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Four suspect and two confirmed cases of gastrointestinal pythiosis were found in a
retrospective study of biopsy and necropsy cases of dogs received in the Laboratério de
Patologia Veterinaria at the Universidade Federal de Santa Maria. The two diagnosed
and published cases have had the etiology confirmed by culture and zoosporogenesis
induction or by nested-PCR. On this study, the etiologic diagnosis of four suspect cases
was confirmed by immunohistochemistry using anti-Pythium insidiosum policlonal
antibody. Epidemiology, clinical signs, gross and microscopic lesions, histochemistry,
immunohistochemistry, and differential diagnoses are reported and discussed.

INDEX TERMS: Pythiosis, Pythium insidiosum, diseases of dogs, gastrintestinal diseases,

granulomatous diseases, immunohistochemistry, pathology.

RESUMO.- Através de um estudo retrospectivo dos ca-
sos de bidpsias e necropsias de caes recebidos no Labo-
ratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
de Santa Maria, constatou-se a ocorréncia de dois casos
confirmados e de quatro casos suspeitos de pitiose gas-
trintestinal canina. Os dois casos diagnosticados e publi-
cados tiveram a etiologia confirmada através da cultura e
inducao de zoosporogénese ou por nested-PCR. Neste
estudo utilizou-se a técnica de imuno-histoquimica com
anticorpo policlonal anti-Pythium insidiosum para confir-
macao da etiologia dos quatro casos suspeitos. A epide-
miologia, sinais clinicos, lesbes macroscdpicas e micros-
cépicas, caracteristicas histoquimicas e imuno-
histoquimicas e diagndsticos diferenciais séo relatados e
discutidos.
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INTRODUCAO

Pitiose canina é uma doencga granulomatosa progressiva
causada por Pythium insidiosum, um microrganismo aqu-
atico pertencente ao Reino Straminipila (Mendoza et al.
2005), Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia
Pythiaceae e Género Pythium (Grooters 2003). O Géne-
ro Pythium compreende organismos que habitam a agua
e 0 solo umido de regides tropicais e subtropicais do mun-
do (Mendoza et al. 1996, Supabandhu et al. 2007). Ha
mais de 120 espécies de Pythium conhecidas, varias de-
las associadas a doencas em plantas de importancia eco-
némica (Alexopoulos et al. 1996). Entretanto, P. insidio-
sum é a unica espécie responsavel por doenga em mami-
feros (Alexopoulos et al. 1996, Rivierre et al. 2005,
Krajaejun et al. 2006).

Para manter seu ciclo, P. insidiosum necessita de agua
com baixa concentracado de ions, pH préximo a neutrali-
dade, temperatura elevada (entre 30° e 40°C) e alguma
espécie de planta hospedeira (Chaffin et al. 1995, Mendoza
et al. 1996). Zodésporos méveis biflagelados sao as estru-



674 Maria E. Trost et al.

turas responsaveis pela infecgéo. Produzidos e liberados
no ambiente aquatico, sédo capazes de colonizar plantas
(Mendoza et al. 1996) e em condi¢des especiais infectar
tecidos de animais e humanos (Grooters & Foil 2006,
Marques et al. 2006, Supabandhu et al. 2007). Além de
equinos, outras espécies domésticas afetadas incluem:
caes (Miller 1985), gatos (Rakich et al. 2005), bovinos
(Gabriel et al. 2008) e ovinos (Tabosa et al. 2004). Re-
centemente foi descrito um caso de pitiose em uma ave
migratoria (Pesavento et al. 2008). Os caes sédo a segun-
da espécie mais afetada pela pitiose (Santurio et al. 2006)
e amaioria dos relatos envolve o trato gastrintestinal (TGI)
(Foil et al. 1984, Howerth et al. 1989). Entretanto, casos
de pitiose cutanea (Dykstra et al. 1999), prostatica (Jaeger
et al. 2002) e disseminada também sao descritos (Rivierre
et al. 2005).

Céaes acometidos pela forma gastrintestinal da pitiose
apresentam emagrecimento progressivo, dor abdominal,
inapeténcia, diarréia, vomito e massa abdominal palpavel
(Helmann & Oliver 1999, Mendoza et al. 2003). Esses si-
nais clinicos sdo comuns a outras doencas em cées, o
que leva o diagndstico da pitiose ser baseado nos acha-
dos de necropsia e histopatologia, associados a identifi-
cacgao do agente através de métodos auxiliares de diag-
néstico como cultivo e posterior indugao da zoosporogé-
nese, técnicas de PCR e imuno-histoquimica (Grooters
2003).

