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RESUMO

DINIZ, PAULA VALESKA NOBREGA. Pitiose em cies no semiarido nordestino.
Patos, UFCG. 2014. 40p. (Trabalho de Conclusao de Curso em Medicina Veterinaria,
Patologia Animal).

Objetivou-se com este estudo descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicos e
patoldgicos de quatro casos de pitiose diagnosticados em cdes no Laboratério de Patologia
Animal do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande. Os animais
eram das racas poodle, pastor alemdo, SRD e pitbull, sendo dois machos e duas fémeas
com idade variando de um a trés anos. Dois casos ocorreram em 2011, um em 2013 e um
em 2014. Dois eram provenientes de municipios da Paraiba e dois do Rio Grande do Norte.
Os quatros animais eram criados na zona urbana, trés tiveram acesso a areas alagadas da
zona rural e o que ndo teve contato com area alagada, ingeria dgua de poco. Os sinais
clinicos foram variados, observando-se vOmito, diarreia e tenesmo. Em dois cdes havia
suspeita de obstru¢do intestinal € um tinha primariamente envolvimento cutaneo.
Macroscopicamente, em dois casos havia uma massa amarelada irregular e firme
envolvendo a porcdo inicial do intestino delgado, afetando duodeno, pancreas, linfonodos
mesentérico e pancredtico e no quarto caso também havia lesdo no figado. O segundo caso
tinha lesdes ulcerativas com secrecdo serossanguinolenta na pele que estendia da regido
dorso-caudal a sacral, para a por¢do de anus e final do reto. O terceiro caso apresentava
espessamento da parede do reto e anus com nddulos irregulares que se estendiam a regido
perianal, havendo também comprometimento transmural da vagina. Histologicamente as
lesdes eram semelhantes, caracterizadas por multiplos granulomas contendo imagens
negativas de hifas em tecidos corados pela hematoxilina eosina (HE). Para melhor
visualizagcdo das hifas foi usadas coloracOes especiais de metenamina nitrato de prata de
Grocott (GSM) e 4cido periddico de Schiff (PAS). O diagnéstico foi realizado com base
nos achados epidemioldgicos, clinicos e patolégicos e histolégicos, com confirmagdo pela
imuno-histoquimica. A pitiose ocorre esporadicamente em cdes da regido semidrida
nordestina e deve ser incluida principalmente no diagndstico diferencial das doencas que

causam obstrucdes do trato gastrintestinal.

Palavras-chave: Pythium insidiosum,caninos, granulomas, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

DINIZ, PAULA VALESKA NOBREGA. Pythiosis dogs in the northeastern semiarid.
Patos, UFCG. 2014 40p. (Work Completion of course in Veterinary Medicine, Animal
Pathology).

The objective of this study was to describe the epidemiological, clinical and pathological
features of four cases of pythiosis in dogs diagnosed at the Laboratory of Animal
Pathology, Veterinary Hospital of the Federal University of Campina Grande. The animals
were breeds poodle, German shepherd, pitbull and SRD, two males and two females
ranging in age from one to three years. Two cases occurred in 2011, one in 2013 and one in
2014, were from two municipalities of Paraiba and two of Rio Grande do Norte. The four
animals were bred in the urban area, three had access to flooded areas of the countryside
and which had no contact with wetland, drank well water. Clinical signs were varied,
observing vomiting, diarrhea and tenesmus. Two dogs had suspected bowel obstruction
and one had primarily cutaneous involvement. Macroscopically, in two cases there was an
irregular, firm yellowish mass involving the initial portion of the small intestine, affecting
the duodenum, pancreas, mesenteric lymph nodes and pancreatic and fourth case also had
liver damage. The second case had ulcerative lesions with serosanguineous secretion in the
skin region that stretched from the sacral dorsal-caudal to the anus and the end portion of
the rectum. The third case showed thickening of the wall of the rectum and anus with
irregular nodules that extended the perianal region, also with transmural involvement of
the vagina. Histologically, the lesions were similar, characterized by multiple granulomas
containing negative images of hyphae in tissue sections stained with hematoxylin eosin
(HE). For better visualization of hyphae was used special stains methenamine silver
Grocott (GSM) and periodic acid Schiff (PAS). The diagnosis was based on
epidemiological, clinical and pathological and histological findings with confirmation by
immunohistochemistry. Pythiosis occurs sporadically in dogs from northeastern semiarid
region and should be included in the differential diagnosis mainly of diseases that cause

obstruction of the gastrointestinal tract.

Key-words: Pythium insidiosum, canine, granulomas, immuno-histochemistry.



12

INTRODUCAO

A pitiose é uma doenca causada pelo pseudofungo Pythium insidiosum, que promove
lesdo inflamatéria granulomatosa nos animais € no homem (IMWIDTHAYA, 1994;
MENDOZA, AJELLO e LIMCGNNISIM, 1996; BERRYESSA et al., 2008).

Os animais sdo infectados quando tém contato com locais alagados que contém a
forma infectante do agente, denominada de zo6sporos moveis, que sdo atraidos para a pele
ou ingeridos juntamente com a 4gua ou plantas aquéticas. As formas clinicas da doenga sdo
bastante diferenciadas e os sintomas variam de acordo com o local da les@o e expansao da
mesma. O tratamento mais indicado € a remog¢do cirdrgica, porém vale salientar a
importancia do diagndstico precoce, evitando-se assim o aumento da lesdo, dissemina¢do
para outros 6rgaos e até mesmo a morte do animal.

No Brasil, a pitiose ja foi descrita em equinos, caninos, ovinos € bovinos
(TRINDADE et al., 2001). No Estado de Sao Paulo, Larsson et al., (1997) descreveram o
primeiro relato de pitiose canina no pais, posteriormente casos de pitiose gastrointestinal e
cutanea foram descritos em vérios estados brasileiros (RECH, GRACA e BARROS, 2004;
SANTURIO et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006; TROST M. E., 2009; HUNNING,
2010; PEREIRA et al., 2010; NOBREGA et al., 2013; STRAGLIOTTO et al., 2014).

