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Diagnostico imuno-histoquimico de pitiose cutdnea em equinos
Immunohistochemical diagnostic of cutaneous pythiosis in horses

Pedro Miguel Ocampos Pedroso?, Pedro Soares Bezerra JUnior!, Caroline Argenta Pescador?,
André Gustavo Cabrera Dalto!, Giovana Rosa da Costa?, Daniela Isabel Brayer Pereira?,
Janio Morais Santurio? & David Driemeier?

RESUMO

Descrevem-se cinco casos de pitiose cutdnea em equinos enviados ao Laboratério de Patologia Veterinaria
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil. Microscopicamente focos necréticos circundados por infiltrados
eosindfilos, neutrofilos, macréfagos e abundante tecido conjuntivo fibroso foi observado. Filamentos de hifas esparsame
septadas foram identificadas no centro das areas necroéticas. Na coloracdo de prata metenamina de Grocott hifas sep
ramificadas foram também observadas no interior dos focos de necrose. O diagnéstico de pitiose foi confirmado em todo
casos através do teste de imuno-histoquimica em cortes de tecido usando um anticorpo poliélgtraliantisidiosum
Imuno-histoquimica em tecidos fixados em formalina podem ser Uteis no diagndstico de pitiose quando o material submet
ndo pode ser mais utilizado para cultivo.

Descritores: equino,Pythium insidiosumpitiose, imuno-histoquimica.

ABSTRACT

This report describes five cases of equine cutaneos pythiosis submitted to the Veterinary Pathology Laboratory
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. Microscopically necrotic foci surrounded by eosinophils, neutrophil
macrophages infiltrated and marked fibrosis were observed. Septated scattered hyphal filaments were also identified in
center of necrotic areas. In Gomori methenamine silver-stained sections septate hyphae were also observed within are:
necrosis. A diagnosis éfythium insidiosuninfection was confirmed in all cases by immunoperoxidase staining of tissue
sections using &. insidiosumpolyclonal antibody. Immunohistochemical on formalin fixed material can be useful for
diagnosis when materials submitted to culture are not more available.

Keywords: equine Pythium insidiosumpythiosis, immunohistochemistry.
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INTRODUGAO conforme Guedest al. [4], utilizando um anticorpo

A pitiose é uma enfermidade cosmopolita gdrimario policlonal antP. insidiosumna diluicéo de

ocorréncia em areas temperadas, tropicais e subtropicais?0 © incubados em estufa &3 durante uma hora.

[12,13]. O agente causador pertence & Familigol utilizado o cromégeno vermelh&:oram inseridos

Pythiaceagdo Géner@ythiume a espécie. insidiosum controles positivos dP. insidiosume como controle
[13]. E uma doenca que afeta a pele e subcutaneo ¥egdativo foi incluido um caso de infecgéo por
equinos [12], bovinos [14], ovinos [15], caninos [11] gConidiobolusspp, os controles foram confirmados
humanos [1]. Embora em equinos a forma clinica mafem isolamento e identificacdo do agente na lesdo. O
comum seja a cutanea [13], caracterizada por les@Rticorpo primario foi produzido em coelho através
ulcerativas granulomatosas, formando grandes mas$i Uma Unica inoculagéo de 20.000 zo6sporos de
teciduais necréticas branco-amareladas semelhante§)ghium insidiosunvia subcutanea sem a utilizagéo de
“corais”, chamadas de “Kunkers’[5,13], 0 agente tamadjuvantes. Coletas de sangue, a cada 14 dias, foram
bém pode afetar o trato intestinal [3,7,9]. Microscopica€alizadas e a quantificacéo dos anticorpos foi através
mente, a lesdo é caracterizada por areas eosinofilicasdgetécnica de Elisa. O soro utilizado corresponde a
necrose constituidas principalmente de eosindfilos, efleta do 45dia, o qual apresentou uma densidade
cuja periferia observam-se imagens negativagptica (DO) de 0,281. A DO considerada positiva para
tubuliformes correspondentes as hifaddmsidiosum  coelhos € de 0,105.

Circundando os “Kunkers”, ha infiltrado de eosindfilos,

macrofagos, intensa proliferacdo de tecido

fibrovascular e, ocasionalmente, células gigantes e O historico clinico dos materiais enviados ao
reacao de Splendore-Hoeppli [6]. Nos Ultimos ano$SPV foram escassos. Somente foi relatado a presenca
técnicas sorologicas como imunodifusdo, ELISA @le n6dulos com localizacdo anatébmica nos labios
imuno-histoquimica e mais recentemente PCR tém co(®/5), nas narinas (1/5), no membro anterior (1/5) e,
tribuido para o diagndstico de pitiose nos animais [13¢m um caso a localizacdo néo foi informada.

