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Pitiose subcutanea felina: relato de caso.
Feline subcutaneous pythiosis: case report.

Luciana Maria Curtio Soares' Diego Montagner Schenkel' Janaina Marcela Assuncéo
Rosa'' Ludmila Silva Azevedo' Valéria Dutra'' Edson Moleta Colodel' Caroline Argenta
Pescador '

- NOTA -

RESUMO

Pitiose em felinos é uma doenca de ocorréncia rara associada ao Pythium
insidiosum. O objetivo deste relato é descrever as caracteristicas macroscopicas,
histopatolégicas e moleculares da infeccdo por P. insidiosum em um gato jovem com uma
massa focalmente invasiva no subcutaneo. O felino, desde filhote, apresentava aumento de
volume proximo a regido retal. O gato morreu apos procedimento cirurgico, sendo realizando
a necropsia e coleta de amostras para exame histopatologico. Microscopicamente, observou-
se em derme profunda, paniculo e musculatura adjacente lesées granulomatosas associadas a
imagens negativas, semelhantes a hifas, com ramificacdes irregulares e raras septacées, as
quais foram associadas ao P. insidiosum através da imuno-histoquimica e PCR. Portanto, a
pitiose deve ser considerada no diagnoéstico diferencial de patologias de tecido subcutaneo em
felinos.

Palavras-chave: Gato, PCR, Pythium insidiosum.

ABSTRACT
Pythiosis in felines is a rare disease associated with Pythium insidiosum. The aim of this

report is to describe the macroscopic, histopathological and molecular characteristics of P.
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insidiosum infection in a young cat with a focally invasive mass in the subcutaneous. The
feline, since was young, presented an increase of volume near the rectal region. The cat died
after a surgical procedure. The necropsy was performed and samples were collected for
histopathological examination. Microscopically the skin lesion was characterized by
granulomatous dermatitis, panniculitis and myositis associated with negative images, similar
to hyphae, with irregular ramifications and rare septations, which were associated with P.
insidiosum through immunohistochemistry and PCR. Therefore, pythiosis should be
considered in the differential diagnosis of subcutaneous tissue disorders in felines.

Key words: Cat, PCR, Pythium insidiosum.

Pythium insidiosum pertence ao Reino Stramenopila, Filo Oomycota, Familia
Pythiaceae e Género Pythium. H& no minimo, 120 espécies de Pythium conhecidos
distribuidos pelo mundo (MENDONZA & NEWTON, 2005), porém Pythium insidiosum € o
Unico agente até agora associado a pitiose em mamiferos. Esta é uma doenca néo
transmissivel e tradicionalmente encontrada em regides tropicais, subtropicais e temperadas
(GAASTRA et al.,, 2010). No Brasil, a pitiose € mais comum em equinos, ocasionando
principalmente lesbes disseminadas em pele, narina, linfonodo, pulmao, baco e figado (REIS
JR et al., 2003). Em gatos, a pitiose é rara e geralmente as lesGes sdo restritas a pele e tecidos
subcutaneos e ndo ha predisposicdo por raca, idade ou sexo (GAASTRA et al., 2010). O
primeiro relato de infeccdo causada por P. insidiosum em felino foi em 1991, o qual
apresentava uma massa no interior das fossas nasais e nasofaringe, estendendo-se para ambas
as cavidades orbitarias (BISSONNETTE et al., 1991). Segundo GROOTERS (2003),
geralmente gatos novos, com idade inferior a 10 meses sdo mais comumente afetados, sendo
as lesbes observadas em tecido subcutaneo, regido inguinal, base da cauda, periorbital e por

vezes, nas extremidades, centralizadas nos digitos ou patas. No Brasil, em um estudo
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retrospectivo sobre a ocorréncia de micoses e pitiose em animais domésticos, GALIZA et al.
(2014) encontraram um Unico caso em felino, cujas lesdes afetaram o trato gastrointestinal,
acometendo intestino delgado, pancreas, figado e linfonodos mesentéricos.