A pitiose € frequentemente diagnosticada na rotina do Laboratério de Patologia
Animal do Hospital Veterindrio, da Universidade Federal de Campina Grande,
(LPA/HV/UFCG), tendo uma maior ocorréncia em equinos (TABOSA et al., 1999), mas
também diagnosticada em outras espécies como ovinos, caprinos, bovinos e avestruz
(DANTAS 2014, Comunicacao Pessoal). Recentemente foram observados casos de pitiose
em animais de companhia, sendo uma doenca incomum na rotina da clinica médica de
pequenos animais, mas que tem sido diagnosticada no LPA. Tendo em vista a importancia
desta infeccdo na regido, objetivou-se com este trabalho descrever os principais aspectos

epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da pitiose gastrintestinal e cutanea em caes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

O Pythium insidiosum é o agente etiolégico da pitiose, um microrganismo aquatico
pertencente ao Reino Straminipila, Filo Oomycota, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales,
Familia Pythiaceae, e Género Pythium, (MONTEIRO, 1999). Foi isolado pela primeira vez
em 1901 por cientistas holandeses que trabalhavam com cavalos na Indonésia e novamente
em 1924 por outro holandés, na época o agente foi nomeado de Hyphomycosis destruens
equi (TRINDADE et al., 2001).

Este agente era classificado no Reino Fungi, porém apos estudos detalhados sobre a
classificacdo dos fungos baseados na sistemdtica filogenética e andlises moleculares,
optou-se por dividir o Reino Fungi em trés reinos: Fungi, Straminipila e Protista
(ALEXOPOULOS, MIMS e BLACKWELL, 1996), tais diferencas ocorrem
principalmente devido as diferencgas na parede celular das células, havendo predominancia
de celuloses e B-glucananos oomiceto e quitina na parede fingica, e na composi¢do da
membrana a diferenca se dar na presenca de esteroides nos oomiceto em vez do ergosterol,
que € o principal esteroide, componente-alvo de acdo da maioria das drogas antiftingicas
(FOIL, 1996; KRAJAEJUM et al., 2002).Atualmente hd mais de 120 espécies de Pythium
conhecidas, vérias delas associada a doencas em plantas de importancia econdmica,
entretanto o P. insidiosum é a tUnica espécie responsavel pela doenga em mamiferos
(RIVIERRE et al., 2005; KRAJAEJUN et al., 2006).

Para manter seu ciclo, P. insidiosum necessita de 4gua com baixa concentracdo de
ifons, pH proximo a neutralidade, temperatura elevada (entre 30° e 40°C) e alguma espécie
de planta hospedeira (MENDOZA, AJELLO e MCGINNIS, 1996). Em condic¢des
ambientais favoraveis, hd crescimento de hifas a partir do o6sporo pré-existente.

A germinacdo de cada odsporo ou esporangio parte um primérdio de tubo
germinativo terminado por uma vesicula, o conteido protoplasméatico do odsporo ou do
esporangio migra para o interior da vesicula, onde se diferencia em odsporos unicelulares
moveis, promovidos de flagelos, denominados zodsporos, que sao células nucleadas tnicas
sem uma parede celular que pode nadar com a ajuda de dois flagelos, um anterior e outro

posterior, onde o flagelo posterior é responsavel pelo movimento do zodsporo através da
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agua e o flagelo anterior € atuar como leme, que nada em um padrdo helicoidal ou espiral
interrompido por mudangas aleatdrias de dire¢do (CANEDO, 2010).

Responsdveis pela infec¢do, produzidos e liberados no ambiente aquatico, os
zodsporos sdo capazes de colonizar plantas (MENDOZA, AJELLO e MCGINNIS, 1996) e
em condicdes especiais infectar tecidos de animais e humanos (MARQUES et al., 2006),
mostrando quimiotaxia e tornam-se encistados uma vez que entram em contato com um ou
outro tecido vegetal em decomposi¢do ou com o tecido de um hospedeiro que entra no seu
ecossistema. A adesdo ao animal se dar através de uma glicoproteina secretada pela
superficie dos zodsporos encistados permitindo a adesdo ao tecido lesionado (ESTRADA

et al. 1990; MENDOZA AJELLO e MCGINNIS, 1996).

2.2 Epidemiologia

A doenga ocorre em todo o mundo, sendo descrita principalmente nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas, do continente Asidtico (SOHN et al., 1996) e
Tailandia (IMWIDTHAYA, 1994); Oceania (KROCKENBERGER, 2011); América do
Sul (MENDOZA et al., 2005; TROST, 2009; PEREIRA et al., 2010; NOBREGA et al.,
2013); América Central MENDOZA e ALFARO, 1986); América do Norte (FISCHER J.
R.etal., 1994; JAEGER , ROTSTEIN e LAW, 2002; BERRYESSA et al., 2008).

O Pythium. insidiosum habita o solo e ambientes aquaticos (MENDOZA e
NEWTON, 2005).0 ciclo baseia-se na colonizagdo de plantas aquaticas, que servem de
substrato para o desenvolvimento e reproducao do organismo, formando os zoosporangios.
Os zodsporos livres na 4gua movimentam-se até encontrar outra planta ou animais, onde se
encistam e emitem tubo germinativo, dando origem a um novo micélio e completando seu
ciclo. Para que haja o desenvolvimento dos zodsporos sdo necessarias temperaturas entre
30°C e 40°C e actimulo de 4dgua com baixa concentracdo de fons e pH préximo a
neutralidade. O acesso dos animais a fontes de dgua e ambientes externos é descrito em
quase todas as espécies contaminadas pela pitiose, sendo que boa parte dos animais
permanece algum tempo submerso nela (BUERGELT, POWE e WHITE, 2006;).

Com o aumento dos ambientes favordveis, o P. insidiosum se expandiu e hoje a
enfermidade ja € diagnosticada em quase todos os continentes, acometendo mamiferos e
aves entre os quais estdo incluidos os equinos (A M A R A L et al.,

2 01 3), caninos (HUNNING et al., 2010), felinos (PAULINE et al.,2005), bovinos
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(GABRIEL et al., 2008), humanos (MARQUES et al., 2006), urso de -cativeiro,
dromedario, jaguar, (CAMUS, GROOTERS e AQUILAR, 2004), camelo, tigre de bengala
(BUERGELT, POWE e WHITE, 2006) e avestruz (PENSAVENTO et al., 2008).
Inundagdes apds chuvas fortes t€m sido consideradas como um dos recursos naturais
utilizados pelo P. insidiosum para expandir seu nicho ecolégico a novas dreas
(MENDOZA, AJELLO e HERNANDEZ, 1993).