O objetivo deste artigo € relatar e discutir a epidemio-
logia, os sinais clinicos, as lesbes macroscopicas e mi-
croscopicas e as caracteristicas histoquimicas e imuno-
histoquimicas associadas ao diagnéstico da forma gas-
trintestinal da pitiose canina.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo dos casos suspeitos e
confirmados de pitiose gastrintestinal canina recebidos na rotina
de bidpsias e necropsias do Laboratdrio de Patologia Veterinaria
da Universidade Federal de Santa Maria (LPV-UFSM). Os
tecidos foram fixados em formol 10% e processados para
histopatologia. Secg¢des histolégicas foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE). Foram também aplicadas as técnicas
de metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS) e acido
periddico de Schiff (PAS) para a visualizagéo das hifas.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) para a detecgéo de
Pythium insidiosum foi realizada nos Casos 1, 3, 5 e 6, conforme
protocolo descrito a seguir. Apds a desparafinizagao e
reidratacéo dos tecidos, foi realizada a recuperagéo antigénica
com solugéo de TRIS-EDTA (pH 9,0) em forno microondas, em
poténcia maxima, por dez minutos. Como anticorpo primario,
foi utilizado anticorpo policlonal (nao-comercial) anti-P.
insidiosum produzido em coelho, diluido 1:1000 em PBST, e
incubado por 60 minutos a 37°C. O anticorpo secundario
biotinilado e o complexo estreptavidina-fosfatase alcalina
(LSAB+System-AP, Dako Cytomation, KO689 [Dako Cytomation,
6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA]) foram utilizados
consecutivamente, incubados a temperatura ambiente por 30
minutos, e marcados através da adicdo do cromdégeno Liquid
Permanent Red (Dako Cytomation, KO640 [Dako Cytomation,
6392 Via Real, Carpinteria, CA, USA]). A contra-coloragéo foi
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com hematoxilina de Mayer. Como controle positivo, foram
utilizadas seccdes histoldgicas de caso confirmado de pitiose
canina (Caso 2) (RECH et al., 2004). Como controle negativo,
as mesmas secgdes foram utilizadas, com substituicdo do
anticorpo primario por PBST.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do estudo retrospectivo, foram encontrados dois
casos confirmados e publicados (Rech et al. 2004, Rodri-
gues et al. 2006) e quatro casos suspeitos de pitiose gas-
trintestinal canina. Dados de anamnese, extraidos dos pro-
tocolos de necropsia e bidpsia, bem como, apresentacéo
clinica, localizagao das lesdes, aspectos macroscopicos
e histopatoldgicos estao apresentados no Quadro 1.

Os caes tiveram morte esponténea (Casos 1, 3 e 6) ou
foram submetidos a eutanasia (Casos 2, 4 e 5) devido a
deterioracéo do quadro clinico, revelando a importancia
da pitiose gastrintestinal canina como causa de morte
nesta espécie. Todos os caes deste estudo tinham entre
um e trés anos de idade. Trés caes tinham racga definida e
trés eram sem raca, desses, quatro eram machos e duas
eram fémeas. Informacgdes sobre o contato freqliente com
ambiente aquatico (pantano) favoravel a infecgéo consta-
vam nos histéricos clinicos de apenas dois caes (Casos 2
e 4). Esses resultados sao caracteristicos da pitiose cani-
na, que é frequentemente observada em individuos com
menos de trés anos, machos, de racas de grande porte
(Miller 1985), criados fora de casa e com histérico recor-
rente de exposicdo a ambientes quentes e alagados, como
pantanos e lagos (Helman & Oliver 1999, Grooters 2003).
Apesar disso, em uma percentagem significativa de caes,
néo héa informagdes sobre exposicdo a ambientes com
essas caracteristicas e ocorrem casos de pitiose em are-
as suburbanas (Grooters 2003, Berryessa et al. 2008).