O objetivo deste relato é descrever os achados clinicos, ultrassonograficos e
morfoldgicos de infeccdo subcutanea, focalmente invasiva por P. insidiosum em um gato.

Foi atendido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso,
campus Cuiabd, um felino, fémea, sem raca definida, 2 anos de idade e com histérico de
aumento de volume proximo a regido retal, desde os dois meses de idade. Dez meses antes do
atendimento teve distocia relacionada ao aumento de volume, realizando-se cesérea.
Posteriormente a massa evoluiu, atingindo aproximadamente 10 cm de didmetro. Durante o
exame clinico, observou-se que a massa envolvia as laterais e por¢ao dorsal do anus e com
consisténcia variando de macia em regido periférica e firme em regido central. Durante o
exame ultrassonografico da regido perianal, observou-se massa heterogénea com contetdo
anecdico com aspecto cavitario, positiva ao recurso Doppler colorido, de contorno e forma
indefinida, sugestiva de neoplasia. Durante o procedimento cirdrgico para exérese da massa,
verificou-se que esta envolvia bilateral e externamente o reto e era aderida as estruturas
adjacentes, dificultando a remo¢do com margens cirurgicas de seguranca. Fragmentos dessa
massa foram encaminhados em solucdo de formalina 10% para analise histopatoldgica. O
felino veio a 6bito no periodo pés-operatério e, entdo, foi submetido a necropsia. Notou-se ao
exame macroscopico fragmentos de massa castanho-esbranquicadas, friaveis e lobuladas
aderidas a superficie interna da regido pélvica, assim como hematomas no tecido subcutaneo
circunjacente a incisdo cirdrgica. Nos fragmentos removidos durante procedimento cirurgico,
microscopicamente verificaram-se em derme profunda, paniculo e musculatura adjacente,
areas multifocais de necrose (figura 1A), com imagens negativas morfologicamente

sugestivas de hifas (Figura 1B), que se evidenciaram pela metenamina de prata de Grocott
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(GMS) (Figura 1C), com ramificacOes irregulares e raras septagOes. Estas estruturas eram
circundadas por material eosinofilico (similar a reacdo de Splendore-Hoeppli) e associadas a
severo infiltrado inflamatorio composto por macrofagos de citoplasma amplo, levemente
eosinofilico e espumoso. Havia também células gigantes multinucleadas, neutrofilos e
eosinofilos, além de proliferacdo de tecido conjuntivo com marcada deposicdo de colageno.
Para diagndstico diferencial de pitiose, lagenidiose e zigomicose, seccdes de 10um de lesdo
subcutanea, embebidas em parafina foram encaminhadas para caracterizacdo molecular do
agente. A extracdo de DNA da amostra de parafina foi realizada de acordo com SHI et al.
(2004) e a PCR de acordo com UBIALI et al. (2013) utilizando-se os iniciadores PI-1:
5&#39;-TTCGTCGAAGCGGACTGCT- 3&#39; e PI-2: 5&#39;-
GCCGTACAACCCGAGAGTCATA-3&#39; que amplificam um fragmento de 105 pb que
codifica uma sequéncia do gene ITS1 do rDNA de Pythium insidiosum. O produto
amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2%, e observado em
fotodocumentador ChemiDoc™ XRS, utilizando o software ImageLab™, com marcador de
massa molecular de 100 pb. O amplicon obtido foi purificado em GFX PCR DNA &amp;
GelBand, sequenciado em ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) utilizando os
oligonucleotideos especificos. A sequéncia foi analisada pelo programa BLAST (NCBI)
obtendo-se 100% de identidade com a sequéncia de Pythium insidiosum (GenBank
KP842848).

Foi realizado o teste de imuno-histoquimica das seccdes de tecido subcutaneo
selecionadas de acordo com Ubiali et al., 2013 com pequenas modificacdes. As seccdes foram
cobertas com anticorpo primario anti-P. insidiosum (1:500) e foram encubadas a 37°C por 2
horas. O anticorpo secundario utilizado foi o sistema conjugado de anticorpo Fosfatase
Alcalina (MACH 4 Universal AP Polymer Kit — Biocare Medical) e as amostras foram

encubadas por 30 min a temperatura ambiente. O desenvolvimento do substrato ocorreu como
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0 resultado da adicdo do kit cromogeno Warp Red (Biocare Medical). As seccGes foram
contracoradas com hematoxilina. Houve marcacdo positiva para hifas de P. insidiosum
(Figura 1D).