No Brasil, a pitiose ja foi descrita em equinos, ovinos, bovinos e caninos,
(TRINDADE et al., 2001). A maioria dos casos corresponde a lesdes cutaneas em equinos
(MENDOZA e NEWTON, 2005). O primeiro relato em equinos ocorreu no Rio Grande do
Sul, por Santos e Londero (1974). A partir de entdo varios casos foram diagnosticados no
Mato Grosso do Sul, Pantanal, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuco e Sao Paulo (SANTOS
et al., 1987; MEIRELES, RIET e FISCHMAN, 1993; MORAL, BINDER e JULY, 1997;
LEO, ET AL., 2008), sendo o Pantanal brasileiro o local de maior ocorréncia de pitiose
equina do mundo (MENDOZA, AJELLO e MCGINNIS, 1996). Em 1997 Larsson et al.
descreveu no pais o primeiro caso em um cdo, no estado de Sao Paulo, posteriormente
casos de pitiose canina gastrointestinal e cutinea foram descritos no Rio Grande do Sul
(RECH, GRACA e BARROS. 2004; RODRIGUES et al., 2006; TROST et al., 2009;
HUNNING et al., 2010, PEREIRA et al., 2010. Além dos casos publicados, relatos
informais de médicos veterindrios indica o aumento da doenca em vdrios estados
brasileiros.

No semidrido paraibano a doenca € comumente diagnosticada em equino, mas
também frequente em ovinos (TABOSA et al., 2004; PORTELA et al., 2010; PESSOA
et.al.,, 2012), além de casos esporddicos em caprino, bovino, avestruz e cdes (DANTAS

2014, Comunicagao Pessoal)

2.3 Patogenia

Os zoodsporos encistados secretam uma glicoproteina adesiva amorfa que favorece 4
adesdo do zodsporo ao tecido antes de invadir o mesmo (MENDOZA, HERNANDEZ e
AJELLO, 1993). Eles sao estimulados pela temperatura do corpo do hospedeiro e
desenvolvem um tubo germinal (hifa) que se estende desde o tecido infectado e
posteriormente podem também infiltrar os vasos sanguineos (humanos e caes), fazendo a

dissemina¢do dentro dos tecidos do corpo. A doenca pode ser adquirida através de lesdes
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traumaticas ou integras em contato com hifas do P. insidiosum (MENDOZA e ALFARO,
1986). A invasdo de vasos sanguineos pode levar a trombose e invasdo de grandes artérias
(IMWIDTHAYA, 1994; THITITHANYANONT et al., 1998). Junto ao P. insidiosum, a
colonizagdo do hospedeiro pelo crescimento invasivo, a secrecao de proteases e o esfor¢o
da for¢ca mecanica pelas pontas das hifas do alongamento t€ém sido implicados como
fatores de viruléncia (RAVISHANKAR et al., 2001). A pitiose progride rapidamente e se

nao for tratado nas fases iniciais pode ser fatal.

2.4 Pitiose Canina

Os cdes sdo a segunda espécie mais acometida pela pitiose, podendo apresentar a
doenca na forma gastrintestinal, cutanea e prostatica, havendo relatos de metéstase para
outros 6rgaos (JAEGER , ROTSTEIN e LAW, 2002; RIVIERRE et al., 2005; SANTURIO
et al., 2006). A forma de maior ocorréncia é a gastrointestinal, seguida pela cutanea.
Apesar de ser rara, a forma gastrointestinal e cutinea podem acometer um mesmo animal
(RECH, GRACA e BARROS, 2006; PEREIRA et al., 2010). Segundo Miller (1983) ha um
maior relato de casos em cdes machos, de grande porte, jovens de 1 a 3 anos de idade e que
teve contato com dreas alagadicas ou beira de agudes, porém com o decorrer dos anos a
apresentacdo de novos casos, tem mostrado que nao ha relacdo entre raca, idade ou sexo

com o desenvolvimento da doenga (FISCHER et al.,1994).

2.4.1 Gastrointestinal

A forma gastrintestinal € a mais comum e manifesta-se com distirbios digestivos
como vOmito, halitose, diarreia que pode serosanguinolenta devido a ulceracdo e necrose
intestinal, perda de peso, anorexia cronica e dor abdominal, (BENTINCK-SMITH et al.,
1989). Massa nodular pode ser observada na palpacao (BENTINCK - SMITH et al., 1989).
A radiografia simples e ultrassonografia t€ém sido utilizadas no diagndstico clinico, as quais
podem revelar espessamento segmentar do trato gastrointestinal, massa abdominal ou
linfadenopatia mesentérica (GROOTERS, 2003). Macroscopicamente, o achado mais
frequente € o espessamento do intestino delgado, com ou sem estenose (BENTINCK-
SMITH et al., 1989; MENDOZA ¢ NEWTON, 2005), associado ou ndo a massas intestino
grosso, estobmago, jejuno e linfonodos mesentéricos (LILJEBJELKE et al., 2002), podendo
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haver envolvimento do pancreas, esdfago e/ou faringe (PATTON et al., 1996;
MENDOZA, MANDY e GLASS 2003; GROOTERS e FOIL, 2006; BERRYESSA et al,
2008). Os testes laboratoriais podem revelar anemia suave a moderada ndo regenerativa e
leucocitose neutrofilica.

Na histologia ha presenca de inflama¢do multifocal piogranulomatosa e/ou
granulomatosa com dreas de fibrose (FISHER et. al.,, 1994; PATTON et al., 1996),
acometendo a lamina prépria, submucosa e muscular, deformando parcialmente a
arquitetura do 6rgdo (LILJEBJELKE et al., 2002). Os piogranulomas consistem de focos
necrdticos infiltrados e circundados por neutréfilos, macréfagos epitelioides, plasmdcitos,
células gigantes multinucleadas, eritrdcitos e eosinéfilos (FISHER et al., 1994), sendo que
os ultimos sdo um componente importante do infiltrado inflamatério (HELMAN e
OLIVER, 1999). Quando h4 envolvimento dos linfonodos mesentéricos e Orgaos
adjacentes, estes apresentam infiltrados inflamatérios mistos e dreas de necrose contendo
numerosas hifas (LILJEBJELKE et al., 2002), vasculite necrosante e trombos de fibrina
sdo vistos esporadicamente (PATTON et al., 1996; HELMAN e OLIVER, 1999). Na
coloragdo com HE, o Pythium se mostra como imagens tubiliformes longitudinais ou
transversais nao coradas dentro dos granulomas, (FISHER et al., 1994).

