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RESUMO

Avaliaram-se 12 feridas granulomatosas em membros torécicos e pélvicos de equinos da raga Pantaneira.
Foi realizado diagnostico sugestivo para pitiose cutdnea de acordo com as caracteristicas clinicas das
feridas e avaliacdo histopatoldgica, com as colora¢es de hematoxilina-eosina (HE) e Prata Metenamina
de Grocott (GMS). A confirmacdo do diagnostico foi realizada por exame imuno-histoquimico, método
streptavidina-biotina marcada (LSAB). O diagndstico histopatoldgico foi de dermatite piogranulomatosa,
focal extensa, acentuada, associada a “pseudo-hifas” caracteristicas de Pythium insidiosum (pitiose
cutanea), nos 12 animais desta pesquisa. O diagnostico de pitiose foi confirmado em 100% dos casos pela
imunomarcacdo positiva (LSAB) para Pythium insidiosum, caracterizada pela visualizacdo de estruturas
ramificadas e septadas, sendo observados 100% de paridade entre as técnicas. E possivel concluir que a
caracterizacdo clinica das feridas granulomatosas com aspecto de pitiose em equinos associada ao
resultado histopatolégico sugestivo para pitiose equina constituem métodos de diagnostico confiaveis, 0s
quais podem ser confirmados pela técnica de imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Twelve granulomatous lesions in the thoracic and pelvic limbs of horses from pantaneira breed were
evaluated. It was performed suggestive diagnostic of cutaneous pythiosis according to the clinic
characteristics of the lesions and histopathological exams using hematoxylin and eosin (HE) and
Grocott’s methenamine silver (GMS) stains. The confirmation of the diagnoses was performed by the
labelled streptavidin biotin (LSAB) method (immunohistochemistry). Extensive focal pyogranulomatous
dermatitis associated with “pseudo hyphae” characteristic of Pythium insidiosum (subcutaneous
pythiosis) was the histopathological diagnosis for all 12 horses used in this study. It was confirmed in
100% of the cases by the positive result to Pythium insidiosum in the immunohistochemistry exam,
characterized by the visualization of branched and septated structures. It was observed 100% of parity
between the techniques. We can conclude that clinical characterization of the granulomatous lesions with
pythiosis aspects in horses associated with histopathology suggestive of equine pythiosis constitute a
reliable method of diagnostic that can be confirmed by immunohistochemistry technique.
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INTRODUCAO

A zigomicose constitui um conjunto de
afeccbes micdticas de estreita semelhanca
anatomopatoldgica, que acomete a pele e o
tecido subcutaneo, o trato digestério e o
respiratério,  especialmente  de  equinos
(Rodrigues e Luvizotto, 2000; Biava et al.,
2007). Constitui um grupo complexo de doencas
piogranulomatosas que inclui a pitiose, a
conidiobolomicose e a basidiobolomicose,
causadas por Pythium insidiosum, Conidiobolus
coronatus e  Basidiobolus  haptosporus
(Basidiobolus ranarum), respectivamente
(Mendoza et al., 1996; Biava et al., 2007).

Em equinos, a enfermidade caracteriza-se pela
formacéo de granulomas eosinofilicos, com a
presenca de massas necrdticas denominadas
“kunkers” (Mendoza e Alfaro, 1986; Meireles et
al., 1993). Os sinais clinicos caracterizam-se
por lesdes ulcerativas granulomatosas, formando
grandes massas teciduais, com bordas
irregulares, de aparéncia tumoral, com hifas
recobertas por células necréticas que formam
massas branco-amareladas, semelhantes a corais,
chamadas internacionalmente de “kunkers”. Os
“kunkers” variam de 2 a 10 mm de didmetro, tem
forma irregular, ramificada, com aspecto arenoso
e penetram no tecido granular, dentro de seios
formados ao longo do seu trajeto. O tamanho das
lesbes depende do local e duracdo da infecgéo e
apresentam secrecdes serossanguinolenta,
mucossanguinolenta, hemorragica e, as vezes,
mucopurulenta e fétida, que drenam dos tecidos
granulomatosos e necréticos, em forma de
colmeias (Leal et al., 2001a).

