causada pelo fungo Macrorhabdus ornithogaster, também
conhecido como “megabactéria”, foi diagnosticada em 10 casos em aves (galindceos e ratitas)

com idade até trés anos. Em nove casos as lesdes foram observadas na membrana coilina e em
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apenas um caso a lesdo foi descrita no intestino delgado. Em trés casos foram observadas
multiplas &reas de erosdo na membrana coilina, nos demais casos as alteragdes macroscépicas

descritas eram inespecificas.

Esporotricose

Foram diagnosticados oito casos de esporotricose, sendo seis em gatos e dois em
cavalos. Todos os casos diagnosticados afetaram a pele. Nos gatos, as lesées se concentravam
na pele dos membros e na face, principalmente proximo as narinas. No entanto, casos de
lesBes cutdneas disseminadas também foram descritos. Nos cavalos, as lesdes foram
observadas nos membros pélvicos. Macroscopicamente, as lesdes caracterizaram-se por
maultiplas feridas ulceradas ou recobertas por crostas, em forma de placas levemente elevadas

ou em nodulos.

Outras doencgas micoticas e assemelhadas

Foram ainda diagnosticados dois casos de rinosporidiose (ver reclassificacdo do agente
etioldgico na discussdo) em equinos, ambos afetando a cavidade nasal. Macroscopicamente,
as lesbes caracterizavam-se por nodulos de aspecto verrucoso a polipoide, macios, com
superficie de corte lisa acinzentada. Um caso de histoplasmose foi diagnosticado em um céo
com lesdes ulceradas nos membros, no tronco e no interior das narinas, com curso clinico de
dois meses. Um caso de pneumocistose, diagnosticado no pulméo de em equino, também foi

observado.

DISCUSSAO

As infeccBes causadas por fungos e oomicetos muitas vezes ndo apresentam alteracdes
clinicas caracteristicas que permitam um diagndéstico presuntivo (Kaufman 1992, Jensen et al.
1996), seguido do encaminhamento de amostras apropriadas para a cultura
micoldgica/microbioldgica, que é a técnica padrdo-ouro (Lima et al. 1977), e que permite a
identificacdo especifica do agente etioldgico. Consequentemente, o agente causal de doencas
micéticas e oomicoticas pode ser encontrado ou suspeitado somente durante o exame
histopatolégico dos orgéos e tecidos afetados (Jensen et al. 1996), quando uma percentagem
muito significativa das amostras encontram-se ja fixadas em formol, impossibilitando o envio
para cultura.

Neste estudo retrospectivo, aproximadamente 83,4% (192/230) dos casos de micoses e

pitiose foram diagnosticados com base na analise histomorfologica do agente e em suas
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caracteristicas histoquimicas, enquanto que em 15,6% (36/230), o diagndstico foi confirmado
por exames adicionais especificos. Esses resultados sdo, provavelmente, um reflexo direto do
grande nimero de casos recebidos para exame histopatologico (153/230 casos; cerca de 67%)
e, portanto, na sua grande maioria recebidos fixados. Adicionalmente, em muitos dos casos de
necropsias, as lesdes macroscopicas observadas ndo foram indicativas de micoses, sendo 0s
fungos encontrados durante a avaliacdo histopatoldgica, quando ja ndo havia tecidos
disponiveis para a cultura. Nesses casos, a avaliacdo histomorfoldgica detalhada (incluindo as
coloracdes especiais histoquimicas) pode representar a unica ferramenta disponivel ao
patologista para o estabelecimento do diagndstico etioldgico das lesdes, considerando-se,
obviamente, as suas limitacdes. Esta observacdo no LPV-UFSM revela a provavel realidade
também de outros laboratorios semelhantes, chamando a atencdo para a necessidade da
utilizacdo de outras técnicas adicionais como PCR e IHQ na confirmacdo da etiologia
especifica dessas doencas nessas situagdes. A seguir serdo discutidos os resultados
relacionados a prevaléncia e a aspectos especificos das principais doencas diagnosticadas.

A pitiose foi a doenca mais prevalente, afetando principalmente os equinos, seguidos
pelos caninos e bovinos. No Brasil, a ocorréncia de pitiose foi descrita em diversas regides,
afetando varias espécies animais (Santurio et al. 2006). Na regido Sul do Rio Grande do Sul, a
pitiose foi considerada a principal causa de lesdo cutanea em equinos (Marcolongo-Pereira et
al. 2012) e foi responsavel por aproximadamente 3,5% dos casos diagnosticados em
necropsias nessa espécie em outro estudo realizado no LPV-UFSM (Pierezan et al. 2009).
Nos equinos deste levantamento, a forma cutanea foi a mais prevalente, seguida da forma
nasal, diferindo do descrito por outros autores que classificam a forma intestinal como a
segunda apresentacdo mais prevalente da pitiose em equinos (Leal et al. 2001). Porém, vale
salientar que a maioria dos diagnosticos de pitiose equina eram provenientes de bidpsias
cutaneas, ndo sendo assim avaliada a possibilidade de lesbes intestinais concomitantes. Os
caes foram a segunda espécie mais afetada, apresentando as formas gastrointestinal e/ou
cutanea, seguidos pelos bovinos que apresentaram a forma cutanea. O caso de pitiose em um
felino apresentou caracteristicas morfologicas semelhantes as observadas por outros autores
(Rakich et al. 2005). Apesar de ser um diagndstico pouco comum em felinos, a ocorréncia de
pitiose deve ser considerada como diagndstico diferencial de outras patologias infecciosas ou
neoplasicas do trato gastrointestinal nessa espécie (Rakich et al. 2005). A pitiose cutdnea em
cavalos tem o seu diagnostico histomorfolégico altamente direcionado pela presenca das hifas
nos kunkers, o que ndo ocorre nas demais espécies aqui avaliadas por ndo apresentarem
kunkers (Gabriel et al. 2008, Trost et al. 2009).
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Dentre as micoses, a candidiase foi a mais diagnosticada nos animais domésticos deste
estudo. A maioria dos casos afetou cées e gatos, acometendo principalmente o trato digestério
e a pele. Apesar do elevado numero de diagndsticos de candidiase, na maioria dos casos a
infeccdo era secundaria a um processo patolégico primario de causa infecciosa ou associado a
tratamentos com drogas antimicrobianas, como previamente descrito (Odriquez et al. 1998,
Hesetine et al. 2003). No entanto, casos afetando animais imunocompetentes também tém
sido relatados (Brown et al. 2005). Os aspectos epidemiologicos, as alteracbes macroscopicas
e 0s achados histopatoldgicos e histoquimicos em todas as espécies sdo tipicos da infeccédo
por Candida spp. (Artal 2004).

A aspergilose foi a micose mais diagnosticada nas aves, demonstrando a sua
importancia nessa espécie (Tell 2005, Beernaert et al. 2010). O principal 6rgéo afetado foi o
pulméo, sugerindo que a fonte de infeccdo ocorreu pela inalagdo do agente. Nos ruminantes e
nos equinos as lesbes afetaram principalmente o pulméo e o trato digestério. Em um caso de
aborto em bovinos, a visualizacdo do agente nos foliculos pilosos do feto permitiu o
diagnostico. Basicamente, trés fungos sdo responsaveis por causar abortos, que por ordem de
importancia sdo Aspergillus spp., Candida spp. e zigomicetos (Garcia & Blanco 2000). As
lesbes de aspergilose em cdes ocorreram na cavidade nasal e nas vértebras, sendo que em dois
casos 0Ss animais eram da raca Pastor Alemdo. Casos de aspergilose em cées afetam
principalmente a cavidade nasal, no entanto cdes da raga Pastor Alemdo tém maior
predisposicdo a desenvolver a forma disseminada da doenca, afetando principalmente o tecido
0sseo (Day 2006). A aspergilose nasal é a segunda causa mais comum de descarga nasal em
caes depois das neoplasias (Benitah 2006, Peeters & Clercx 2007). O diagnostico
histomorfoldgico de aspergilose nas vias aéreas e pele é facilitado pela visualizacdo frequente
dos conidioforos, que sdo estruturas caracteristicas desse género (Tell 2005, Beernaert et al.
2010), facilmente visualizadas no exame histopatoldgico.

A zigomicose foi a principal micose diagnosticada em ruminantes, afetando
principalmente o trato digestorio. A ocorréncia de micoses nos pré-estdmagos e abomaso dos
ruminantes pode estar associada a quadros de acidose ruminal, por sobrecarga de carboidratos
na dieta, utilizacdo de antibioticos e outros fatores como prenhez, endometrites, mastites e
septicemias (Chihaya et al. 1988, Chihaya et al. 1992). Casos de zigomicoses Sd0 pouco
comuns em cées, gatos e suinos, afetando principalmente o trato gastrointestinal (Ginn et al.
2007). Dentro da ordem Mucorales, os principais géneros responsaveis por zigomicoses
gastrintestinais incluem Absidia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, dentre outros (Grooters &

Foil 2006). Em um caso de zigomicose afetando o trato respiratério em um céo, o diagndstico
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foi realizado com base nos achados histopatoldgicos, histoquimicos e cultura micoldgica. A
zigomicose gastrointestinal em cdes e gatos deve ser diferenciada da infeccdo por P.
insidiosum (Grooters 2003, Berryessa et al. 2008).

Dentre as micoses que afetaram principalmente a pele destacaram-se a dermatofitose,
a malasseziose e a esporotricose. Em todas as trés doencas a prevaléncia foi alta,
principalmente em cées e gatos. Os padrdes distintos das alteragdes macroscépicas entre as
trés doencas permitem um diagnostico presuntivo, sendo lesdes circulares alopécicas com
descamacdo e hiperpigmentadas indicativas de dermatofitose; lesbes hiperémicas com
secrecdo ceruminosa (orelhas), nos casos de malasseziose; e lesdes em forma de nddulos ou
placas ulceradas ou recobertas por crostas, em casos de esporotricose (Rosser Jr. & Dunstan
2006, Souza 2009). Em apenas um caso de dermatofitose em um felino a lesdo estava
localizada na gengiva formando granulomas conhecidos com pseudomicetomas (Chermette et
al. 2008). O diagnostico de malasseziose em um bovino demonstra a susceptibilidade dessa
espécie a infeccdo por esse agente, sendo necessario que seja incluido como diagnostico
diferencial em lesdes de pele de bovinos (Duarte & Hamdan 2008). Devido ao potencial
zoonotico dessas enfermidades (Rosser Jr. & Dunstan 2006, Chermette et al. 2008, Bond
2010), a realizacdo de um diagnostico preciso é de grande importancia para o controle das
doencgas nos animais, consequentemente evitando a contaminagdo de humanos.