As hifas sdo visualizadas com a coloracdo metenamina nitrato de prata de Grocott
(GMS), onde podem ser visualizadas hifas raramente septadas com 3 a 10 um de didmetro,
com paredes aproximadamente paralelas nos granulomas, em poucos casos, as hifas sdo

levemente basofilicas, com espessuras que variam de 1,5 a 8,3 um (PATTON et al., 1996).

2.4.2  Cutinea

Na pitiose cutdnea as lesOes apresentam-se como dermatite piogranulomatosa
ulcerativa, contendo dreas de necrose infiltrada por neutréfilos e macréfagos e granulomas
eosinofilicos, em geral ndo sdo pruriginosas (DYKSTRA et al., 1999) e progridem
rapidamente (FOIL et al., 1984). Inicialmente notam-se dreas levemente elevadas na pele,
com eritema e alopecia (HENSEL, GREENE e MEDLEAU, 2003). A doenca
frequentemente tem evolugao de 1 a 3 meses. Porém, Brayer et al., (2010), relata o caso de
uma cadela da raca labrador com pitiose cutanea e gastrointestinal, onde a enfermidade

teve evolugdo de 12 meses. Esta diferenca de tempo de sobrevivéncia pode ser atribuida ao
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fato de que a maioria dos animais infectados serem sacrificados apds o tratamento mal
sucedido e/ou recidivas frequentes (DYKSTRA et al., 1999; RIVIERRE et al., 2005).

Macroscopicamente a lesao consiste de nédulos tnicos ou multiplos de 1 a 8 cm de
diametro (DYKSTRA et al., 1999), ou massas ulceradas de até¢ 30 cm de extensdo, que
envolvem pele, tecido subcutaneo e musculo (FOIL et al., 1984; HOWERTH, BROWN e
CROWDER, 1989). Em casos mais avangados a massa pode envolver, além da derme e
tecido subcutineo, a parede abdominal, costelas e Orgdos internos. Parte desse
envolvimento se deve a proliferacdo de tecido de granulacdo misturado a dreas de necrose
(BENTINCK et al., 1989). J4 foram descritas lesdes em cabeca, tronco, membros, cauda,
abdomen, bolsa escrotal, preptcio (FOIL et al., 1984)

Histologicamente, o padrao de inflama¢do mais comum visto na coloragdo HE € a
dermatite ulcerativa e piogranulomatosa (RIVIERRE et al., 2005), composta por dareas de
inflamacdo e necrose da derme, com numerosos neutréfilos e eosindfilos (HENSEL,
GREENE e MEDLEAU, 2003), as vezes combinadas a granulomas formados unicamente
por macrofagos epitelioides e células gigantes multinucleadas ou repletas de detritos
celulares eosinofilicos e raramente mastécitos (HOWERTH, BROWN e CROWDER,
1989). Podendo haver trombose arteriolar acentuada, fibroplasia e neovascularizacdo em
alguns casos (FOIL et al., 1984; HOWERTH, BROWN e CROWDER., 1989; HENSEL,
GREENE e MDLEAU, 2003), com raras hifas associadas a parede das artérias (FOIL et
al., 1984). Na coloragdo com GMS a revelacdo de grande quantidade de hifas nas areas de
inflamacdo e necrose da derme (FOIL et al., 1984) e menos numerosas nos granulomas
(HOWERTH, BROWN e CROWDER., 1989). As hifas t€ém paredes espessas e quase
paralelas, e variam de 3 a 10 pum, com poucos septos espessos € ramificagdes ocasionais
(FOIL et al., 1984; HOWERTH, BROWN e CROWDER, 1989; HENSEL, GREENE e
MDLEAU, 2003).

243 Prostatica

A forma prostética em caes foi relatada por JAEGER; ROTSTEIN e LAW, 2002, na
Carolina do Norte em um cao da raca Setter Irlandes de quadro anos de idade. Os sinais
clinicos sdo semelhantes a pitiose gastrointestinal, acrescido de tenesmo cronico
progressivo e estranguria. Foi observado o aumento da prdstata nos exames fisicos com

multiplas cavitacdes no interior da glandula, sem evidéncia de mineralizacdo e
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espessamento da parede da bexiga urindria. Aumento da préstata, abscesso prostético
lobuloso, regides eritematosas na parede de bexiga e uretra podem ser observadas.
Microscopicamente pode ser observada inflamac¢do supurativa cronica, granulomas
multifocais e infiltrados nodulares supurativos separados por bandas grossas de tecido
conjuntivo fibroso com presenca de plasmoécitos, macréfagos, linfocitos, células gigantes

multinucleadas, basofilos, restos celulares e hifas fingicas e necrose.

2.5  Diagnéstico

A certa dificuldade no diagndstico da pitiose, devido a semelhangas desta com outras
doencas cutaneas e intestinais de cides, que torna o seu diagndstico diferencial desafiador
(MENDOZA et al., 2005), porém o diagnodstico definitivo deve ser realizado por cultura
seguida de identificacio do patdégeno, baseando-se em caracteristicas culturais,
morfoldgicas e reprodutivas. Técnicas de sorologia, imuno-histoquimica e PCR (reacdo de
polimerase em cadeia) podem ser utilizadas (RACICH et al., 2005).

No exame histopatolégico de laminas coradas com GSM ou PAS (4cido periddico-
Schiff) sdo visualizadas hifas (MENDOZA e NEWTON, 2005), mas ndo é um exame
confirmatdrio, pois existem outros fungos que podem produzir o mesmo tipo de lesdo,
como as zigomicoses e as lagenidioses (RACICH et al., 2005).