Os principais sinais clinicos relatados nos caes deste
estudo foram: emagrecimento progressivo (6/6), dor ab-
dominal (4/6), inapeténcia (3/6), diarréia (3/6), vémito (2/
6) e massa abdominal palpavel (1/6). Os mesmos sinais
também sao freqiientemente observados na forma gas-
trintestinal de pitiose em outros estudos (Helmann & Oliver
1999, Mendoza et al. 2003). Radiografia e ultrassonogra-
fia tém sido utilizadas no diagnéstico clinico, as quais re-
velam espessamento segmentar do trato gastrintestinal,
massa abdominal ou linfadenopatia mesentérica, altera-
¢bes que também podem ser detectadas através da
palpacdo abdominal (Grooters 2003). Nos cées deste le-
vantamento, radiografias da regiao abdominal revelaram
peristaltismo acentuado (radiografia contrastada) (Caso
2), massa abdominal (Caso 3) ou nao foram detectadas
alteracdes (Caso 5). Pela ultrassonografia, em apenas um
(Caso 5) de dois casos em que a mesma foi realizada,
observou-se espessamento da parede gastrica. Neste
estudo, diagndstico por laparotomia exploratéria revelou
tumoracao na regido mesentérica (Caso 3) ou massa ne-
oplasica envolvendo o intestino (Caso 4). Gastrotomia,
realizada em um cao (Caso 5), revelou espessamento
acentuado da mucosa gastrica.
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Quadro 1. Anamnese, apresentacao clinica, localizacéo das les6es, les6es macroscopicas e histoldgicas dos casos de
pitiose gastrintestinal canina diagnosticados no LPV-UFSM

Caso Raga/Sexo/ldade

Apresentacao clinica

Localizagéao da lesao

Achados macroscépicos

Achados histopatolégicos

1 SRD2 Emagrecimento Estdbmago
Macho Vémito
1,5 anos Diarréia LNMP
2¢ SRD Emagrecimento Colon
Fémea Diarréia Reto
3 anos Dor abdominal
3 Labrador Inapeténcia LNM
Macho Emagrecimento
3 anos Dor abdominal
Massa abdominal
4d Labrador Inapeténcia Mesentério
Macho Emagrecimento LNM
2,5 anos Voémito Pancreas
Diarréia ID®
5 SRD Inapeténcia Estdbmago
Macho Emagrecimento
1 ano Dor abdominal
ID
6 Shar Pei Emagrecimento Mesentério
Fémea Dor abdominal LNM
2 anos

Espessamento transmural e ul-
ceracdo multifocal da mucosa.
Aderéncia ao omento e aspecto
fibroso.

Espessamento transmural seg-
mentar (20 cm de extensao) e
diminuicdo da luz.

Massa envolvendo linfonodos.

Massa envolvendo linfonodos
mesentéricos, ID e pancreas.
Parede espessada com dimi-
nuicéo da luz.

Parede espessada, multiplos
focos de necrose, edema e ul-
ceragdo da mucosa.
Espessamento transmural seg-
mentar (14 cm de extensao).
Massa envolvendo o mesenté-
rio e os linfonodos mesentéricos.

Gastrite piogranulomatosa
transmural.

Linfadenite piogranuloma-
lomatosa.

Colite piogranulomatosa
(na mucosa e submucosa).

Linfadenite piogranuloma-
tosa com trombose.

Linfadenite, enterite e pan-
creatite granulomatosa.

Gastrite piogranulomatosa

(na submucosa) com arterite
necrosante.

Enterite piogranulomatosa

(na submucosa).

Mesentério, granulomas mul-
tifocais. Linfadenite piogranulo-
matosa.

agRD: sem raga definida; °LNM: linfonodos mesentéricos; CRECH et al. (2004), cdo com lesdo concomitante de pitiose mucocutanea no labio
(queilite granulomatosa focalmente extensa); 9Rodrigues et al. (2006); ©ID: intestino delgado.

Em todos os caes deste estudo, as lesdbes macrosco-
picas consistiram de espessamento transmural e segmen-
tar no estbmago (2/6) (Fig.1), intestino delgado (2/6)
(Fig.2), e colon (1/6) (Fig.3). Em um céo (Caso 5), havia
lesbes no estdmago e também no intestino (Fig.4). As
lesbes eram caracterizadas por massas firmes, fibrosas

Fig.1. Espessamento transmural da parede do estbmago com
multiplos focos necréticos amarelos.

Fig.2. Espessamento transmural da parede do intestino delga-
do.

Fig.3. Acentuado espessamento transmural da parede do c6-
lon com diminui¢édo da luz. Notam-se multiplas areas ama-
relas de necrose na parede intestinal e inser¢ao do mesen-
tério. Peca fixada.
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Fig.4. Espessamento segmentar do duodeno.

Fig.6. Obliteracédo da arquitetura nodal por areas brancacentas
e multiplos focos amarelos de necrose. Superficie de corte
dos linfonodos mesentéricos.

Fig.8. Nodulo piogranulomatoso com area central de necrose.
HE, obj.10x.