A criptococose € uma doenga micética importante em animais de companhia, afetando
principalmente os felinos. O diagnostico dessa enfermidade pode ser realizado através do
exame histopatologico, baseando-se na morfologia especifica do agente e suas caracteristicas
histoquimicas (Malik et al. 2006, Faria & Xavier 2009, Guarner & Brandt 2011). Os
principais diagnosticos diferenciais da criptococose incluem a histoplasmose e a esporotricose
(Guarner & Brandt 2011). Apesar de ndo ser considerada uma zoonose Ou uma
antropozoonose (Malik et al. 2006), a criptococose em cédes e gatos apresenta um papel
importante na salde pablica, tendo em vista que casos descritos em humanos e em animais
podem resultar de uma fonte ambiental comum (Malik et al. 2006, MacDougall et al. 2007).
Nessa situacdo, os animais infectados podem servir como sentinelas, identificando possiveis
ambientes contaminados que poderiam ser fonte de infeccdo para o homem.

O fungo Macrorhabdus ornithogaster (megabactéria) esta amplamente distribuido e
afeta diversas espécies de aves domeésticas e silvestres, causando perdas econdmicas
consideraveis (Martins et al. 2006). No entanto, estudos mais detalhados dessa enfermidade,
principalmente em aves comerciais, sd0 necessarios para avaliar o grau de impacto dessa

infeccdo na avicultura.



27

A rinosporidiose foi uma causa de rinite nos equinos deste estudo. No Brasil, a
rinosporidiose tem sido descrita em equinos, mulas e bovinos (Londero et al. 1977, Trotte et
al. 2008, Portella et al. 2010). Atualmente, Rhinosporidium seeberi ndo é mais considerado
um fungo, mas um parasita mesomicetozoario, porém tem permanecido em revisfes sobre a
histopatologia das micoses (Guarner & Brandt 2011) e também permaneceu neste estudo,
devido a sua morfologia e semelhangas com fungos como Coccidioides spp., por exemplo.
Os esporangios e endosporos de R. seeberi sdo maiores que as esférulas de Coccidioides spp.
e sua parede esporangial interna cora-se pela mucicarmina (Guarner & Brandt 2011).
Histoplasmose e pneumocistose foram diagnosticadas com uma ocorréncia cada,
evidenciando que a casuistica é baixa na &rea de abrangéncia do LPV-UFSM, mas devem ser

consideradas como diagnosticos diferenciais para as outras micoses.

CONCLUSOES
Este estudo retrospectivo permitiu concluir que: a) as principais doencas micéticas e
oomicoticas diagnosticadas no LPV-UFSM foram: pitiose, candidiase, aspergilose,
zigomicose, dermatofitose, malasseziose, criptococose, megabacteriose e esporotricose; b) a
pitiose foi a enfermidade mais prevalente, afetando principalmente 0s equinos; e ¢) 0s animais
de companhia (cdes e gatos) foram as espécies mais afetadas pelas micoses, destacando-se a

dermatofitose.
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Seven cases of cryptococosis (six cats and one dog) were studied to establish the
determining histomorphological and histochemical characteristics in the histopathological
diagnosis of this condition. Additional data related to the epidemiology, clinical aspects, sites
of the lesions, and gross findings were obtained from the necropsy and biopsy protocols.
Histologically, yeasts were observed inside macrophages or free in the parenchyma,
associated with scarse to severe lymphohistioplasmacytic inflammatory reaction. In the
hematoxylin-eosin (HE) sections, the yeasts were round, with a central cell containing a
nucleus, surrounded by a clear halo (usually non-stained capsule). The techniques of periodic
Schiff acid (PAS), Groccot, and Fontana-Masson (FM) were utilized and demonstrated the
wall of the yeast cells. The FM stain showed the melanin present in these cells. The Alcian
blue and Mayer’s mucicarmin stains showed mainly the yeast capsule of polysaccharides.

The diameter of the cells ranged from 1.67 to 10.00um and the full diameter of the
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encapsulated yeasts varied between 4.17 e 34.16um. Yeast buddings were better observed
through the PAS stain and were narrow based, simple or multiple, mainly in the opposite
poles of the cells or forming chains. The definitive diagnosis of cryptococosis was
established through the histopathological exam, based on the specific morphology of the
agent (encapsulated yeast) and on histochemical proprieties, mostly in the cases without

fungal culture.

INDEX TERMS: Fungal infections, Cryptococcus spp., histomorphology, histochemistry,

veterinary pathology, cats, dog.

RESUMO: Sete casos de criptococose (seis gatos e um cdo) foram estudados para estabelecer
as caracteristicas histomorfologicas e histoquimicas determinantes no diagnostico
histopatoldgico dessa condi¢do. Os dados complementares relacionados a epidemiologia, aos
aspectos clinicos, a localizacdo das lesdes e as alteracbes macroscépicas foram obtidos dos
protocolos de necropsias e biopsias. Na histologia, as leveduras foram observadas no interior
de macrofagos ou livres no parénguima, associadas a reacdo inflamatéria linfo-
histioplasmocitica que variou de escassa a acentuada. Pela técnica de hematoxilina-eosina
(HE) as leveduras eram arredondadas, com célula central contendo um nucleo, circundada por
um halo claro (capsula geralmente ndo corada). As técnicas histoquimicas do acido periddico
de Schiff (PAS), Grocott e Fontana-Masson (FM) foram utilizadas e evidenciaram a parede
das células das leveduras. Pelo FM observou-se a melanina presente nessas células. As
técnicas do azul Alciano e da mucicarmina de Mayer evidenciaram principalmente a capsula
polissacaridica das leveduras. O didmetro das células das leveduras variou de 1,67 a 10,00pum
e o diametro total das leveduras encapsuladas variou entre 4,17 e 34,16um. Os brotamentos
foram melhor visualizados através do PAS e ocorreram em base estreita, de forma Unica ou
mdaltipla, principalmente em polos opostos das células das leveduras ou formando uma cadeia.
O diagnostico definitivo de criptococose foi estabelecido atraves do exame histopatologico,
baseando-se na morfologia caracteristica do agente (levedura encapsulada) e em suas
propriedades tintoriais (histoquimicas), principalmente nos casos em que a cultura micol6gica

ndo foi realizada.

TERMOS DE INDEXACAO: Infecgdes flngicas, Cryptococcus spp., histomorfologia,

histoquimica, patologia veterinaria, felinos, canino.
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INTRODUCAO

Criptococose é a micose sistémica mais comum no gato, mas que também afeta cées, cavalos,
bovinos e muitas outras espécies animais, além de humanos (Caswell & Williams 2007). As
duas espeécies associadas com a doenca em humanos e animais sdo Cryptococcus neoformans
e C. gattii. Essas duas espécies apresentam diferencas com relacdo ao habitat natural, a
epidemiologia, as caracteristicas fenotipicas, as manifestagdes clinicas e a resposta a terapia
antifangica (Sorrel 2001, Bovers et al. 2008). A criptococose ndo é considerada uma doenca
zoonotica ou uma antropozoonose, tendo em vista que Cryptococcus spp. ndo podem se
disseminar no ambiente a partir de lesGes no tecido (Malik et al. 2006). No entanto, casos
descritos em humanos e em animais podem resultar de uma fonte ambiental comum (Malik et
al. 2006, MacDougall et al. 2007).

Cryptococcus spp. sdo fungos pertencentes a classe Blastomycetes, que no tecido
animal e em condic@es ideais de laboratorio, apresentam-se em forma de leveduras com uma
capsula polissacaridica mucoide (Castella et al. 2008). Quatro sorotipos sdo descritos, sendo
0s sorotipos A e D pertencentes a C. neoformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii,
respectivamente, e os sorotipos B e C pertencentes a C. gattii (Bovers et al. 2008, Guarner &
Brandt 2011). Alguns isolados possuem caracteristicas de ambos os sorotipos A e D, e tém
sido classificados como um quinto sorotipo, o sorotipo hibrido AD (Sorrel 2001). C.
neoformans apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo frequentemente isolado de excretas
dessecadas de aves, especialmente pombos urbanos (Farias & Xavier 2009). C. gattii é
encontrado principalmente em areas de plantacGes de eucalipto em climas tropicais (Caswell
& Williams 2007, MacDougall et al. 2007, Datta et al. 2009).

No Brasil ha relatos de C. neoformans e C. gattii isolados em areas urbanas e de mata,
assim como casos clinicos em humanos (Cdrrea et al. 1999, Severo et al. 1999, Montenegro &
Paula 2000, Fortes et al. 2001) e animais (Kommers et al. 2005, Martins et al. 2008, 2010,
Riet-Correa et al. 2011). A infeccdo ocorre principalmente pelo trato respiratério, através da
inalacdo de leveduras ou basididsporos e as lesdes ocorrem principalmente na cavidade nasal
e nos pulmdes (Castella et al. 2008). A disseminacdo do fungo ocorre via hematogena para o
encéfalo, os olhos, a pele e outros 6rgdos (Rodrigues et al. 1999, Farias & Xavier 2009). No
entanto, a infec¢do pode ocorrer na forma de lesdes solitarias na pele ou no tecido subcutaneo,
decorrentes de inoculacgdo direta do agente (Malik et al. 2006, McGill et al. 2009).

A epidemiologia da criptococose depende diretamente da espécie envolvida, sendo C.
neoformans o principal causador da doenga em individuos imunocomprometidos (Rodrigues

et al. 1999, Pappalardo & Melhem 2003). No entanto, C. gattii, além de afetar hospedeiros
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imunossuprimidos, causa a doenga em individuos imunocompetentes (Duncan et al. 2006).
Vérios fatores de viruléncia sdo descritos para os fungos pertencentes ao género
Cryptococcus. Dentre eles destacam-se: a capsula mucinosa composta por polissacarideos,
que bloqueia a interacdo entre anticorpos e receptores da superficie de macrdfagos; a
producdo de melanina e manitol, que apresentam atividades antioxidantes e favorecem o
neurotropismo; e a capacidade de se desenvolver em temperaturas fisiologicas, em torno de
37°C (Kozel 1995, Rodrigues et al. 1999, Steenbergen & Casadevall 2003, Malik et al. 2006).