O isolamento do P. insidiosum é realizado com amostras de biopsias ou necropsias
armazenadas ou transportadas a temperatura ambiente, com o acréscimo de antibidticos,
podendo ser armazenada entre 1 e 3 dias antes de seu processamento no laboratdrio.
Quando nao h4 antibidticos na amostra esta deve ser transportada a 4°C evitando-se assim
a contaminac¢do da amostra por bactérias e aumentando as chances de isolamento do agente
nos tecidos infectados. Alguns autores sugerem o uso, como rotina para isolamento do
agente, agar V8 (MILLER, 1983), acrescido de estreptomicina (200pug/mL) e ampicilina
(100pg/mL).

Fragmentos pequenos de tecido fresco, ndo macerado, podem ser distribuidos
diretamente na superficie do dgar e incubado a 37°C onde o crescimento € observado entre
12 e 24 horas apds (GROOTERS, 2003). A identificacdo de isolados de P. insidiosum pode
ocorrer através do aspecto da coldnia e na caracteristica das hifas.

A técnica soroldgica impulsionada por Miller e Campel (1983), visava avaliar o

diagndstico e monitoramento da resposta imunoldgica em equinos afetados, as principais



20

técnicas desenvolvidas foram a de imunodifusdo em gel de agar (ID), fixacdo do
complemento (FC) e o teste de hipersensibilidade intradérmica (TI), e nestes o teste de ID
apresentou alta sensibilidade e especificidade para a deteccdo de anticorpos anti P.
insidiosum.

Outro teste utilizado para o soro diagndstico da pitiose € o ELISA, desenvolvido por
Medonga et al., 1997, demostrando ter maior sensibilidade do que o ID e com a mesma
especificidade do ID.

O sequenciamento génico com amplificacdo do RNA ribossomal através de PCR ¢
uma ferramenta poderosa para deteccdo e identificacdo de P. insidiosum (MURDOCH e

PARR, 1997).

2.6 Tratamento

O tratamento da infec¢do se dd por métodos terapéuticos, cirdrgico, quimioterapico
e/ou imunoterdpico (MENDOZA, HERNANDEZ e AJELLO, 1996). O sucesso das
diferentes formas de tratamento € varidvel e, em muitos casos influenciados pelo tamanho
e duracdo da lesdo, idade e estado nutricional do animal.

A cirurgia € a terapia de escolha para o tratamento da pitiose. A intervencao cirdrgica
requer retirada de toda drea afetada, com margem de seguranca de 3-4 cm, porém isso é
dificultado pelas estruturas anatomicas envolvidas, principalmente nos membros
(MILLER, 1981). E indicada a amputacio de membros com lesdes cutineas extensas
devido a impossibilidade em deixar a margem de seguranca. A debridacdo cirdrgica de
lesdes de pele em cavalos e cdes também pode ser realizada, porém h4 um alto indice de
recorréncia (GAASTRA et al., 2010) e em alguns casos, como em lesdes localizadas na
extremidade dos membros, a excisdo € inviavel (MILLER, 1983).

O tratamento com antifingicos é complicado pelas caracteristicas singulares do
agente que difere dos fungos verdadeiros na producdo de zodsporos moveis, na
composi¢do de sua parede celular, e na membrana plasmatica que nio contém esterdides,
como o ergosterol, que é o componente-alvo de acdo da maioria das drogas antiftingicas
(FOIL, 1996). Devido a essas caracteristicas, a utilizagao de farmacos antifiingicos é quase
que ineficiente no combate ao P. insidosum. Farmacos utilizados até hoje incluem
anfotericina B (FOIL et al.,, 1984), itraconazol (DYKSTRA et al., 1999), fluconazol,
cetoconazol (RIVIERRE et al., 2005), terbinafina (PEREIRA et al., 2010), iodeto de sddio
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e potassio (MENDOZA e NEWTON, 1996). Relatos de um pequeno nimero de cdes com
pitiose gastrointestinal sugerem que a combinac¢do de itraconazol e terbinafina podem ser
eficaz para a resolucao de lesdes ou incompletamente ressecados metdstases. Em um relato
de caso o uso do itraconazol e turbinafina tem mostrado bons resultados quando usado no
pOs-operatdria, tanto em cdes como em gatos, (RAKICH, GROOTERS e TANG, 2005).
Porém vale salientar que tais farmacos foram utilizados apds o tratamento cirdrgico,
deixando em duvida sua comprovacdo dos mesmos contra o agente. Servindo entdo, como
tratamento secunddrio, a fim de evitar contaminagdes flingicas posteriores.

A imunoterapia foi proposta por Miller (1983), a partir de culturas do préprio
Phytium. No decorrer da década de 80 e 90 vérios autores utilizaram a imunoterapia. No
Brasil, o teste de eficiéncia de um imunobiolégico (PitiumVac) para o tratamento da
pitiose equina, demonstrou um indice de cura que variou de 50% a 83,3% entre os grupos
tratados (MONTEIRO, 1999). Em 2003 Hensel et al. sugeriram a imunoterapia para o
tratamento de pitiose em caes, apds constatarem a cura de um cido com pitiose cutanea
tratado com imunoterapia, vacina anti- P. insidiosum, porém até o ano de 2005 a
imunoterapia em cdes e foi desapontadora, pois somente 33% dos caes tratados ndo
responderam ao tratamento (MENDOZA e NEWTON, 2005).

As explicacdes para cura induzida pela imunoterapia sdo apenas propostas, baseadas
nas caracteristicas clinicas, histopatolégicas e soroldgicas da infeccdo e seu tratamento.
Acredita-se que os antigenos citoplasmdticos expostos ao sistema imune dos animais via
vacinag¢do originariam uma resposta humoral e celular capaz de combater a infec¢do
natural. Atualmente ndo hd mais relatos do avanco na utilizacdo da imunoterapia em caes,

(SANTURIO et al, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo dos laudos de necropsias de cdes no
Laboratério de Patologia Animal do Centro de Satde e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande, durante o periodo de janeiro de 2003 a marco de 2014, e
destes foram selecionados os casos de pitiose canina, sendo anotadas informacgdes
referentes aos dados epidemioldgicos, como a idade, sexo, raca, época do ano, procedéncia
do animal, além de exames complementares como radiografia e ultrassonografia.