A pitiose causa prejuizos significativos para a
criagdo de equinos no Brasil, sendo que a falta de
diagndstico agrava o quadro e faz com que essa
afeccdo seja uma ameaca a vida dos equinos
(Leal et al.,, 2001a; Santurio et al., 2004).
Tradicionalmente, o diagndstico da pitiose
baseia-se nos aspectos clinicos e histopatologicos
e no isolamento e identificacdo do agente
por meio de suas caracteristicas culturais,
morfolégicas e reprodutivas. O diagnostico é
relativamente facil em casos crbnicos; porém,
lesBes cutdneas iniciais ou sistémicas sdo de
dificil deteccdo pelos métodos tradicionais (Leal
et al., 2001b). O exame histopatolégico é auxiliar
no diagndstico de pitiose, o qual necessita de
outras provas para confirmacdo, como a
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imuno-histoquimica (Brown et al., 1988).
Histologicamente, a pitiose caracteriza-se por
inflamagdo granulomatosa e granulocitica. Nos
equinos, os “kunkers” apresentam-se COmo areas
de necrose eosinofilica, de tamanho variado,
forma circular e com contornos irregulares,
compostas por hifas, colageno, arteriolas e
células inflamatorias, especialmente eosindfilos.
Em torno das hifas, os eosindfilos estdo
desgranulados e, em direcdo a periferia,
os granulos tornam-se mais evidentes. Na borda
¢ comum encontrar eosindfilos intactos. A
area entre os “kunkers” ¢ caracterizada por
inflamacdo  granulomatosa e  supurativa,
composta por exsudato inflamatério espesso de
neutrofilos e eosindfilos (Miller e Campbell,
1984; Brown et al., 1988; Chaffin et al., 1995;
Headley e Arruda, 2004). Em cortes histol6gicos,
corados com métodos histoquimicos a base de
prata, podem-se observar hifas com paredes
espessas, esparsamente septadas, irregularmente
ramificadas (normalmente em angulo reto) e
medindo de 2 a 6um de diametro (Miller e
Campbell, 1984; Chaffin et al., 1995; Headley e
Arruda, 2004; Santurio et al., 2006a). Porém, a
identificacdo precoce da doenca torna-se dificil
com a utilizacdo desse método (Santurio et al.,
2004) e requer diferenciacdo de outras lesdes
granulomatosas (Chaffin et al., 1992; Leal et al.,
2001a). O diagnostico diferencial inclui,
principalmente, a habronemose, e, também,
neoplasias, tecido de granulacdo exuberante e
granulomas fangicos e bacterianos (Chaffin et
al., 1992).

Atualmente, métodos como a imuno-
histoquimica (Brown et al., 1988), imunodifuséo
(Miller e Campbell, 1982; Kaufman et al., 1990),
ensaio imunoenzimético ELISA (Mendoza et al.,
1997; Santurio et al., 2006b) e, mais
recentemente, os métodos moleculares (Grooters
e Gee, 2002; Schurko et al., 2004; Vanittanakom
et al., 2004) auxiliam e suportam o diagndstico
precoce e correto dessa afeccdo (Mendoza et al.,
1996). Em 1988, Brown et al. descreveram pela
primeira vez o método de imuno-histoquimica
para diagndstico de pitiose equina, que foi
posteriormente utilizado por varios autores
(Fischer et al., 1994; Purcell et al., 1994). O teste
imuno-histoquimico de coloragdo, utilizando a
técnica de peroxidase indireta, diferencia o
Pythium insidiosum de outros fungos. Consiste
na coloracdo seletiva das hifas de Pythium
insidiosum e na auséncia de coloracdo das
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hifas de fungos dos géneros Basidiobolus e
Conidiobolus, com base em cortes histolégicos
do material fixado em formalina (Biava et al.,
2007). Em 2002, Reis Jr. e Nogueira
comprovaram que o método de imuno-
histoquimica apresenta uma alta especificidade
no diagnéstico de infeccdo pelo Pythium
insidiosum.