Infecgbes micdticas muitas vezes ndo apresentam alteracGes clinicas e lesdes
macroscopicas caracteristicas que permitam um diagndstico presuntivo (Kaufman 1992,
Jensen et al. 1996), o qual possa ser confirmado pela cultura micolégica, que é a técnica
padrdo-ouro (Lima et al. 1977). Consequentemente, o agente causal pode ser encontrado ou
suspeitado somente durante o exame histopatologico dos tecidos afetados (Jensen et al. 1996).
Nesses casos, 0 reconhecimento detalhado das caracteristicas histomorfoldgicas e
histoquimicas desses fungos constitui-se na principal ferramenta de diagndstico etioldgico.
Com esse objetivo, foram analisados e discutidos os aspectos histomorfolégicos e
histoquimicos de sete casos de criptococose diagnosticados em animais de companhia no
Laboratdrio de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
Aspectos clinico-epidemioldgicos também foram apresentados.

MATERIAL E METODOS
Sete casos de criptococose (seis gatos e um cdo), diagnosticados no LPV-UFSM, foram
selecionados para este estudo. Avaliaram-se 0s dados epidemiolégicos (incluindo raca, sexo e
idade), sinais clinicos, alteracBes macroscépicas e histologicas descritas nos protocolos de
necropsias (quatro casos; Felinos 1-3 e Canino 1) ou de exames histopatoldgicos a partir de
biopsias (trés casos; Felinos 4-6). Os espécimes provenientes de necropsias ou bidpsias
haviam sido fixados em formol a 10% e processados rotineiramente para histopatologia.
SecOes de 3um, coradas pela hematoxilina e eosina (HE), foram avaliadas visando
principalmente classificar e quantificar a resposta inflamatoria em cada caso e nos diferentes
orgéos afetados. Utilizaram-se também técnicas histoquimicas como a impregnagéo pela prata
de Grocott (GMS), acido periédico de Schiff (PAS), azul Alciano (AA), mucicarmina de
Mayer (MM) e Fontana-Masson (FM). As imagens e as dimensdes das leveduras (incluindo a
célula da levedura, a espessura da capsula e o diametro total da levedura) foram obtidas
através de um microscépio Olympus BX51, com camera digital DP21, controlada pelo

programa Olympus CellSens®.
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RESULTADOS
A epidemiologia, os sinais clinicos e o desfecho dos casos analisados encontram-se no
Quadro 1 e a localizacédo das lesdes e as alteracbes macroscopicas observadas nas necropsias e
nos tecidos obtidos de bidpsias encontram-se no Quadro 2. Dos sete casos estudados, somente
em dois (Felinos 1 e 3) houve suspeita clinica de criptococose. No Felino 1 foi enviado
material para cultura micoldgica, sendo cultivado Cryptococcus neoformans. Nos demais
casos ndo houve suspeita clinica de criptococose e o0 diagndstico definitivo foi realizado com
base nas alteracdes histologicas, pela demonstracdo do agente e de suas caracteristicas atraves

de diversas técnicas histoquimicas.

Quadro 1. Dados epidemioldgicos, sinais clinicos e desfecho de casos de criptococose em
caninos e felinos

Espécie Animal Raca Sexo Idade Sinais clinicos Desfecho
(n°) (anos)
Felina
1* SRD M 2 Linfadenopatia submandibular bilateral, EUT
disfagia e dispneia
2 Persa F 5 Tosse ME
3 SRD F 1,7 Emagrecimento acentuado ME
4 SRD F NI Anorexia, abddmen abaulado, sinais ME
neuroldgicos
5 SRD M 2 Les&o no digito do membro pélvico NI
esquerdo
6 SRD M NI Feridas ulceradas em cabeca, pescogo, NI
regido periorbital, comissura labial e
membros
Canina
1 Labrador M 1 Anorexia, incoordenacdo motora e ME
cegueira

* Foi isolado Cryptococcus neoformans na cultura micolégica dos linfonodos; SRD = sem
raca definida; M = macho; F = fémea; NI = ndo informado. ME = morte espontanea; EUT =
eutanasia.

Na coloracdo de HE as leveduras de Cryptococcus sp. estavam associadas a infiltrado
inflamatdrio constituido predominantemente por macréfagos (com citoplasma abundante),
linfocitos e plasmdcitos. A intensidade da reacdo inflamatoria variou conforme o tecido
analisado. Resumidamente, na pele a reacdo foi moderada a acentuada, na faringe acentuada,
nos linfonodos leve a acentuada, no rim, no encéfalo e no cerebelo variou de ausente a
moderada, nos pulmdes foi leve e no figado ausente.

Nos casos em que havia acentuada reacdo inflamatdria as leveduras podiam ser
visualizadas principalmente no citoplasma de macrdéfagos e raramente livres no tecido. No
citoplasma de macréfagos as leveduras ocorreram de forma Unica ou em grupos. Em casos

com reacdo inflamatoria leve as leveduras eram observadas formando aglomerados que, por
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vezes, eram circundados por escasso infiltrado inflamatério linfo-histiocitico. Em lesdes
cutdneas ulceradas, além do infiltrado linfo-histiocitico, havia moderado infiltrado

inflamatdrio neutrofilico subjacente as Ulceras.

Quadro 2. Localizacdo e macroscopia das lesdes em casos de criptococose em
animais de companhia.

Espécie Animal Localizagdo das lesdes Macroscopia
(n%)
Felina
1 Linfonodos, palato mole e Massas branco-acinzentadas
faringe
2 Coragdo, linfonodos, bago,  Linfadenomegalia com superficie esbranquigada, exsudato fibrino-
pulmao, lingua, figado, rime  purulento nos seios nasais, pulmdes consolidados e palidos.
cerebelo Ulceras no palato mole e n6dulos na lingua. Nodulos
esbranquigados nos rins.
3 Pele, figado, bago, pulmdo,  Ndédulos ulcerados na pele da cabega, membros e regides torécica e
encéfalo e linfonodos abdominal. Linfadenomegalia com superficie esbranquicada.
4 Rim e pulmao Avreas esbranquicadas e circulares no rim
5 Pele Sem descricao
6 Pele Pele hirsuta com crostas
Canina
1 Encéfalo Sem alteracdo

Quadro 3. Tamanho e propriedades histoquimicas das leveduras em casos de
criptococose em animais de companhia.

Diametro (um) Histoquimica
Espécie/N°  Levedura* Célula HE AA MM PAS GMS FM
CE CA CE CA CE CA CE CA CE CA CE CA
Felina
1 550-7,82  200-464 + - + + e
2 599-34,16  2,22-523 + +/- + o+ + + + +/- + - + -
3 6,72-21,11 255-523 + - + o+ + o+ 4 - + - + -
4 16,33-23,70 4,78-10,00 + +/- + o+ + + + - + - + -
5 5,19 - 7,58 2,64 -3,71 + - + o+ + + +  4H- o+ - + -
6 417-1895 2,16-867 + +- + + R S
Canina
1 13,77-22,98  167-728 + H- + + L S R

*Compreende célula + cépsula polissacaridica. CE: célula da levedura; CA: cépsula da
levedura; HE: hematoxilina e eosina; AA: azul Alciano; MM: mucicarmina de Mayer; PAS:
acido periddico de Schiff; GMS: Grocott; FM: Fontana-Masson; (+): positiva; (+/-): raras
estruturas fracamente positivas; (-): negativas.

O aspecto morfoldgico caracteristico e as propriedades tintoriais padrdo estdo
ilustrados na Figura 1 (A-F). As leveduras de Cryptococcus sp. eram arredondadas,
compostas por um halo claro, que geralmente ndo corou pela HE (capsula da levedura),
circundando uma estrutura levemente basofilica, que era redonda, levemente alongada ou, as
vezes, em forma de foice (célula da levedura). No interior de algumas células era possivel

observar material granular, por vezes arredondado, levemente eosinofilico (nucleo da célula
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da levedura). As capsulas das leveduras tinham diferentes espessuras e, por ndo corarem,

conferiam ao tecido um aspecto vacuolizado, conhecido como “lesdo em bolha de sabao”

Fig.1. Criptococose em caninos e felinos. (A) Leveduras de Cryptococcus sp. arredondadas
com célula central circundada por uma céapsula que ndo se cora, conferindo ao tecido um
aspecto de “lesdo em bolha de sabdao”. No detalhe a célula da levedura levemente
basofilica circundada por uma cépsula espessa ndo corada (hematoxilina e eosina). (B)
Leveduras fortemente coradas em azul. No detalhe a levedura apresentou capsula com
aspecto radiado externamente e parede fortemente corada (azul Alciano). (C) Leveduras
fortemente coradas em vermelho. No detalhe a levedura apresentou capsula com aspecto
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radiado externamente e parede fortemente corada (mucicarmina de Mayer). Somente as
células das leveduras coraram fortemente nas coloragbes do &cido periddico de Schiff(D),
Grocott (E) e Fontana-Masson (F). Barra = 20pum.

O tamanho das leveduras de Cryptococcus sp. e as propriedades histoquimicas do
fungo estdo resumidos no Quadro 3. O didmetro das células das leveduras variou de 1,67 a
10pum. A espessura da parede celular variou de 0,17 a 1,18um.

A cépsula das leveduras foi evidenciada pelas técnicas histoquimicas de AA e MM.
Na coloracdo de AA, a capsula apresentava-se fortemente azulada e com aspecto radiado
(Fig.1B). A espessura da capsula apresentou variacdes de acordo com a localizagcdo da
levedura no tecido em alguns casos. A capsula era mais delgada em leveduras visualizadas no
citoplasma de macréfagos (variando de 0,94 a 7,41um), enquanto que leveduras livres nos
tecidos apresentavam capsulas mais abundantes (1,87 a 11,34um). O didmetro total das
leveduras (incluindo a cépsula) variou de 4,17 a 34,16um. Além da capsula, a parede das
células das leveduras era, muitas vezes, fortemente corada por essas duas técnicas. Raras
leveduras nao apresentavam coloracdo na cépsula pelo AA e pelo MM e a parede
apresentava-se levemente azulada no AA. Pela MM a cépsula apresentou aspecto radiado,
semelhante ao descrito no AA (Fig.1C). Em algumas leveduras as células eram circundadas
por material levemente avermelhado e a parede das células era fortemente corada.