As descri¢oes das lesdes macroscopicas foram realizadas com base nas anotacdes das
fichas de necropsias dos animais afetados e complementadas, quando necessario, através
dos registros fotograficos do setor de Patologia Animal. Para as descri¢des das lesdes
microscopicas todas as laminas histologicas foram revisadas. Novas laminas foram
confeccionadas a partir do material acondicionado em formol tamponado a 10%.Sec¢des
histolégicas foram coradas pela coloracdo de rotina hematoxilina eosina (HE) e
posteriormente realizadas técnicas histoquimicas especiais, como a prata de Grocott
(GMS) e o acido periodico de Schiff (PAS) para melhor caracterizagdo morfoldgica do
agente. Para a confirmacdo do agente foi realizada imuno-histoquimica com anticorpo anti-

Pythium insidiosum em todos os casos.
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Durante o periodo de janeiro de 2003 a marco de 2014 foram necropsiados

1.040 caes, destes 4 (0,38%) foram diagnosticados pitiose. Os dados epidemioldgicos,

clinicos e patolégicos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Aspectos epidemioldgicos, clinicos e patolégicos de quatro cies acometidos por pitiose
diagnosticados no Laboratério de Patologia Animal/HV/UFCG, no periodo de janeiro de 2003 a marco

de 2014.
Caso 01 02 03 04
Dados do animal Poodle Pastor Alemao SRD, Fémea Pit bull, Fémea
Fémea Macho 2 anos e 3 anos
3 anos e lano 6 meses
4 meses
Ocorréncia Marco/2011 Agosto/2011 Setembro/2013 Fevereiro/2014
Origem Paulista - PB Caicé - RN Parelhas — RN Patos - PB
Apatia, vomito Ferida ulcerada na Diarreia com Diarreia com
Histérico clinico  (2-3  h  apds  base da cauda, aplés sangue e tenesmo: sangue, vOmito,
alimentar: hd 30 3 meges apresentou evolucdo: 8 meses  apatia, perda de

Contato com
dgua de
acude/Zona
Rural

Suspeita clinica

Orgios afetados

Diagnéstico
Histopatolégico

Forma da doenca

dias), tenesmo.

Sim

Obstrucdo de
duodeno

Duodeno,
pancreas,
linfonodos
pancredtico e
mesentérico

Enterite,
pancreatite e
linfadenite
granulomatosa

Intestinal

hematoquezia.

Sim

Pitiose

Pele (cauda e regido
perianal), linfonodos
inguinais, anus e reto

Dermatite, paniculite,
linfadenite e enterite
granulomatosa

Cutanea e intestinal

Sim

Obstrucdo de colon

Cdlon, reto, vagina,
linfonodos
regionais e pele
(regido perianal)

Enterite, vaginite e
linfadenite
granulomatosa

Intestinal e
reprodutiva

peso e ictericia.

Nao

Obstrucgdo de
duodeno

Duodeno,
pancreas,
linfonodos
mesentéricos e
pancredtico, figado

Enterite,
pancreatite,
linfadenite e peri-
hepatite
granulomatosa

Intestinal
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Foram realizadas radiografias abdominais contrastadas em dois animais, onde se
observou obstrucdo parcial de duodeno (caso 1) (Figura 1) e estreitamento na por¢do final
do célon (caso 4). Também nesse ultimo caso, foi realizado colonoscopia e verificou-se

area hiperémica na mucosa do reto e ulceracdes no célon.

Figura 1 - Pitiose intestinal em cdo. Raio-X contrastado, vista latero-lateral direita, mostrando o contraste
no estdmago e na porcdo inicial do duodeno (seta), sugestivo de obstrucdo duodenal (caso 01).

Todos os animais foram eutanasiados em decorréncia do quadro clinico grave
irreversivel e, posteriormente encaminhados para a realizacao da necropsia.

Macroscopicamente, observou-se que os caes 1, 3 e 4 estavam magros e
apresentavam as mucosas oculares e oral pdlidas. O animal 2 encontrava-se em bom estado

corporal, com drea tricotomizada na regido ventral do abddmen e sem a cauda (Figura 2).
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Figura 2 - Pitiose cutdnea em cdo. Observa-se cdo sem cauda e com dreas irregulares de alopecia, focalmente
extensa e dreas multifocais a coalescentes ulceradas (seta) na regido perianal e sacral (caso 02).

As lesdes macroscOpicas observadas durante a necropsia dos animais tinham
caracteristicas semelhantes, variando apenas a localizagao.

No caso 1, verificou-se aumento de volume irregular de aproximadamente 7 cm de
diametro, envolvendo serosa do duodeno, pancreas, linfonodos mesentéricos e pancredticos
(Figura 3A e B). Havia dilatacdo na por¢do inicial do duodeno, com espessamento da
parede por dreas amareladas entremeadas por dreas esbranquicadas, envolvendo a camada
muscular e serosa (Figura 3C), que causava estenose da luz intestinal. Ao corte a massa se
apresentava firme, com dreas multifocais a coalescentes granulares amareladas e
irregulares, circundadas por tecido esbranquicado, liso e brilhante, entremeadas por areas

amarronzadas (Figura 3D).
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Figura 3 - Pitiose intestinal em cdo (caso 01). A - Massa irregular envolvendo a serosa do duodeno, pancreas
e linfonodos pancredtico e mesentérico. B - Foto aproximada da figura A, mostrando aumento de volume no
polo caudal do pancreas. C - Espessamento da parede do duodeno, com &dreas amareladas irregulares na
superficie de corte. D - Corte transversal do duodeno, dreas multifocais a coalescentes granulares amareladas

e irregulares, circundadas por tecido esbranquigado, liso e brilhante, entremeadas por areas amarronzadas.