SSATANG

e com multiplos pontos amarelados de necrose (Fig.1 e
3). Nos casos que envolveram o intestino (Casos 2, 4 e
5), a luz do 6rgao estava diminuida (Fig.3). Em dois caes
(Casos 1 e 5) a mucosa apresentava ulceras multifocais
e, em um deles (Caso 5), havia também edema acentua-
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Fig.5. Linfadenomegalia acentuada dos linfonodos mesentéri-
Ccos.

Fig.7. Multiplos piogranulomas na submucosa e muscular do
estébmago. HE, obj.2,5x.

Fig.9. Imagem negativa de Pythium insidiosum (seta) em meio
a foco de necrose. HE, obj.20x.

do. Envolvimento do mesentério e/ou de linfonodos me-
sentéricos (LNMs) foi observado em quatro casos (Fig.5
e 6). Apenas em um deles (Caso 3), as lesdes estavam
restritas aos LNMs.

Além dos locais listados, o envolvimento do es6fago
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Fig.10. Hifas de Pythium insidiosum fortemente coradas pela
técnica de GMS, obj.20x.

7 -
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Fig.11. Forte imunomarcac¢do de numerosas hifas de Pythium
insidiosum. Técnica de imuno-histoquimica (método da es-

treptavidina-biotina-fosfatase alcalina), obj.20x.

ou faringe é raro (Patton et al. 1996, Mendoza et al. 2003,
Grooters & Foil 2006) e nao foi observado neste levanta-
mento. Casos de envolvimento mesentérico sem lesdes
em outros locais sdo frequentes. Nesses casos, os linfo-
nodos geralmente estdao envolvidos em uma massa Uni-
ca, grande e firme (Grooters & Foil 2006), como visto no
Caso 3. Lesbes segmentares em diferentes érgaos em
um mesmo cao (como vistas no Caso 5) também foram
relatadas por outros autores (Grooters & Foil 2006). En-
tretanto, lesbes gastrintestinais e mucocutaneas simulta-
neas, como as descritas por alguns autores (Rech et al.
2004) (Caso 2 deste estudo), sdo raramente encontradas
num mesmo cao (Grooters 2003).

As lesdes histologicas concentraram-se principalmente
nas camadas submucosa e muscular dos 6rgaos afeta-
dos (Fig.7), e se caracterizaram por reagéo granulomato-
sa ou piogranulomatosa com areas centrais de necrose
(Fig.8). Os granulomas eram infiltrados e/ou circundados
por eosindfilos, acompanhados de um menor numero de
neutréfilos, macréfagos epitelidides, plasmdcitos e célu-

las gigantes multinucleadas. Areas de tecido fibrovascular
circundando os granulomas foram comumente observa-
das. Em dois caes (Casos 3 e 5), foram observadas
vasculite e trombose. Imagens negativas de hifas (Fig.9)
foram visualizadas em meio aos focos de necrose. Nor-
malmente os organismos sao dificeis de encontrar em
seccgodes de tecido coradas por HE, sendo mais freqien-
tes em areas de necrose e menos freqlentes no centro
de granulomas discretos (Miller 1985).

Nas sec¢des impregnadas pela técnica de GMS, hifas
com ramifica¢des irregulares, raras septacdes e diame-
tro de 4-10um, puderam ser mais bem observadas
(Fig.10), porém, elas nao coraram pela técnica do PAS.
Estes achados estéo de acordo com os descritos na lite-
ratura (Grooters 2003). A técnica do PAS, amplamente
utilizada na identificagéo de fungos, geralmente nao cora
as hifas de P. insidiosum (Grooters 2003). A auséncia de
coloragéao provavelmente ocorre porque, diferentemente
dos fungos, a parede celular dos oomicetos nao contém
quitina (Alexopoulos et al. 1996), substancia que é de-
monstrada pela técnica do PAS (Culling et al. 1985).

A técnica de IHQ, realizada em secc¢des histolégicas
dos casos suspeitos de pitiose gastrintestinal (Casos 1,
3, 5 e 6), foi essencial para a confirmacao do diagndstico
(Fig.11). O Caso 2, que havia tido o diagnéstico etioldgico
de pitiose confirmado através da cultura e indugao de
zoosporogénese (Rech et al. 2004), foi utilizado como
controle positivo e resultou em forte imunomarcacao para
P. insidiosum em todas as seccoes.