As cépsulas de raras leveduras coraram-se levemente na coloragdo de HE (Felinos 2,
4, 6 e Canino 1) e apresentaram aspecto levemente radiado basofilico (Fig.2A). No PAS
(Felinos 2, 5, 6 e Canino 1) a cépsula de poucas leveduras apresentou aspecto radiado com

coloracdo rosea (Fig.2B).

&> *."
A )} s
Fig.2. Criptococose em caninos e felinos. Levedura de Cryptococcus apresentou (A) leve

coloracgéo basofilica radiada na capsula na coloracdo de hematoxilina e eosina e (B) rosea
na coloragdo de &cido periddico de Schiff. Barra = 10um.
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As células das leveduras coraram fortemente pelo PAS e foram fortemente
impregnadas pela prata no GMS. No PAS, a parede das células era fortemente positiva,
apresentando coloracdo résea com bordos levemente mais corados (Fig.1D). Em algumas
leveduras era possivel observar nicleos no interior das células..

Os brotamentos foram melhor visualizados no PAS do que no HE e ocorreram em
base estreita, principalmente de forma Unica, mas também madltipla, em polos opostos das
células das leveduras ou formando cadeias (Fig.3A-D). No GMS apenas a parede da célula
das leveduras apresentou forte impregnacdo enegrecida (Fig.1E). Ndo foram observadas
diferengas tintoriais entre as células de tamanho grande e pequeno ou com cépsula (ndo
corada) abundante ou escassa.

Na coloracdo de FM, todos os casos apresentaram forte evidenciacdo da melanina na
parede das células das leveduras (Fig.1F). A intensidade da coloracdo variou de marrom-
acinzentada a enegrecida. Independentemente do tamanho das células e da quantidade de
capsula, todas as paredes foram positivas para melanina.

Além de permitirem uma melhor visualizacdo dos componentes estruturais das
leveduras, sejam eles a capsula ou a célula, as coloracGes de PAS, GMS, AA, MM e FM
facilitaram a visualizacdo da invasao/disseminacdo do agente em diversos 6rgaos e tecidos.

Em trés casos foram observadas alteracdes nos aspectos morfolégicos e histoquimicos
padrdo das leveduras. Em dois casos com lesdes cutaneas (Felinos 5 e 6) as leveduras
apresentavam uma grande quantidade de células pequenas (“células filhas”), com diametro
que variou de 1,03 a 2,27um. As células filhas eram visualizadas no interior do mesmo halo
da célula méae e muitas vezes eram visualizadas mais de uma célula filha. Nesses dois casos, a
grande maioria das leveduras estava no citoplasma de macréfagos, eram eosinofilicas e
tinham nacleos abundantes, que, por vezes, ocupavam quase toda a célula (Fig.4A). No AA e
na MM essas leveduras apresentavam pouca capsula e parede fortemente corada (Fig.4B). A

parede das células filhas também era positiva no PAS, no GMS e no FM.
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Fig.3. Criptococose em caninos e felinos. (A) Observa-se brotamento Unico em base estreita.
(B) Uma célula com dois brotamentos. (C,D) Brotamentos em base estreita formando uma
cadeia (&cido periddico de Schiff).

Fig.4. Criptococose cutanea em felinos. (A) Numerosas “células filhas” (células menores)
proximas de uma “célula mae” (células maiores) (hematoxilina e eosina). (B) A capsula e a
parede das células filhas e das células maes coraram-se fortemente na coloragdo de azul
Alciano. Barra = 20um.
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Em um caso com envolvimento pulmonar (Felino 2), algumas leveduras localizadas
em é&reas de hemorragia apresentaram-se com células grandes de parede acentuadamente
espessa e eosinofilica (Fig.5A). Em algumas era possivel identificar trés padrbes de
coloracdo: um halo interno levemente basofilico, seguido de uma camada fortemente
eosinofilica e bordos basofilicos a anfofilicos. A espessura da parede variou de 0,66 a
3,06pm. Nas coloragdes de AA e MM essas leveduras apresentavam céapsula fortemente
corada (Fig.5B) e a parede espessa apenas corada pela contracoloracdo. No PAS a parede
apresentou halo central intensamente corado circundado por uma camada levemente violacea.
No GMS e no FM apenas a célula apresentou-se enegrecida e a camada circundante corou-se
apenas com as contracoloracfes de cada técnica (verde e rosa, respectivamente) (Fig.5C,D).
Nas areas adjacentes a hemorragia nos pulmdes e nos demais 6rgaos ndo foi observado esse

espessamento da parede da célula.

Fig.5. Criptococose pulmonar em um felino. (A) Leveduras apresentaram acentuado
espessamento da parede da célula. No detalhe a parede da célula foi fortemente eosinofilica
(hematoxilina e eosina). (B) Na coloracdo de azul Alciano, o espessamento da parede da
célula apresentou apenas a contracoloracdo enquanto a capsula esta fortemente corada. (C).
Nas coloragdes de Grocott e (D) Fontana-Masson apenas a célula apresentou-se enegrecida
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enquanto que a camada circundante corou-se apenas com as respectivas contracoloragdes.
Barra = 20pm.

DISCUSSAO

A dificuldade na formulacdo de um diagnostico presuntivo de criptococose pode estar
diretamente associada a diversidade na sua apresentacdo clinica e na distribuicdo das lesdes
(Faria & Xavier 2009), como visto nos casos aqui estudados. Na maioria desses casos 0S
sinais clinicos foram inespecificos e ndo permitiram um direcionamento no diagndstico. Os
achados macroscopicos, bem como a distribuicdo das lesdes em diversos 6rgdos, muitas vezes
mimetizaram alteracdes neoplasicas, dificultando o diagnostico presuntivo de criptococose. O
diagndstico definitivo foi realizado com base nas alterac6es histopatoldgicas em seis dos sete
casos, pois somente em um gato foi realizada a cultura micoldgica. Situacdo semelhante tem
sido descrita por outros autores em infeccdes micéticas que, muitas vezes, ndo apresentam
alteracdes clinicas caracteristicas que permitam um diagnoéstico presuntivo (Kaufman 1992,
Jensen et al. 1996), seguido da auséncia de cultura micolégica, que € a técnica padrdo-ouro
(Lima et al. 1977), e que permite a identificacdo definitiva do agente etioldgico.
Consequentemente, o0 agente causal de doencas micoticas (e oomicoéticas) pode ser encontrado
ou suspeitado somente durante o exame histopatoldgico dos tecidos afetados (Jensen et al.
1996). Nesses casos, nos quais ndo é possivel a cultura e a identificacdo do fungo, o
reconhecimento das caracteristicas morfologicas e histoquimicas das leveduras de
Cryptococcus spp. sdo as principais ferramentas de diagndstico (Guarner & Brandt 2011).
Neste estudo, essas caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas das leveduras foram
semelhantes nos casos sem cultura e no caso com cultura bem sucedida.

No exame histopatoldgico, o padrdo morfoldgico do fungo observado neste estudo foi
semelhante ao descrito por outros autores (Malik et al. 2006, Faria & Xavier 2009, Guarner &
Brandt 2011). Em todos os casos as leveduras apresentavam uma célula central, com presenca
de um ndcleo, circundada por uma cépsula espessa (polissacaridica) que geralmente ndo se
corava pelo HE. Esse padrdo morfologico das leveduras de Cryptococcus spp. tem sido
descrito como caracteristico por diversos autores (Bose et al. 2003, McFadden et al. 2006,
Okagaki et al. 2010, Guarner & Brandt 2011, Kronstad et al. 2011).

Varia¢Oes no tamanho da célula das leveduras, na espessura da capsula e no didmetro
total das leveduras podem ser associadas a infecgdo por sorotipos diferentes. Estudos
realizados em casos de criptococose humana e infec¢fes experimentais em animais tém

também demonstrado variagdes na espessura da capsula, na parede e no didmetro da célula
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das leveduras de acordo com o érgdo analisado e o tempo de infecgdo (Feldmesser et al. 2001,
Del Poeta 2004, Charlier et al. 2005, Xie et al. 2012). Diversos autores tém sugerido que o
espessamento da capsula ocorre principalmente em leveduras maduras devido a adicdo de
novos polissacarideos e nanoproteinas a estrutura pré-existente (Charlier et al. 2005,
McFadden et al. 2006). Apesar de haver variacdo na espessura da capsula das leveduras nos
casos de criptococose deste estudo, ndo foram observadas leveduras totalmente sem capsula.
Em alguns pacientes humanos as leveduras de Cryptococcus spp. podem apresentar-se pouco
(Guarner & Brandt 2011) ou ndo encapsuladas (Gazzoni et al. 2008), tornando-as semelhantes
a Candida spp. ou Histoplasma spp. A coloragdo positiva para melanina identifica que as
leveduras s@o de Cryptococcus spp. em situagcdes como essa (Guarner & Brandt 2011).

O tamanho das leveduras variou de acordo com a sua localizacdo. Leveduras menores
foram observadas, na sua grande maioria, no interior de macréfagos, enquanto que leveduras
maiores eram visualizadas principalmente livres no parénquima dos érgdos. Essa diferenca na
localizagéo entre leveduras pequenas e grandes pode estar relacionada principalmente com
relacdo a abundancia de cépsula, tamanho da célula ou localizacdo da levedura em
determinados Orgdos. Estudos tém demonstrado que leveduras menores e com pouca capsula
foram observadas principalmente no interior de macrofagos devido a facilidade de
opsonizacdo e formacdo de fagolisossomas no interior de macrofagos (Xie et al. 2012),
enquanto que leveduras grandes, com capsula abundante, eram observadas principalmente
livres nos tecidos (Feldmesser et al. 2001, Okagaki et al. 2010).