Com base nesses dados, este trabalho objetiva
avaliar a confiabilidade do diagnéstico de pitiose
cutdnea em equinos realizado por meio de
avaliagdo clinica da ferida e exame
histopatolégico, comparando-o com o teste de
imuno-histoquimica, considerado de elevada
especificidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 equinos, selecionados
na regido do Pantanal mato-grossense, jovens
e adultos, com idades entre quatro meses e
dez anos, e pesos entre 80 e 350kg, da
raca Pantaneira, que apresentavam feridas
granulomatosas em membro toracico ou
pélvico, distalmente as articulagdes do cotovelo
(umerorradial e umeroulnar) ou do joelho
(femorotibial e femoropatelar). Sob anestesia
geral intravenosa, foram realizadas bidpsias das
feridas granulomatosas nos membros dos
equinos para confirmacdo do diagnéstico.

As biopsias contendo “kunkers” foram fixadas
em solugdo de formol neutro a 10%, por um a
dois dias, clivadas, processadas rotineiramente e
incluidas em parafina. Os cortes destinados a
avaliacdo histopatolégica foram corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e Prata Metenamina de
Grocott (GMS — Grocott’s methenamine silver).
Os cortes histolégicos destinados & imuno-
histoquimica foram montados nas l&minas,
previamente tratadas com solucdo de gelatina
0,3% e aderidos a estas por meio do calor (60
°C), durante 24 horas, apds o que as laminas
foram submetidas a imuno-histoquimica.
Utilizou-se o0 método streptavidina-biotina
marcada (LSAB), de acordo com Brown et al.
(1988) e Gimeno et al. (1999).

A desparafinizacdo dos cortes foi realizada em
estufa a 60° C, durante 30 minutos. Na
sequéncia, os cortes foram hidratados em
solucbes de xilol 1 e Il, permanecendo dez
minutos em cada solugdo e com passagens
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sucessivas, a cada dois minutos, em alcool 100%,
90%, 80% e 70% e, posteriormente, foram
lavados em &gua destilada por dez vezes.
Realizou-se o bloqueio da peroxidase enddégena
pela incubacdo das laminas com peroxido de
hidrogénio a 3%, em &gua destilada, durante 15
minutos, & temperatura ambiente, e as amostras
foram, novamente, lavadas em agua destilada. O
blogueio de proteinas inespecificas foi realizado
incubando-se os cortes com leite em poé
desnatado a 5%, diluido em solucdo tampéo
de fosfato (PBS), durante 15 minutos. A
recuperagéo antigénica foi realizada com solucéo
tampéo de citrato de sédio a 10mM, com pH 6,0,
mediante calor (micro-ondas, poténcia méaxima),
por dois minutos, adicionando, conforme
necessario, solucdo tampdo (citrato de sédio ou
PBS) para evitar a evaporagdo. Apds cinco
minutos, destinados a resfriagdo da amostra,
nova lavagem em 4gua destilada foi realizada. A
incubacdo com o anticorpo primario policlonal
anti-Pythium insidiosum produzido em coelho
(cedido a Universidade Federal do Mato
Grosso — UFMT, produzido pelo Laboratorio
de Pesquisas Micolégicas — LAPEMI da
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM)
foi realizada na diluicdo de 1:100, em solugdo
tampédo (PBS), mantida por 1 hora, a 37°C, em
estufa, e nova lavagem com agua destilada foi
realizada. Depois desse procedimento, incubou-
se 0 complexo streptavidina-biotina (LSAB) com
0 anticorpo secundario biotinilado universal
durante 20 minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida, foi feita a lavagem com tampéo
TBS (solugdo TRIS salina tamponada) e
incubacdo pela streptavidina, também, por 20
minutos, em temperatura ambiente, e lavagem
com 4gua destilada. A revelacdo da reacdo foi
feita com o cromégeno diaminobenzidina (DAB;
Peroxidase substrate — Kit DAB K3466, Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA), durante 5 a
10 minutos, seguida de lavagem em agua
destilada. A contracoloragdo dos cortes foi
realizada com hematoxilina de Harris, com
permanéncia de um minuto. As ldminas foram
lavadas em agua corrente e passaram por
desidratacdes sucessivas, a cada um minuto, em
banhos de &lcool 70%, 80%, 90% e 100% e
solugdes de xilol 11 e IV. A montagem das
laminas foi realizada com balsamo do Canada
(Labsynth, Diadema, SP, Brasil). O protocolo
para a imuno-histoquimica utilizada neste
trabalho foi adaptado de Gimeno et al. (1999).
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O anticorpo primario foi produzido em coelho
por meio de uma Unica inoculagdo de 20.000
zoosporos de  Pythium insidiosum, via
subcutanea, sem a utilizagdo de adjuvantes.
Coletas de sangue a cada 14 dias foram
realizadas e a quantificacdo dos anticorpos foi
feita pela técnica de Elisa. O soro utilizado
corresponde a coleta no 45° dia, o qual
apresentou uma densidade otica (DO) de 0,281.
A DO considerada positiva para coelhos é de
0,105 (Pedroso et al., 2009).