No caso 2, a lesdo cutdnea apresentava drea focalmente extensa de alopecia e
ulceracdes multifocais irregulares, algumas contendo pequenas cavitagcdes com secrecao
serosanguinolenta, se estendendo da regiao dorso-caudal a sacral (Figura 4A). Ao corte,
havia espessamento do subcutdneo contendo areas multifocais a coalescentes amareladas,
levemente granulares, variando de 0,2 a 0,3 cm de diametro, circundadas por tecido
esbranquicado e firme, entremeadas por dreas avermelhadas que se estendiam a
musculatura adjacente e por¢ao final do reto e anus, causando espessamento da parede
intestinal de aproximadamente 20 cm de extensdo (Figura 4B e C). Ao corte transversal do
reto havia espessamento da parede intestinal contendo dreas amareladas multifocais a
coalescentes irregulares, entremeadas por tecido esbranquicado liso e brilhante na

submucosa e muscular, causando estenose da luz (Figura 4D).
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Figura 4 - Pitiose cutinea e intestinal em céo (caso 02). A - Espessamento da pele e do subcutineo com
areas multifocais a coalescentes amareladas entremeadas por tecido esbranquicado (setas). B - Aumento
de volume se estendendo do anus a por¢ao final do reto. C - Observa-se espessamento da parede intestinal
com dreas amareladas irregulares. D - Superficie de corte transversal do reto apresentando espessamento
da parede intestinal, com dreas multifocais amareladas e estenose da luz (seta).

No caso 3, observou-se aumento de volume na regido perianal, com dreas
multifocais de ulceracdes entremeadas por dreas avermelhadas e amareladas. Na por¢ao
final do reto, observou-se dilatacdo e estenose da luz por espessamento da parede do
intestino (Figura 5A). A parede do reto apresentava-se com dreas multifocais amareladas
variando de 0,1 a 0,5 cm, entremeadas por dreas esbranquicadas e amarronzadas,
envolvendo todas as camadas (submucosa, muscular e serosa) e na serosa havia elevagoes
nodulares, que se estendiam a regidao de glandula perianal. Na vagina observou-se na
mucosa drea focalmente extensa irregular e elevada, com dreas avermelhadas entremeadas
por dreas amareladas discretas (Figura 5B). Nos linfonodos inguinais também foram

observadas areas multifocais semelhantes.
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Figura S - Pitiose intestinal e vaginal em cdo (caso 03). A - Espessamento da parede do reto e anus. B -
Observa-se na mucosa da vagina drea focalmente extensa irregular e elevada, com dreas avermelhadas
entremeadas por dreas amareladas discretas (seta).

No caso 4, observou-se liquido serossanguinolento na cavidade abdominal. Havia
aumento de volume envolvendo a serosa do intestino delgado, pancreas e linfonodos
pancredtico (Figura 6A)e mesentéricos, além da regido caudal da superficie capsular do
figado e omento adjacente, com multiplas dreas de aderéncias. Na por¢do inicial do
duodeno havia espessamento da parede de aproximadamente de 22 cm de extensdo, com
diminuicdo da luz. Ao corte, apresentava-se firme com dreas multifocais amareladas
entremeadas por dreas esbranquicadas e algumas cavitagcdes focais avermelhadas (Figura

6B). No figado havia ainda difusa acentuacao do padrao lobular.

Figura 6 - Pitiose intestinal em cdo (caso 04). A - Observa-se aumento de volume na serosa do intestino

delgado (seta), pancreas (=) e linfonodo pancredtico (cabeca da seta). B - Observa-se massa com dreas
irregulares amareladas entremeadas por dreas amarronzadas e cavitagdes com contetido avermelhado (seta).
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Microscopicamente, havia granulomas multifocais a coalescentes, por vezes
difusos, caracterizados por d&reas centrais de necrose, circundados por infiltrado
inflamatério contendo neutréfilos, muitos degenerados e mais na periferia macréfagos
epitelioides, células gigantes multinucleadas, linfécitos e plasmoécitos e discreta
proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso (Figura 7A). Associado a essas dreas foram
observadas estruturas tubuliformes em cortes longitudinais ou transversais, ndo coradas,
caracteristicas de hifas (Figura 7B). As hifas eram observadas nas dreas de necrose, livres e
no citoplasma de células gigantes (Figura 7C e D). Nos casos 1 e 4 havia ainda vasculite e

necrose fibrinoide acentuada, por vezes formando trombos.

gl ;..'L L
-'i".,ﬂ' T

'E_‘f"‘ .,.dr *__ L g "ﬂ'.._- k.

Figura 7 - Pitiose em cdo. A - Granuloma com &rea central de necrose. HE, Obj. 10x. B - Observam-se
mirfades de estruturas tubuliformes nfo coradas em cortes transversais e longitudinais, semelhantes a hifas
(seta). HE, Obj. 20x. C - Foto B em maior aumento HE, Obj. 40x. D - Observa-se célula gigante contendo
hifas ndo coradas no citoplasma. HE, Obj. 40x.

Havia envolvimento intestinal das camadas muscular e serosa em trés casos (Casos

1, 2 e 3), em um caso havia também o envolvimento da submucosa (Caso 2) e no caso 4
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havia comprometimento apenas da serosa. Na vagina (Caso 3) a lesdo ocorreu de forma
transmural.

Nos linfonodos afetados, havia comprometimento desde a cortical a medular (Caso
1), e somente a superficie capsular (Caso 4). No caso 4 a lesao também afetava a superficie
capsular do figado.

No pancreas (casos 1 e 4), a lesdo ocorreu de forma dissecante entre 0s 4cinos
pancreéticos.

No caso 2, a lesdo cutdnea apresentava o envolvimento da derme a regido de
paniculo, com areas multifocais de hemorragia. Por vezes se estendendo ao subcutaneo e
musculatura adjacente, com necrose muscular, neovascularizacdo e fibroplasia. Havia
ainda ulceracdo e necrose da epiderme associado a neutréfilos.

No caso 3, havia também envolvimento da regido perianal, afetando desde a derme
superficial ao paniculo, de forma dissecante entre glandula perianal e musculatura
adjacente. Areas multifocais de ulceracdo, necrose e hemorragia, associada a neutréfilos,
muitos degenerados da epiderme.

Nas secgdes histologicas impregnadas pela prata de Grocott as hifas foram
fortemente coradas, de coloracdo preta, sendo observadas imagens tubuliformes, formando
angulos retos (Figura 8A). No PAS as paredes das hifas foram fracamente coradas em rosa
(Figura 8B). A imuno-histoquimica realizada nas sec¢des histoldgicas selecionadas de cada
caso houve forte imunomarcacao para Pythium insidiosum, com hifas imunomarcadas em

marrom (Figura 8C). Por vezes foram observadas a imunomarcacao das hifas intravascular.
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Figura 8 - Pitiose em Caes. A - Observam-se hifas fortemente coradas em preto pela técnica de GMS.
Obj. 20x. B - Pelo PAS observam-se hifas fracamente coradas em rosa. Obj. 20x. C - Pela imuno-
histoquimica observou-se imunomarcagdo fortemente positiva em marrom para Pythium insidiosum. Obj.
20x%.
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5 DISCUSSAO

O diagnéstico de pitiose nos quatro casos foi realizado através dos achados
epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos caracteristicos da doenga e confirmado pela
imuno-histoquimica.