O objetivo deste trabalho é descrever os acha- Macroscopicamente, as amostras apresenta-
dos imuno-histoquimicos de cinco casos de pitiose emam tecido conjuntivo fibroso, juntamente com mate-
equinos diagnosticados no Setor de Patologia Veterial necrético de coloracdo amarelada que se despren-
naria da Universidade Federal do Rio Grande do Sdiam faciimente do tecido circunjacente (“Kunkers”).
(SPV-UFRGS) utilizando um anticorpo primario O exame histopatoldgico foi semelhante em todos os
policlonal antiPythium insidiosunproduzido em coe- casos, sendo caracterizados por focos necréticos as-
Iho no Laboratorio de Pesquisas Micologicas (LAPEMIkociados a imagens negativas tubuliformes de hifas
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).  flngicas, circundados por infiltrado de eosindfilos,
neutrofilos e macréfagos e abundante tecido conjuntivo
fibroso. Em todos os casos analisados, na coloracédo

O material deste estudo foi obtido de quatragle Grocott, as hifas foram evidenciadas nas areas de
biopsias previamente fixadas em formol e umaecrose esparsamente septadas e ramificadas (Figura
necropsia de equinos submetidos ao SPV-UFRGS, Ag No material enviado para cultura (caso nimero 5),
periodo de janeiro de 2000 a maio de 2006. Os dadBsinsidiosumnao foi cultivado.
gerais dos animais foram informados pelos veterinari- Os cinco casos analisados foram positivos na
0s requisitantes. Amostras obtidas na necropsia foramuno-histoquimica parythium insidiosumsendo
enviadas para o LAPEMI-UFSM, para cultivo e idencaracterizada pela visualizagao de estruturas ramificadas
tificacdo. Todas as amostras destinadas a histopatologiaseptadas (Figura 2). O controle negativo de
foram fixadas em formol a 10%, processadas rotinef-onidiobolusspp. utilizado na imuno-histoquimica ndo
ramente para exame histopatoldgico, incluidas efpresentou reagédo cruzada quando incubado com
parafina, cortadas a 5um de espessura e coradas [gélicorpo antP. insidiosum.
hematoxilinaeosina (HE) e coloracdo de Prata
Metenamina de Grocott (GMS) [8].

Adicionalmente, fragmentos de tecidos cutaneos O diagnostico de pitiose, no presente estudo,
foram submetidos a técnica de imuno-histoquimicdpi confirmado pela técnica de imuno-histoquimica,
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Figura 1. Hifas longitudinais déPythium insidiosuntom  Figura 2. Marcagdo positiva em vermelho (seta) para
estruturas esparsamente septadas e ramificadas (seta)Pyghium insidiosunem imuno-histoquimica (Obj. 100).

coloragdo de Grocott (Obj.100).

através de marcacgdo das estruturas semelhantes a hifas
esparsamente septadas com anticorpoRythiium

insidiosum Os achados macro e microscépicos foram Os achados an;en.ormenrt](.a apr?sgntaqlg)s
semelhantes aos descritos na literatura [10,12]. ~ &Pontam que a tecnica de Imuno-histoquimica utili-

Tradicionalmente, o diagnostico da pitiose bafz"’mdo'se anticorpo primario policlonal afti-

gngidiosumproduzido em coelhos pode ser uma fer-

seia-se nas caracteristicas clinicas, histopatologica : ; ] .
. . . amenta importante como método de diagnéstico em
no isolamento e na identificacdo do agente [5]. . . " .
- . . L . ) casos em que ha suspeita de pitiose, especialmente
técnica de imuno-histoquimica [2] € um importante . ; ~
. e oo em casos nos quais fragmentos de tecidos s&o sub-
passo para identificagdo &e insidiosumem amos-

: . e metidos ao laboratdrio fixados em formol 10% e em
tras previamente fixadas em formol, possibilitando 23s0s em que o isolamento no é obtido

visualizagdo do agente juntamente com a lesdo. Ao

contrario do que ja foi observado em outros estudgsgradecimentos Ao professor Dr. Edson Moleta Colodel
[10], no presente trabalho, todos os casos analisadgg Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) pelos
foram positivos no teste imuno-histoquimico. A pro_controles positivos e negativos utilizados neste trabalho.
babilidade de fal . . hi "7 77 A Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel
,a ilidade de falso positivo na imuno- |.stqu|m|caSUIDerior (CAPES).

€ pequena, uma vez que as hifasPdasidiosum

apresentam moléculas antigénicas com epitopos es- NOTAS INFORMATIVAS

pecificos do Reino Chromista, que ndo sao encofvector Laboratérios, EUA.

trados nas hifas dos fungos zigomicetos [10].
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