As laminas coradas foram analisadas em
microscopia de luz e fotografadas em camera
fotogréfica digital acoplada ao microscopio.

RESULTADOS

A anélise das alteragBes por meio da técnica
histoquimica de HE revelou, em todos
0s animais, A&reas necroticas eosinofilicas
extensas (“kunkers”) e multifocais na derme
superficial e profunda, contendo imagens
negativas de estruturas tubuliformes, septadas e
com ramificagdes em angulo reto (“pseudo-
hifas”). Associados as “pseudo-hifas”, notaram-
se infiltrado inflamatério difuso e intenso,
principalmente na periferia dos “kunkers”,
predominando eosindfilos e, também, infiltrado
neutrofilico e mononuclear moderado
(macréfagos, linfécitos, plasmoécitos e raras
células gigantes de Langerhans). Havia
tecido de granulagdo exuberante, com
proliferacdo de fibroblastos, fibras colagenas e
neovascularizagdo acentuada. As ulceragfes na
epiderme apresentavam infiltrado neutrofilico
moderado a intenso e, por vezes, colbnias
bacterianas basofilicas superficiais.

Por meio da técnica histoquimica de coloracdo
pela prata (GMS) nas areas de necrose,
visualizou-se grande quantidade de ‘“pseudo-
hifas” longas, esparsamente septadas, de
contornos irregulares e bem delimitados,
seccionadas longitudinal e transversalmente,
coradas em preto ou marrom-escuro, tendendo a
formar angulos retos, localizadas principalmente
na periferia dos “kunkers”, caracteristicas de
Pythium insidiosum.
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O diagndstico histopatoldgico foi de dermatite
piogranulomatosa, focal extensa, acentuada,
associada a “pseudo-hifas” caracteristicas de
Pythium insidiosum (pitiose cuténea), nos 12
animais desta pesquisa. O diagnostico de pitiose
foi confirmado em 100% dos casos pela
imunomarcacdo positiva (LSAB) para Pythium
insidiosum, caracterizada pela visualizagcdo de
estruturas ramificadas e septadas (Fig. 1).

DISCUSSAO

Todos 0s animais deste estudo possuiam
histérico de habitarem pastos com areas
alagadicas, ambiente  considerado  como
predisponente para que ocorra a infeccdo por
Pythium insidiosum. Sabe-se que a enfermidade
causada por esse “pseudo-fungo” quase que
invariavelmente estd localizada nos apéndices
locomotores ou nas partes baixas do corpo que
entram em contato com o material vegetal
submerso, contaminado pelo “pseudo-fungo”,
sendo os membros de equinos a regido anatdmica
mais frequentemente acometida; pois, ao
adentrar os alagados para beber agua ou se
alimentar de capim, na época chuvosa, no
Pantanal mato-grossense, 0s animais adquirem a
doenca (Mendoza et al., 1993; Santurio et al.,
2004).