Na regido semidrida do Nordeste a ocorréncia da doenca em caes foi de 0,38%,
sendo observados, quatro casos durante quatro anos. Ao se comparar este levantamento
com estudos realizados por Fischer et al., 1994 em Missouri, Estados Unidos, Mendoza et
al., 2005 na Venezuela e Berryessas et al., 2008 na Califérnia, observa-se que a doenga
tem uma morbidade que varidvel. Onde em Missouri, durante cinco anos ocorreram cinco
casos na Venezuela o primeiro relato foi em 2003, e na Califérnia em trés anos ocorreram
10 casos. Para a regido Nordeste este 0,38% provavelmente esté relacionado ao fato de que
esporadicamente os cdes criados em zona urbana sdo levados a zona rural, tendo assim,
pouco acesso a dreas alagadas, como agudes e barragens. J4 os cdes da zona rural, que
teoricamente teriam maior exposicdo a dreas contaminadas pelo agente e
consequentemente uma maior ocorréncia da doenca, até o presente momento nao foram
diagnosticados com pitiose. Acreditando-se que isso pode ser justificado pela falta da
procura a assisténcia médica veterindria, ou os animais morrerem e ndo serem submetidos
a servicos de diagndstico especializado.

Miller (1983), porém o mesmo afirma uma maior ocorréncia em caes machos de
grande porte, fato ndo observado neste trabalho, j4 que os caes na sua maioria eram fémeas
e 50% era de pequeno porte, mostrando que nio hé relacdo da doenca com sexo e porte
como j4 foi relatado por Fischer et al., (1994). Também foi visto que apenas um cdo ndo
teve contato com zona rural, porém o mesmo bebia apenas dgua de poco. Mendoza, Ajelle
e Mcginnis (1996), Mendoza e Newton (2005), afirmam a necessidade do contato de
animais com ambientes com &4gua ou dreas Umidas contaminadas com o Pythium
insidiosum para a ocorréncia da infec¢do. O que pode ter ocorrido com o cdo que ndo tinha
acesso a zona rural é que provavelmente a dgua oferecida ao animal estava contaminada
com a forma infectante do agente.

A forma intestinal (3/4) foi a mais comumente observada neste estudo, o que
corrobora com outros autores (RECH, GRACA e BARROS, 2004; RODRIGUES et al.,
2006; BERRYESSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2010). Destes, dois chamaram aten¢ao

pela forma extensiva da enfermidade, considerada rara. Rech, Graca e Barros, (2006) e
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Pereira et al., (2010) descreveram casos semelhantes a este, porém nos casos citados pelos
mesmo, levantou-se a suspeita de que os animais tenham se infectado pelas duas vias
cutanea e entérica, ja no caso aqui descrito pode se notar a expansao da lesdo cutanea para
a porcao final do intestino. O caso 3 apresentou uma forma reprodutiva, a lesdao foi
observada na vulva e vagina ocorreu por extensdo do sistema entérico para o reprodutor,
sendo bastante semelhante a forma gastrointestinal e cutinea. Jaeger, Rotstein e Law,
(2002) relataram a forma prostatica em um cao na Carolina do Norte, ndo havendo relatos
até o momento da forma reprodutiva.

A vasculite observada em dois casos € descrita raramente em cdes com pitiose
gastrintestinal (PATTON et al., 1996; HELMAN e OLIVER 1999), mas esse tipo de lesdo
vascular € a principal alteracdo encontrada em humanos, vista em 59% dos casos,
resultando em oclusdo arterial e consequentemente aneurisma (IMWIDTHAYA, 1994;
KRAJAEJUN et al., 2006). A pancreatite também verificada nesses casos ja tinha sido
descrita por Fischer et al., (1994) e Trost et al., (2009) e acredita-se que isso ocorra por
extensdo direta da lesdo primadria intestinal ou por disseminacdo hematégena, ja que existia
envolvimento de vasos sanguineos e a presenca de hifas na parede e na luz de vasos.

O envolvimento hepdtico verificado em apenas um caso, ainda ndo tinha sido
descrito em cdes, mas lesdo semelhante ji foi observada em equino por disseminacdo
hemat6égena (AMARA et al., 2013), e nesse caso acredita-se que por extensdo da lesdo
possa ter ocasionado a peri-hepatite.

O diagndstico foi realizado através dos aspectos macroscOpicos € histolégicos das
lesdes e confirmado através da imuno-histoquimica, ji que este ¢ um método eficaz e
vantajoso, podendo ser aplicado sobre tecidos parafinados, permitindo o diagndstico
quando a cultura ou o soro nao estdo disponiveis ((Brown et al.1988; GROOTERS, 2002).
Apesar dos casos de pitiose em caes no semidrido ter representado apenas 0,38% dos
animais necropsiados, ela deve ser considerada como diagnéstico diferencial das doencas

gastrointestinais e cutaneas de aspecto inflamatério, proliferativo e nodular.
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6 CONCLUSOES

Através deste estudo pode-se concluir que:

A pitiose é uma doenga que ocorre esporadicamente em cdes no semidrido
nordestino, havendo uma maior ocorréncia da forma intestinal, seguida da forma cuténea,
diferente do que acontece com equinos que € a espécie mais acometida.

A lesdo primdria poderd se estender para outros 6rgdos adjacentes, além de
disseminagao por vasos, dependendo da forma clinica da doenca.

A doenca apresenta uma mortalidade de 100%, sendo de extrema importancia o
diagndstico precoce e diferencial das doengas gastrintestinais de aspecto proliferativos, que
cursam com estenose parcial ou total do trato digestivo e de lesdes cutaneas ulcerativas,

semelhantes a lesdes inflamatorias ou neoplasicas.
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