A variacdo no tamanho da célula das leveduras é um achado constante nas infeccdes
em humanos e em animais (Feldmesser et al. 2001, Okagaki et al. 2010, Xie et al. 2012). No
entanto, neste estudo ndo foram observadas leveduras com células de tamanho gigante
(denominadas ‘“‘células titds”), como descritas em alguns casos de criptococose com
envolvimento pulmonar (em humanos e camundongos), as quais podem atingir até 100um de
didmetro (Feldmesser et al. 2001, Okagaki et al. 2010).

Os brotamentos das leveduras, na sua maioria, apresentavam caracteristicas
morfoldgicas semelhantes as descritas por outros autores (McFadden et al. 2006, Guarner &
Brandt 2011). No entanto, variagdes na quantidade de brotamentos e no ponto de origem na
celula foram observadas em alguns casos. Em casos com brotamentos multiplos, dando um
aspecto em cadeia as leveduras, € fundamental realizar a diferenciacdo entre esse tipo de
brotamento e infec¢bes por fungos que podem apresentar-se como leveduras ou estruturas
filamentosas nos tecidos, como Candida spp. (Guarner & Brandt 2011). Cryptococcus spp.

apresentam forma filamentosa quando localizados no meio ambiente ou em condicdes
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especiais de cultura, associada a fase de reproducdo sexuada (Bovers et al. 2008, Kronstad et
al. 2011).

A abundéncia de células filhas observada nos casos de envolvimento cutaneo em
felinos pode estar associada ao local priméario da infeccdo e ao periodo inicial de
multiplicacdo do agente no tecido. Casos de leveduras com grande quantidade de células
filhas pequenas ndo podem ser confundidos com o estagio de reproducdo baseados na
formacdo de micélios com basidiosporos, tendo em vista que essa forma de reproducédo
sexuada s6 tem sido descrita no meio ambiente e em condi¢BGes especiais de laboratério
(Kronstad et al. 2011), néo existindo relatos da forma sexuada de reproducdo da levedura de
Cryptococcus spp. em tecidos infectados.

As propriedades histoquimicas das leveduras de Cryptococcus spp. foram conforme
descritas na literatura (Malik et al. 2006, Faria & Xavier 2009, Guarner & Brandt 2011). No
entanto, em alguns casos ocorreu leve coloracdo radiada da cépsula nas técnicas de HE e
PAS; isso sugere que alguns componentes da parede da célula da levedura podem também
estar presentes na capsula em menores quantidades. Situacdo semelhante também foi
observada em todos os casos utilizando-se AA e MM, que coram fortemente a capsula e a
parede da célula das leveduras, reforcando uma possivel semelhanca de alguns componentes
presentes nessas duas estruturas. Estudos com leveduras mutantes, com alteragdes nos
componentes da parede celular, principalmente glucagon, tém resultado em células com
paredes defeituosas e sem capsula, indicando possivel associa¢do necessaria da capsula com a
parede, embora ainda ndo se saiba se essa interacdo é direta ou indireta através de outro
componente celular (Doering 2009).

Em um caso de infeccdo pulmonar em um felino observou-se, pelo HE, um
espessamento eosinofilico circundando a parede da célula, com caracteristicas morfologicas
semelhantes as descritas por Xie et al. (2012) em infeccBes de humanos. Diferentemente
desses autores, que propdem espessamento da capsula, através das técnicas histoquimicas
evidenciou-se que o espessamento era na verdade na parede, tendo em vista que, nas
coloragOes especificas para a capsula, 0 espessamento corou-se apenas pela coloracdo de

fundo.

CONCLUSAO
O diagndéstico etioldgico da criptococose em cées e gatos pode ser realizado através do exame
histopatolégico, baseando-se na morfologia especifica do agente e em suas caracteristicas

histoquimicas tipicas, principalmente naqueles casos em que a cultura micoldgica ndo esta
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disponivel. Para isso é necessario o conhecimento do padrdo morfoldgico e histoquimico da
infeccdo por Cryptococcus spp., assim como suas variagcdes morfoldgicas e histoquimicas nos
tecidos afetados. A presenca da capsula polissacaridica e a producao de melanina diferenciam

esse agente de outros fungos leveduriformes que afetam animais domésticos.

Agradecimentos.- G.J.N. Galiza e C. Tochetto (doutorado), T.M. Silva e R.A. Caprioli
(iniciacdo cientifica - PIBIC) sdo bolsistas do CNPg. F.B. Rosa (doutorado) é bolsista da
CAPES. G.D. Kommers € bolsista de Produtividade do CNPq (PQ-2). O projeto é financiado
pelo CNPq - Edital Universal (Proc. 474839/2012-5).

REFERENCIAS

Bose I., Reese A.J., Ory J.J., Janbon G. & Doering T.L. 2003. A yeast under cover: the
capsule of Cryptococcus neoformans. Eukaryotic Cell 2(4):655-663.

Bovers M., Hagen F. & Boekhout T. 2008. Diversity of the Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii species complex. Revta Iberoam. Micol. 25:54-S12.

Charlier C., Chrétien F., Baudrimont M., Mordelet E., Lortholary O. & Dromer F. 2005.
Capsule structure changes associated with Cryptococcus neoformans crossing of the blood-
brain barrier. Am. J. Pathol. 166(2):421-432.

Castelld G., Abarca M.L. & Cabafies F.J. 2008. Criptococosis y animales de compafiia. Revta
Iberoam. Micol. 225:519-S24.

Caswell J.L. & Williams K.J. 2007. Infectious diseases of the respiratory system, p. 579-650.
In: Maxie M.G. (Ed.), Jubb, Kennedy, and Palmer’s Pathology of Domestic Animals.
Vol.2. 5" ed. Saunders Elsevier, St Louis.

Correa M.P.S.C., Oliveira E.C., Duarte R.R.B.S, Pardal P.P.O., Oliveira F.M. & Severo L.C.
1999. Criptococose em criancas no Estado do Para, Brasil. Revta Soc. Bras. Med. Trop.
332(5):505-508.

Datta K., Bartlett K.H., Baer R., Bynes E., Galanis E., Heitman J., Hoang L., Leslie M.J.,
MacDougall L., Magill S.S., Morshed M.G. & Marr K.A. 2009. Spread of Cryptococcus
gattii into Pacific Northwest Region of the United States. Emerg. Infect. Dis. 15(8):1185-
1191.

Del Poeta M. 2004. Role of phagocytosis in the virulence of Cryptococcus neoformans.
Eukaryotic Cell 3(5):1067-1075.

Doering T.L. 2009. How sweet it is! Cell wall biogenisis and polysaccharide capsule

formation in Cryptococcus neoformans. Annu. Rev. Microbiol. 63:223-247.



48

Duncan C., Stephen C. & Campbell J. 2006. Clinical characteristics and predictors of
mortality for Cryptococcus gattii infection in dogs and cats of southwestern British
Columbia. Can. Vet. J. 47:993-998.

Farias R.O. & Xavier M.O. 2009. Criptococose, p.191-203. In: Meireles M.C.A. & Nascente
P.S. (Eds), Micologia Veterinaria. Ed. Universitaria UFPEL, Pelotas, RS.

Feldmesser M., Kress Y. & Casadevall A. 2001. Dynamic changes in the morphology of
Cryptococcus neoformans during murine pulmonary infection. Microbiol. 147:2355-2365.

Fortes S.T., Lazéra M.S., Nishikawa M.M., Macedo R.C.L. & Wanke B. 2001. First isolation
of Cryptococcus neoformans var. gattii from a native jungle tree in the Brazilian Amazon
rainforest. Mycoses 44:137-140.

Gazzoni A.F., Pegas K.L. & Severo L.C. 2008. Técnicas histopatoldgicas no diagnéstico de
criptococose por Cryptococcus deficientes de capsula: relato de caso. Revta Soc. Bras.
Med. Trop. 41(1):76-78.

Guarner J. & Brandt M. 2011. Histopathologic Diagnosis of Fungal Infections in the 21%
Century. Clin. Microbiol. Rev. 24(2):247-280

Jensen H.E., Schgnheyder HC, Hotchi M & Kaufman L. 1996. Diagnosis of systemic
mycoses by specific immunohistochemical tests. Acta Pathol., Microbiol. Immunol. Scand.
104(4):241-258.

Kaufman L. 1992. Immunohistologic diagnosis of systemic mycoses: an update. Eur. J.
Epidemiol. 8(3):377-382.

Kommers G.D., Souza T.M., Souto M.A.M., LaCorte, F.D. & Barros C.S.L. 2005.
Criptococose pulmonar granulomatosa em um equino. Cienc. Rural 35(4):938-940.

Kozel T.R.1995. Virulence factors of Cryptococcus neoformans. Trends Microbiol. 3(8):295-
298.

Kronstad J.W., Attarian R., Cadieux B., Choi J., D’Souza C.A., Geddes J.M.H., Hu G., Jung
W.H., Kretschmer M., Salkia S. & Wang J. 2011. Expanding fungal pathogenesis:
Cryptococcus breaks out of the opportunistic Box. Nature 9:193-203.

Lima A.O., Soares J.B., Greco J.B., Galizi J. & Cancado J.R. 1977. Métodos de Laboratorio
Aplicados a Clinica. 5% ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro.

MacDougall L., Kidd S.E., Galanis E., Mak S., Leslie M.J., Cieslak P.R., Kronstad J.W.,
Morshed M.G. & Bartlett K. 2007. Spread of Cryptococcus gattii in British Columbia,
Canada, and detection in the Pacific Northwest, USA. Emerg. Infect. Dis. 13(1):42-50.



49

Malik R., Krockenberger M., O’Brien C.R., Martin P., Wigney D. & Medleau L. 2006.
Cryptococosis, p.584-598. In: Greene C.E. (Ed.), Infectious Diseases of the Dog and Cat.
3"ed. Saunders Elsevier, St Louis.

Martins D.B., Barbosa A.L.T., Cavalheiro A., Lopes S.T.A., Santurio J.M., Schossler J.E. &
Mazzanti C. 2008. Diagndstico de criptococose canina pela citologia por agulha fina.
Cienc. Rural 38(3):826-829.

Martins D.B., Zanette R.A., Franca R.T., Howes F., Azevedo M.I., Botton S.A., Mazzanti C.,
Lopes S.T.A. & Santurio J.M. 2010. Massive cryptococcal disseminated infection in an
Immunocompetent cat. Vet. Dermatol. 22:232-234.