O  histérico, a caracterizagdo  clinica
macroscopica e histopatoldgica da ferida,
encontrados nos animais  deste  estudo,
apresentavam semelhangas com o0s estudos
envolvendo a pitiose equina descritos por
Bridges e Emmons (1961), Miller e Campbell
(1982), Carvalho et al. (1984), Mendoza et al.
(1996) e Reis Jr. e Nogueira (2002). Apds a
andlise dos tecidos colhidos das feridas suspeitas
de pitiose, encontravam-se &reas de necrose com
estruturas cilindricas filamentosas (“pseudo-
hifas™), de coloragdo verde-escura, com paredes
espessadas, com septos ramificados em angulo
reto para a direita, com 2,5 a 8,5um de diametro,
localizados nas margens de uma massa
granulomatosa eosinofilica, evidenciados por
métodos histoquimicos com coloracéo argéntica,
que se constituiam evidéncias histologicas fortes
da presenca da pitiose (Miller e Campbell, 1984;
Mendoza et al., 1996; Headley e Arruda, 2004).
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Figura 1. Equmo Te01do de granula(;ao e “kunkers extraidos das feridas de pitiose nos membros. (A)
infiltrado inflamatério (seta amarela) e imagens negativas de “pseudo-hifas” (seta preta) na area de
necrose. HE, obj.40x. (B) “Pseudo-hifas” localizadas na periferia dos “kunkers” (seta preta) e a tendéncia
das “pseudo-hifas” em formar angulos retos (seta branca) (GMS, obj.40x), com caracteristicas
morfologicas de Pythium insidiosum. (C, D) Imunomarcacdo positiva (LSAB) para Pythium insidiosum

(setas brancas). Imuno-histoquimica, obj.40x.

Porém, deve-se ressaltar que, em estudo recente,
17% dos casos de diagnéstico histopatologico
prévio de pitiose, pela coloracdo a base
de prata, foram considerados negativos apds
pesquisa do Pythium insidiosum por imuno-
histoquimica (Reis Jr. e Nogueira, 2002; Headley
e Arruda, 2004). A basidiobolomicose e
conidiobolomicose sdo granulomas cutaneos
micGticos  causados,  respectivamente,  por
Basidiobolus  haptosporus e  Conidiobolus
coronatus, facilmente confundidos com a pitiose
(Miller e Campbell, 1984).

Neste estudo, a caracterizacdo clinica das feridas
granulomatosas e o0 exame histopatolégico
sugestivo de pitiose asseguraram diagndsticos
positivos para Pythium insidiosum em todos os
animais estudados, resultados que foram
confirmados como positivos pela técnica de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.1, p.27-33, 2014

imuno-histoquimica; pois, de acordo com Reis
Jr. e Nogueira (2002), a técnica de
imunoperoxidase apresenta maior especificidade
para a deteccdo de Pythium insidiosum em
comparacdo com a coloracdo pela prata
(GMS), corroborando Brown et al. (1988).
A probabilidade de falso positivo por
imuno-histoquimica é pequena, uma vez
que as “pseudo-hifas” apresentam moléculas
antigénicas com epitopos especificos do reino
Stramenopila, ndo encontradas nas hifas dos
fungos zigomicetos (Mendoza et al., 1997).

Observou-se, entdo, com este estudo, que, apesar
da maior especificidade oferecida pela técnica de
imuno-histoquimica, o exame histopatolégico,
associado a uma avaliagdo clinica criteriosa da
ferida, sdo confidveis e podem ser empregados
na triagem de casos de pitiose cutdnea em
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equinos (Reis Jr. e Nogueira, 2002), uma vez que
todas as bidpsias colhidas de feridas suspeitas de
pitiose cutdnea foram submetidas aos dois meios
de diagnostico, sendo observados 100% de
paridade entre as técnicas, confirmando tratarem-
se de casos positivos para Pythium insidiosum.

CONCLUSAO

Conclui-se que a caracterizacdo clinica
das feridas granulomatosas com aspecto de
pitiose em equinos, associada ao resultado
histopatoldgico sugestivo para pitiose cutanea
equina, constituem métodos de diagndstico
confiaveis, os quais podem ser confirmados pela
técnica de imuno-histoquimica.
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