Geralmente, o diagndstico de pitiose é baseado nos
aspectos macroscopicos e histopatolégicos das lesdes e
na cultura do agente. A identificacao definitiva do oomiceto
envolve a andlise dos zodsporos formados (Ginn et al.
2007). Entretanto, cabe ressaltar que, muitas vezes, as
lesGes de pitiose gastrintestinal sdo confundidas com ne-
oplasmas e material fresco das lesdes nao é colhido, o
que impede a cultura (Rakich et al. 2005). Op¢des diag-
nosticas como sorologia, imuno-histoquimica e PCR po-
dem ser utilizadas em caso de impossibilidade de cultura
ou resultado negativo (Rakich et al. 2005, Ginn et al. 2007).
No Caso 4, as amostras foram positivas na cultura, po-
rém nao houve inducao de zoosporogénese. A confirma-
cao e identificacdo do agente nesse caso foi realizada
por nested-PCR (Rodrigues et al. 2006).

A IHQ para P. insidiosum, primeiramente utilizada por
Brown et al. (1988) na confirmacéo do diagndstico de
pitiose equina, tem sido amplamente utilizada na pitiose
em diferentes espécies animais (Howerth et al. 1989,
Fischer et al. 1994, Tabosa et al. 2004, Rakich et al. 2005,
Santurio et al. 2006, Pavarini et al. 2007). Em todos os
casos testados de um estudo, houve auséncia de reagcéo
cruzada na IHQ com fungos dos géneros Conidiobolus,
Basidiobolus e Mucor (Brown et al. 1988).

Pitiose deve ser considerada no diagnéstico clinico di-
ferencial em doencas debilitantes cronicas com emagreci-
mento, vémito e/ou diarréia e massas abdominais palpa-
veis, particularmente em caes jovens e de ambientes ru-
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rais (Miller, 1985, Fischer et al. 1994). Doengas com essas
caracteristicas clinicas incluem: gastrenterite eosinofilica,
enterite granulomatosa regional, corpo estranho gastrintes-
tinal, intussuscepcao e neoplasia intrabdominal (Miller
1985). Alguns autores (Grooters et al. 2003) descreveram
uma infeccdo cuténea e sistémica em caes nos Estados
Unidos, causada por oomicetos do género Lagenidium, a
qual apresenta caracteristicas morfoldgicas semelhantes
a pitiose em caes. Dentre as doencas micéticas, somente
os zigomicetos do género Basidiobolus sdo associados a
lesdes no trato gastrintestinal de cées (Rakich et al. 2005).

O mecanismo exato da infec¢do gastrentérica na pitiose
canina é desconhecido, no entanto, suspeita-se que envol-
va a ingestdo de agua contaminada pelos zoésporos mo-
veis de P. insidiosum (Mendoza et al. 1993, Patton et al.
1996, Liliebjelke et al. 2002, Grooters 2002, Grooters 2003).
Varios autores sugerem que, para que ocorra a infecgéo
do trato gastrintestinal, os zodsporos devem penetrar a
camada submucosa através de lesdes pré-existentes (Miller
1985, Helman & Oliver 1999, Liliebjelke et al. 2002, Grooters
2003), porém, nao ha evidéncias epidemioldgicas sdlidas
que confirmem essa hipotese (Grooters 2003).

Em caes, a pitiose gastrintestinal geralmente é uma
doenca fatal (Mendoza et al. 2003). Na maioria dos casos
é diagnosticada quando as lesdes estdao muito avancga-
das e a excisao cirurgica torna-se impraticavel (Hensel et
al. 2003). Da mesma forma, 0 sucesso na terapia com o
uso exclusivo de drogas antifungicas tradicionais é dificil
se for levado em conta que P. insidiosum ndo é um fungo
e que o ergosterol, substancia alvo da maioria dos
farmacos, esta ausente na parede celular deste oomiceto
(Grooters 2003). A imunoterapia, amplamente utilizada no
tratamento da pitiose equina, ainda nao apresenta resul-
tados satisfatdrios na espécie canina (Santurio et al. 2006).

CONCLUSOES

Nos casos estudados de pitiose gastrintestinal cani-
na, a doenca afetou principalmente caes jovens que apre-
sentaram emagrecimento, inapeténcia, diarréia, vomito,
dor abdominal e massas abdominais palpaveis.

As lesdes ocorreram principalmente no estbmago e in-
testino, ocasionalmente envolvendo o mesentério e os lin-
fonodos mesentéricos, e foram caracterizadas por inflama-
cao granulomatosa com numerosas hifas intralesionais.

A utilizagdo da técnica imuno-histoquimica foi extre-
mamente util no diagndstico da pitiose gastrintestinal ca-
nina, especialmente naqueles casos de rotina em que
somente material fixado esta disponivel.
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