McFadden D., Zaragoza O. & Casadevall A. 2006. The capsular dynamics of Cryptococcus
neoformans. Trends Microbiol. 14(11):497-505.

Mcgill S., Malik R., Saul N., Beetson S., Secombe C., Robertson I. & Irwin P. 2009.
Cryptococosis in domestic animals in Western Australia: a retrospective study from 1995-
2006. Med. Mycol. 47:625-639.

Montenegro H. & Paula C.R. 2000. Environmental isolation of Cryptococcus neoformans var.
gattii and C. neoformans var. neoformans in the city of Sdo Paulo, Brazil. Med. Mycol.
38:385-390.

Pappalardo M.C.S.M. & Melhem M.S.C. 2003. Cryptococcosis: A review of the Brazilian
experience for the disease. Revta Inst. Med. Trop. Séo Paulo 45(6):299-305.

Okagaki L.H., Strain A.K., Nielsen J.N., Charlier C., Baltes N.J., Chrétien F., Heitman J.,
Dromer F. & Nielsen K. 2010 Cryptococcal Cell Morphology Affects Host Cell
Interactions and Pathogenicity. Plos Pathogens 6(6):1-15.

Riet-Correa F., Krockenberger M., Dantas A.F.M. & Oliveira D.M. 2011. Bovine
cryptococcal meningoencephalitis. J. Vet. Diagn. Invest. 23(5):1056-1060.

Rodrigues M.L., Alviano C. & Travassos L.R. 1999. Pathogenicity of Cryptococcus
neoformans: virulence factors and immunological mechanisms. Microbes Infect. 1(4):293-
301.

Severo L.C., Oliveira F.M. & Londero A.T. 1999. Cryptococosis due to Cryptococcus
neoformans var. gattii in Brazilian patients with AIDS. Report of three cases. Revta
Iberoam. Micol. 16:152-154.

Sorrel T.C. 2001. Cryptococcus neoformans variety gattii. Med. Mycol. 39:155-168.

Steenbergen J.N. & Casadevall A. 2003. The origin and maintenance of virulence for the

human pathogenic fungus Cryptococcus neoformans. Microbes Infec. 5:667-675.



50

Xie S., Saob R., Brauna A. & Bottonea E.J. 2012. Difference in Cryptococcus neoformans
cellular and capsule size in sequential pulmonary and meningeal infection: a postmortem
study. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 73:49-52.



4 ARTIGO 3- Utilizacao de trés métodos imuno-histoquimicos na
deteccao de aspergilose e zigomicose em animais

Glauco J.N. Galiza, Camila Tochetto, Fabio B. Rosa, Welden
Panziera, Taiara M. da Silva, Rafaela A. Caprioli, Glaucia D.

Kommers

(Artigo a ser submetido para a revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira)



52

Utilizacao de trés métodos imuno-histoquimicos na detec¢do de aspergilose e

. . . . 15
Zlgomicose em animails

Glauco J.N. Galiza®, Camila Tochetto?, Fabio B. Rosa?, Welden Panziera?, Taiara M.

da Silva'’, Rafaela A. Caprioli®, Glaucia D. Kommers*®*

ABSTRACT.- Galiza G.J.N., Tochetto C., Rosa F.B., Panziera W., Silva T.M., Caprioli R.A.,
Lovato M. & Kommers G.D. 2013. [Utilization of trhee immunohistochemical methods in
the detection of aspergyllosis and zygomyecosis in animals]. Utilizacdo de trés métodos
imuno-histoquimicos na deteccdo de aspergilose e zigomicose em animais. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laborat6rio de Patologia Veterinaria, Departamento de
Patologia, Universidade Federal de Santa Maria, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil.

E-mail: glaukommers@yahoo.com

Aiming to optimize the use of the immunohistochemical technique (IHC) in the detection of
Aspergillus spp. and zygomycetes, two fungal-specific monoclonal antibodies were utilized in
tissue fragments (formalin-fixed paraffin-embedded), previously diagnosed as aspergillosis or
zygomycosis. Tissues were submitted to three different detection systems (two biotinilated
and one nonbiotinilated). Both antibodies showed high specificity and sensitivity in the
examined tissues. No cross-reactions were observed between the antibodies utilized and the
agents evaluated (including cases of aspergillosis, zygomycosis, candidiasis and pythiosis).
However, nonspecific reactions in hyphae were observed in some cases, but were eliminated
by mean of one of the detection systems used. In the aspergylloses cases, with the
streptavidin-biotin-alkaline phosphatase method, nonspecific reactions were not observed. In
the zygomycoses cases, nonspecific reactions did not occur utilizing the polymer. The IHC
technique showed to be a useful tool detecting and confirming aspergillosis and zygomycosis

in this retrospective study.
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INDEX TERMS: Immunohistochemistry, mycoses, cross-reactions, nonspecific reactions.

RESUMO.- Visando a otimizacdo do uso da técnica de imuno-histoquimica (IHQ) na
deteccdo de Aspergillus spp. e zigomicetos, utilizaram-se dois anticorpos monoclonais fungo-
especificos em fragmentos de tecidos de animais (fixados em formol e embebidos em
parafina) com diagndstico histomorfologico prévio de aspergilose e zigomicose, 0s quais
foram submetidos a trés sistemas de deteccdo diferentes (dois biotinilados e um néo
biotinilado). Os dois anticorpos apresentaram alta especificidade e sensibilidade nos tecidos
examinados. N&o ocorreram reacOes cruzadas entre os anticorpos utilizados e os agentes
etiologicos avaliados (incluindo casos de aspergilose, zigomicose, candidiase e pitiose). No
entanto, reacdes inespecificas foram observadas nas hifas em alguns casos, as quais puderam
ser eliminadas através de um dos métodos de deteccdo utilizados. Para a aspergilose, 0
método da estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina ndo apresentou reacOes inespecificas nas
hifas. Enquanto que nos casos de zigomicoses, as reacfes inespecificas ndo ocorreram no
método por polimero. A técnica de IHQ mostrou-se uma ferramenta muito Gtil na deteccéo e

confirmacéo dos casos de aspergilose e zigomicose neste estudo retrospectivo.

TERMOS DE INDEXACAO: Imuno-histoquimica, micoses, reagdes cruzadas, reacoes
inespecificas.

INTRODUCAO
Na rotina em patologia veterinaria, frequentemente agentes fungicos sdo detectados somente
durante o exame histopatoldgico, quando as amostras ja estdo fixadas em formol e ndo ha
possibilidade de envio para exames micoldgicos para a cultura e identificacdo do agente
especifico (Jensen et al. 1996a).

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) é frequentemente utilizada para o estudo de
doencas infecciosas e neoplasicas em animais (Ramos-Vara & Beissenherz 2000). A IHQ
tem demonstrado ser uma ferramenta auxiliar no diagnostico dessas condi¢fes devido a sua
alta especificidade e sensibilidade (Eyzaguirre & Haque 2008, Ramos-Vara et al. 2008,
Ramos-Vara et al. 2014). A IHQ tem sido utilizada para detectar e identificar varios
elementos fungicos em tecidos fixados em formol, promovendo uma identificacdo especifica
do agente etiologico (Jensen et al. 1996b, Verweij et al. 1996, Eyzaguirre & Haque 2008).

Para que haja uma otimizagdo do uso da técnica de IHQ na detecgdo de micoses, na

medida em que novos anticorpos fungo-especificos vdo sendo disponibilizados, tornam-se
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necessarios estudos onde vérias amostras fixadas em formol e embebidas em parafina sejam
utilizadas, varios métodos imuno-histoquimicos sejam testados e onde haja uma associacao
compativel entre os achados da IHQ e a histopatologia. Alguns desses estudos tém sido
publicados (Jensen et al., 1994; Rocha et al., 1998; Choi et al., 2004; Schuetz & Cohen, 2009)
e sdo de grande valor no aprimoramento do uso da IHQ para deteccdo e identificacdo de
fungos na rotina em patologia veterinéria.

Este estudo teve como objetivo utilizar a técnica de IHQ em casos de aspergilose e
zigomicose, previamente diagnosticados no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), visando caracterizar as melhores condigcfes
imuno-histoquimicas para a detec¢do especifica dos agentes etioldgicos nos tecidos testados.

MATERIAL E METODOS
Casos de aspergilose (oito em aves e um em bovino) e zigomicose (cinco em bovinos, um em
cdo, um em suino e um em ovino) foram selecionados dos arquivos do LPV-UFSM, os quais
haviam sido previamente diagnosticados de acordo com a histomorfologia do agente, com as
lesGes macroscopicas e microscopicas € com a cultura microbioldgica (esta Gltima disponivel
em trés casos de aspergilose em aves e um de pitiose equina). Foi entdo realizada a técnica de
IHQ em amostras desses casos para deteccdo de Aspergillus spp. e Rhizopus arrhizus (ou
outros zigomicetos membros da familia Mucoracea, tais como Absidia corymbifera e
Rhizomucor pusillus) utilizando-se os anticorpos primarios monoclonais (produzidos em
camundongo) anti-Aspergillus spp. (Clone WF-AF-1, AbD Serotec) e anti-Rhizopus arrhizus
(Clone WSSA-RA-1, AbD Serotec), respectivamente. As secoes de tecidos foram submetidas
ao protocolo de IHQ descrito a seguir e de acordo com as trés variagbes nos sistemas de
deteccdo descritas no Quadro 1. Quando necessario, foi realizado o bloqueio da peroxidase
enddgena com peroxido de hidrogénio a 3% (2x de 10 minutos). Em todos os protocolos, o
bloqueio das reacGes inespecificas foi realizado com caseina (leite em p6 desnatado) a 5% por
30 minutos em temperatura ambiente. Como controle negativo de cada caso utilizou-se uma
seccdo do tecido analisado incubado apenas com o diluente do anticorpo (PBST),
possibilitando assim a avaliacdo de possiveis reacdes inespecificas nas hifas. A avaliacdo da
especificidade (ocorréncia ou ndo de reagdes cruzadas) dos anticorpos primarios foi realizada
através da IHQ para cada anticorpo com amostras de tecidos de casos selecionados de
zigomicose (quatro casos), aspergilose (trés casos), candidiase (dois casos) e pitiose (um

caso).
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Quadrol. Descricdo dos protocolos executados para otimizacéo dos anticorpos anti-Rhizopus
arrhizus e anti-Aspergillus spp.