O diagnostico de P. insidiosum foi baseado nos aspectos clinicos e histolégicos
observados. Entretanto, devido a auséncia de caracteristicas patognoménicas (BISSONNETI
et al., 1991), a habilidade em diferenciar de outras inflama¢des granulomatosas e
proliferativas é essencial para investigacbes epidemioldgicas, clinicas e patologicas
(GROOTERS, 2003). Pitiose, lagenidiose e zigomicose sdo causadas por agentes etioldgicos
distintos, mas com caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares (GROOTERS, 2003).
A pitiose cutanea causa paniculite e dermatite nodular e ulcerativa, portanto recomenda-se
para facilitar o diagndstico a realizacdo de bidpsias profundas ao invés das se¢des superficiais
ou punch (GROOTERS, 2003). Além disso, o diagnostico baseado em cultura de oomicose e
zigomicose historicamente tem sido problematico, porque as lesées macroscopicas associadas
com pitiose sdo facilmente confundidas com aquelas causadas por neoplasias ou infeccéo
bacteriana, logo o tecido é fixado completamente e espécimes ndo sdo coletadas para cultura
(GROOTERS, 2003; RAKICH et al.,, 2005). No presente caso, a suspeita clinica inicial
tratava-se de um processo neoplasico, logo toda a amostra foi fixada em formol a 10%, nédo
sendo possivel a realizacdo do exame microbioldgico. Recentemente, as técnicas moleculares
para o diagnostico de doencas infecciosas em pacientes humanos e veterinarios tem se tornado
cada vez mais importante, pois oferecem uma maior especificidade do que a caracterizacao
morfologica de isolados em cultura ou marcacdo imuno-histoquimica de tecidos infectados
(GROOTERS & GEE, 2002). Embora a amplificacdo especifica de sequéncias de acidos
nucléicos através da PCR tem sido empregada no diagnostico de indmeras doencas
infecciosas a presenca do agente sem a visualizacdo da lesdo é insuficiente para o

diagndstico, por isso, a histopatologia aliada a imuno-histoquimica é de grande valia para a
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confirmacdo diagndstica. A resseccdo cirdrgica € o tratamento de escolha para pitiose,
lagenidiose e zigomicose em pequenos animais. Recidiva local pds-operatoria de pitiose e
lagenidiose é comum, ocorrendo no local da ressec¢do ou linfonodos regionais (GROOTERS,
2003). Neste felino, ndo foi possivel a resseccdo completa da lesdo, pois esta envolvia
externamente o reto e estava aderida a superficie interna da regido pélvica. Em areas
geograficas que favorecam ao crescimento do P. insidiosum, sugere-se que, sempre seja
encaminhado a fresco uma amostra para exame microbioldgico a fim de instituir o mais breve
possivel o tratamento adequando ao animal caso se confirme pitiose evitando assim a

disseminacgéo para outros contactantes.
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Figura 1 - Felino, fémea, sem raca definida, 2 anos de idade. A. Area de necrose associada a

severo infiltrado inflamat6rio composto por macréfagos de citoplasma amplo, levemente
eosinofilico e espumoso, celulas gigantes multinucleadas, neutrofilos e eosindfilos e com
proliferacdo de tecido conjuntivo. HE, obj. 10x. B. Area de necrose apresentando imagens
negativas, morfologicamente sugestivas de hifas, circundadas por material eosinofilico
(similar a reacdo de Splendore-Hoeppli). HE, obj. 20x. C. Evidenciacdo das hifas com
ramificacdes irregulares e raras septacdes coradas por GMS, obj. 40x. D. Imunomarcacéo de
P. insidiosum, utilizando-se anticorpo primario anti-P. insidiosum (1:500).IHQ, Warp

vermelho, obj. 40x.