Ac? Recuperacdo Diluicdo® Incubacdo Ac Cromdgeno
Antigénica (tempo/ secundario/amplificador
temperatura)
LSAB+System HRP® DAB”
Anti-Rhizopus Tris-EDTA 1:50 1h/37c° EasyLink One® DAB’
arrhizus (pH 9,0) LSAB+System AP LPRY™
LSAB+System HRP DAB”
Anti-Aspergillus spp. Tris-EDTA 1:300 1h/37c° EasyLink One DAB”
(pH 9,0) LSAB+System AP LPR™

3Ac: anticorpo, PAnticorpo diluido em PBST (tampdo salina fosfato com Tween® 20-Sigma), ‘LSAB+System HRP:
anticorpo secundario biotinilado e o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (Dako), “DAB: Liquid DAB (3,3’
diaminobenzidine) + Substrate-Choromogen System (Dako), °EasyLink One: Amplificador+Polimero HRP (Easypath),
fLSAB+System AP: anticorpo secundario biotilinilado e o complexo estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina (Dako), SLPR:
Liquid Permanent Red (Dako). *Contracorados com Hematoxilina de Harris. **Contracorados com Hematoxilina de Mayer.

RESULTADOS
Imunomarcagao positiva, utilizando-se os respectivos anticorpos, foi observada em todos 0s
casos de zigomicose e aspergilose analisados através dos trés métodos imuno-histoquimicos
utilizados.

Nos casos de zigomicose, os trés métodos imuno-histoquimicos foram eficientes e
geralmente demonstraram um padrdo de imunomarcacdo no citoplasma das hifas. Nos
métodos da estreptavidina-biotina-peroxidase e no sistema por polimero a imunomarcacéo foi
forte em todos os casos (Figura 1A e E). O método da estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina
apresentou imunomarcacao leve ou forte (Figura 1C).

Nos protocolos utilizando-se o0s sistemas estreptavidina-biotina-peroxidase ou
fosfatase alcalina observou-se reacdo inespecifica, de intensidade variada, nas hifas nos
controles negativos, as quais ocorreram no citoplasma e na parede de algumas hifas (Figura
1B e D). Dos oito casos avaliados no sistema estreptavidina-biotina-peroxidase, seis
apresentaram reacOes inespecificas nas hifas. No método da estreptavidina-biotina-fosfatase
alcalina, cinco casos apresentaram reacgdes inespecificas nas hifas. No método utilizando-se
um polimero ndo se observaram reacdes inespecificas nas hifas nos controles negativos
(Figura 1F).

Nos casos de aspergilose, os trés métodos apresentaram imunomarcacdo eficiente,
principalmente na parede e no citoplasma das hifas variando de moderada a forte. Nos nove
casos analisados através do método da estreptavidina-biotina-peroxidase, cinco apresentaram
imunomarcacdo forte e quatro moderada (Figura 2A). Em dois casos com imunomarcacéo

forte também se observaram reacOes inespecificas, de intensidade variada, na parede e no
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citoplasma das hifas nos controles negativos (Figura 2B). Semelhantemente ao descrito no
sistema estreptavidina-biotina-peroxidase, os casos analisados com polimero apresentaram
imunomarcacao forte (cinco) e moderada (quatro) (Figura 2E). Em dois casos com
imunomarcacao forte observaram-se também reacdes inespecificas, de intensidade variada, no
citoplasma das hifas nos controles negativos (Figura 2F). As reacdes inespecificas ocorreram
nos mesmos dois casos testados pelos sistemas de polimero e da estreptavidina-biotina-

peroxidase.

N e ® Tan

W N e Bt BT

A ' "t.g?.s"Sn. ¢ %
o AP

» ‘..

3§ ..“f‘,..v“:o_
A A o 5

v'..‘ 4
. - .
el W 1 5%
N 'Mr by
5 4'.«“‘ e 'f":,,

L

Fig. 1. Imuno-histoquimica para zigomicose. (A) Hifas fortemente imunomarcadas no
citoplasma. Método da estreptavidina-biotina-peroxidase. (B) Reagdo inespecifica no
citoplasma das hifas no controle negativo. Mesmo método da figura 1A. (C) Hifas
fortemente imunomarcadas no citoplasma. Método da estreptavidina-biotina-fosfatase
alcalina. (D) Reacdo inespecifica no citoplasma das hifas no controle negativo. Mesmo
método da figura 1C. (E) Hifas fortemente imunomarcadas no citoplasma. Método por
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polimero. (F) Hifas sem reacdo inespecifica no controle negativo. Mesmo método da figura

1E. Barra = 20pm.
No protocolo utilizando-se o sistema estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina a

imunomarcacao foi forte em todos os casos, no entanto ndo ocorreram reacgdes inespecificas
nas hifas dos controles negativos (Figura 2C e D). Nos casos de aspergilose em que foi
possivel a visualizagdo de conidiéforos nos tecidos analisados, ndo se evidenciou

imunomarcacdo dessas estruturas através de nenhum dos métodos utilizados.

Fig. 2. Imuno-histoquimica para aspergilose. (A) Hifas fortemente imunomarcadas na parede e
no citoplasma. Método da estreptavidina-biotina-peroxidase. (B) Reacdo inespecifica no
citoplasma e nas paredes das hifas no controle negativo. Mesmo método da figura 2A. (C)
Hifas fortemente imunomarcadas na parede e no citoplasma. Método estreptavidina-
biotina-fosfatase alcalina. (D). Hifas sem reacdo inespecifica no controle negativo. Mesmo
método da figura 2C. (E) Hifas fortemente imunomarcadas na parede e no citoplasma.
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Método por polimero. (F) Reacdo inespecifica no citoplasma e na parede das hifas no
controle negativo. Mesmo método da figura 2E. Barra = 20pum.
Em todos os casos de zigomicose e aspergilose avaliados pelos trés métodos

observam-se raras hifas sem reacdo positiva (citoplasma palido e paredes basofilicas ou
imagens negativas) em meio a hifas imunomarcadas. Frequentemente essas hifas néo

imunomarcadas estavam em areas de necrose ou no centro dos granulomas.

DISCUSSAO
Os anticorpos monoclonais anti-Aspergillus spp. e anti-Rhizopus arrhizus demonstraram
forte imunomarcacdo nos casos testados (tecidos fixados em formol e embebidos em
parafina), os quais haviam sido previamente diagnosticados como aspergilose ou zigomicose
baseado nas respectivas caracteristicas histomorfologicas dos fungos e na localizagdo e no
tipo de reacédo tecidual observada em cada caso (Guarner & Brandt 2011).

Os sistemas de deteccdo (biotinilados e ndo biotinilados) sdo muito importantes para
maximizar a sensibilidade dos testes de IHQ e para otimizar a visualizagdo da reacdo imune
com 0 menor nimero de etapas e no menor tempo possivel (Ramos-Vara et al., 2014). Para 0s
casos de zigomicoses, o0 método imuno-histoquimico utilizando o polimero foi o mais
eficiente, demonstrando alta sensibilidade e especificidade, enquanto que para 0s casos de
aspergilose, o método da estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina apresentou elevada
sensibilidade e especificidade. A localizacdo da imunomarcacdo nas hifas observada nos
casos de zigomicose (ocorrendo principalmente no citoplasma) e aspergilose (na parede, nos
septos e no citoplasma) pode estar associada ao tipo de antigeno especifico de cada anticorpo.
De acordo com alguns autores (Jensen et al. 1996b, Choi et al. 2004), anticorpos contra
antigenos somaticos solUveis em agua (water-soluble somatic antigens - WSSA) geralmente
reagem com estruturas presentes no citoplasma (componentes ndo estruturais), enquanto
anticorpos contra antigenos presentes nas fracdes da parede (wall fraction - WF) reagem com
componentes estruturas presentes principalmente na parede, septos e citoplasma. A
diferenciacdo na localizacdo da imunomarcacdo auxilia na interpretacdo dos resultados da
técnica de imuno-histoquimica para fungos, bem como para outros agentes (Ramos-Vara et al.
2008).

A auséncia de imunomarcagdo nos conidioforos, observada nos casos de aspergilose,
pode estar associada a variacdo na capacidade de imunomarcacdo dos elementos fungicos
devido as diferencas existentes na composicdo antigénica nas diferentes fases de

desenvolvimentos dos fungos (Fukuzawa et al. 1995).
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A identificacdo de reacdes inespecificas neste estudo s6 foi possivel devido a
utilizacdo de controles negativos (se¢cbes dos mesmos casos testados) com a presenga do
agente etioldgico. A utilizacdo de controles negativos em testes de IHQ é de extrema
importancia para avaliacdo da sensibilidade do anticorpo primario versus a ocorréncia de
reacOes inespecificas (Ramos-Vara et al. 2008).

A ocorréncia de reagdes inespecificas observadas nos controles negativos (incubados
somente com o diluente, sem a utilizacdo de anticorpo primario) nos casos de zigomicose
avaliados atraves dos métodos da estreptavidina-biotina-peroxidase ou fosfatase alcalina,
pode estar associada & presenca enddgena de biotina, avidina, estreptavidina ou proteinas com
caracteristicas semelhantes as descritas anteriormente no citoplasma das hifas. Estudos tém
demonstrado a presenca endogena de biotina, avidina, estreptavidina e proteinas semelhantes
a avidina em diversas espécies de fungos (Shchelokova & Vorob'eva 1982, Matsuhisa et al.
1993, Hall & Dietrich 2007, Takakura et al. 2008). Por exemplo, a presenca de biotina
enddgena nas hifas de alguns casos poderia ter causado uma ligagdo inespecifica com a
estreptavidina do sistema de deteccdo biotinilado. Entretanto, ndo foram utilizados
bloqueadores comerciais especificos para avidina ou biotina endégenas nos casos aqui
avaliados. Um aspecto que sugere a associacdo das reacdes inespecificas com o sistema
biotinilado vistas nos casos de zigomicose testados € a auséncia dessas reacbes em casos em
que se utilizou um polimero (sistema nao biotinilado).

No entanto, as reacOGes inespecificas observadas nos dois casos de aspergilose
utilizando-se os métodos (estreptavidina-biotina-peroxidase ou polimero com peroxidase), em
que o cromdgeno DAB (diaminobenzidina) era o indicado e aplicado, poderiam estar
associadas a presenca de peroxidase enddgena, descritas em algumas espécies de fungos
(incluindo Aspergillus sp) sob determinadas condi¢cdes (Aifa et al. 1999, Conesa et al. 2000).
Isto é corroborado pela auséncia de reacBes inespecificas quando se utilizou o sistema
estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina e outro tipo de cromdgeno indicado para esse
método. A reagdo inespecifica observada nos controles negativos teria ocorrido diretamente
entre a peroxidase enddgena do fungo e o substrato-cromogeno (peréxido de higrogénio-
diaminobenzidina) nesses casos. O bloqueio da peroxidadse enddgena realizado no protocolo
ndo teria sido suficiente nesses casos.

N&o foram observadas reacdes cruzadas entre os anticorpos anti-Rhizopus arrhizus e
anti-Aspergillus spp. nos casos de aspergilose, zigomicose, candidiase e pitiose aqui testados,
demonstrando uma alta especificidade desses anticorpos. Entretanto, diversos estudos

realizados com determinados anticorpos anti-antigenos fungo-especificos tém demonstrado
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reacOes cruzadas na IHQ (Reed et al. 1993, Fukuzawa et al. 1995, Verweij et al. 1996,
Schuetz & Cohen 2009). Nesses casos, as rea¢Ges cruzadas podem estar associadas as
semelhancas antigénicas entre alguns fungos (Reed et al. 1993, Fukuzawa et al. 1995, Schuetz
& Cohen 2009). Na medida em que novos anticorpos (livres de reacGes cruzadas) sao
desenvolvidos e testados através da IHQ (Marcilla et al. 1999), esta técnica vai se apresentado
como uma alternativa de diagndstico especifica e eficiente diante de testes mais onerosos e
que ndo combinam a morfologia com a detec¢do do fungo especifico (Guarner & Brandt
2011).

Quanto a auséncia de imunomarcacdo ocasionalmente vista em algumas hifas em areas
de necrose ou de intensa reacdo inflamatéria poderia estar associado a perda da antigenicidade
nos epitopos especificos detectados pelos anticorpos monoclonais utilizados devido a acéo de

enzimas proteoliticas liberadas de células necroticas.

CONCLUSAO
Todos os casos previamente diagnosticados como aspergilose ou zigomicose foram
confirmados pela IHQ neste estudo. A aplicagdo de trés diferentes métodos imuno-
histoquimicos (dois biotinilados e um ndo biotinilados) disponiveis em nosso laboratério
mostrou diferencas entre 0s métodos quanto a intensidade da imunomarcacdo e quanto a
ocorréncia de reacdes inespecificas nas hifas dos agentes testados nos controles negativos.
Para a aspergilose, o método da estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina ndo apresentou
reacOes inespecificas nas hifas. Enquanto que nos casos de zigomicoses, as reagdes
inespecificas ndo ocorreram no método por polimero. Isso demonstra mais uma vez a
necessidade da busca do melhor protocolo de IHQ sempre que um novo anticorpo é

introduzido na rotina laboratorial.
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5 DISCUSSAO

Diversos agentes fangicos tém sido descritos como responsaveis por doengas em
animais (CONNOLE, 1967; GARCIA; BLANCO, 2000; DIAL, 2007). Dentre os oomicetos,
P. insidiosum tem se destacado como o principal patdégeno para animais (COCK et al., 1987;
ALEXOPOULOS et al., 1996; AZEVEDO et al., 2012). As enfermidades causadas por
fungos e oomicetos nos animais tém recebido grande importancia devido a fatores
relacionados, por exemplo, com a ampla distribuicdo do agente no meio ambiente, dificuldade
na prevencgdo das infec¢fes e acometimento de animais e humanos por varios desses agentes
(GARCIA; BLANCO, 2000).

No estudo retrospectivo realizado para determinar a prevaléncia das micoses e da
pitiose em animais domesticos, assunto abordado no Artigo 1 que compde esta tese, foram
revisados de forma retrospectiva casos de doencas flngicas e pitiose diagnosticados em
necropsias e bidpsias dos animais domésticos remetidos ao LPV-UFSM num periodo de 23
anos. Foram analisados o0s aspectos epidemioldgicos, alteragdes macroscopicas e
microscopicas descritas nos protocolos. Os dados obtidos compartilham muitas das
informagdes previamente fornecidas em estudos semelhantes e ao, mesmo tempo, geraram
novas informacGes. Este estudo permitiu a determinacdo da prevaléncia, epidemiologia e
alteracdes clinico-patologicas das micoses e pitiose diagnosticadas pelo LPV. No periodo
estudado foram revisados 9.487 protocolos de necropsias e 20.199 exames histopatoldgicos
(totalizando 29.686 casos). Destes, 230 casos foram de micoses ou pitiose (oomicose), sendo
179 casos (78%) de micoses e 51 casos (22%) de pitiose. Em dois casos (0,8%) nao foi
possivel determinar o género ou o grupo do fungo observado. As principais doencas
diagnosticadas, em ordem decrescente de prevaléncia, foram: pitiose, candidiase, aspergilose,
zigomicose, dermatofitose, malasseziose, criptococose, megabacteriose e esporotricose.
Outras doencas diagnosticadas numa unica ocorréncia cada foram histoplasmose e
pneumocistose. Os equinos foram os mais acometidos pela pitiose e 0s cédes e gatos foram os
mais acometidos pelas micoses.

O segundo artigo cientifico enfocou as caracteristicas histomorfologicas e
histoquimicas determinantes no diagndstico histopatoldgico da criptococose em caes e gatos.
Os dados complementares relacionados a epidemiologia, aos aspectos clinicos, a localizacéo

das lesbes e as alteragdes macroscopicas foram obtidos dos protocolos de necropsias e
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bidpsias. Pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) as leveduras eram arredondadas, com
célula central contendo um nucleo, circundada por um halo claro (capsula geralmente nédo
corada). As técnicas histoquimicas do acido periddico de Schiff (PAS), Grocott e Fontana-
Masson (FM) foram utilizadas e evidenciaram a parede das células das leveduras. Pelo FM
observou-se a melanina presente nessas células. As técnicas do azul Alciano e da
mucicarmina de Mayer evidenciaram principalmente a cdpsula polissacaridica das leveduras.
O diametro das células das leveduras variou de 1,67 a 10,00um e o didmetro total das
leveduras encapsuladas variou entre 4,17 e 34,16um. Os brotamentos foram melhor
visualizados através do PAS e ocorreram em base estreita, de forma Unica ou mudltipla,
principalmente em polos opostos das células das leveduras ou formando uma cadeia. O
diagnostico definitivo de criptococose foi estabelecido através do exame histopatologico,
baseando-se na morfologia caracteristica do agente (levedura encapsulada) e em suas
propriedades tintoriais (histoquimicas), principalmente nos casos em que a cultura micol6gica
ndo foi realizada. Criptococose € a micose sisttmica mais comum no gato, mas que também
afeta cdes, cavalos, bovinos e muitas outras espécies animais, além de humanos (CASWELL,;
WILLIAMS 2007). As alteracdes clinico-patologicas em muitos casos de criptococose ndo
sdo patognomodnicas e muitas vezes mimetizam outros processos patoldgicos, incluindo
neoplasias. Nesses casos em que o agente causal pode ser encontrado ou suspeitado somente
durante o exame histopatoldgico, é necessario o reconhecimento detalhado das caracteristicas
histomorfoldgicas e histoquimicas desse fungo para que seja realizado um diagndstico
etioldgico acurado.

O terceiro artigo enfocou um estudo imuno-histoquimico (IHQ) em casos de
aspergilose e zigomicose visando a otimizacdo do uso da técnica de IHQ nna deteccdo e
identificacdo dos agentes etiologicos dessas enfermidades em animais. Utilizaram-se o0s
anticorpos monoclonais anti-Aspergillus spp. (WF-AF-1) e anti-Rhizopus arrhizus (WSSA-
RA-1) em fragmentos de tecidos fixados em formol e embebidos em parafina, submetidos a
trés sistemas de deteccdo diferentes. Os dois anticorpos apresentaram alta especificidade e
sensibilidade. N&o ocorreram reagdes cruzadas entre os anticorpos utilizados e os agentes
etiologicos avaliados. No entanto, algumas reac6es inespecificas foram observadas em hifas
em alguns casos, as quais puderam ser eliminadas através de um dos protocolos (sistemas de
deteccdo) utilizados. Alguns estudos, com determinados anticorpos fungo-especificos, tém
demonstrado reacdes cruzadas entre diversos fungos ou reacgdes inespecificas na IHQ (REED
et al., 1993; BYRD et al., 2001; SCHUETZ; COHEN, 2009), estando as reagdes cruzadas

associadas principalmente as semelhancas antigénicas entre alguns fungos (REED et al.,



65

1993; SCHUETZ; COHEN, 2009). A técnica de IHQ mostrou-se uma ferramenta muito util
na confirmacdo dos casos de aspergilose e zigomicose aqui testados, tendo em vista que ndo

foram observadas reacdes cruzadas nas amostras analisadas.



6 CONCLUSAO

Esta tese permitiu ter uma visdo global da prevaléncia de micoses e pitiose em animais
domésticos diagnosticados no LPV-UFSM num periodo de mais de 20 anos. Permitiu analisar
o diagndstico histopatolégico e histoquimico da criptococose sob critérios morfolégicos bem
detalhados. Adicionalmente, permitiu observar, em casos de aspergilose e zigomicose,
variacdes quanto a intensidade e especificidade de imunomarcacao (nas amostras testadas) e a
ocorréncia de reacBes inespecificas (nos controles negativos) entre trés metodos imuno-
histoquimicos (sistemas de deteccdo) aplicados nos mesmos tecidos, sob as mesmas
condicGes de bloqueio de reacdes inespecificas, mesmo tipo de recuperacdo antigénica e com
0s mesmos anticorpos primarios (com diluicdo e condi¢cBes de incubacdo idénticas),
contribuindo assim para o conhecimento de melhores condi¢des de deteccdo desses agentes
pela IHQ.
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