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RESUMO

MENDES, ANA FLAVIA. Lesdes flingicas de interesse médico-veterinario:
caracteristicas morfolégicas de agentes na citopatologia e histopatologia e da
principal lesé@o tecidual. 2023. 51f. Trabalho de Conclusdo do Programa de
Residéncia em Area Profissional da Satde — Modalidade Uniprofissional: Anatomia
Patologica Veterinaria do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, 2023.

Os fungos sdo responsaveis por causar micoses sistémicas, subcutaneas e
superficiais em seres humanos e em animais. As lesdes fungicas sdo comuns na
rotina médico-veterinaria, e a identificacdo dos agentes responsaveis e a
caracterizacao das lesGes sao desafios frequentes. O objetivo foi revisar brevemente
as principais doencas causadas por fungos e pseudo-fungos de interesse médico-
veterinério e o diagndstico cito e histopatolégico das principais lesdes teciduais. O
estudo foi retrospectivo de anatomia patoldgica veterinaria de 2012 a 2023 e foram
selecionados casos impares e classicos baseados na analise macroscopica,
microscopica, tamanho e morfologia dos agentes na coloragdo por hematoxilina e
eosina, na coloragao histoquimica e o padréo lesional principal. A casuistica utilizada
visou a caracterizacao dos agentes de interesse médico-veterinario, com ou sem
potencial zoonético. As doencas estudadas foram esporotricose, criptococose,
malasseziose, candidiase, aspergilose, pitiose, rinosporidiose e histoplasmose. Os
casos abordados referentes a estes agentes apresentaram a forma classica da
doenca nas espécies acometidas. A avaliacdo dos casos de Cryptococcus spp.
revelou diferengas significativas no tamanho das leveduras entre diferentes casos.
No caso de esporotricose foi observada a invaséo linfovascular por leveduras e a
auséncia de resposta inflamatéria no pulmdo. Um dos casos abordados envolveu a
infecg@o por trés fungos diferentes, caracterizados por meio de cultivo micologico e
histopatologia. Os agentes Pythium insidiosos e Rhinosporidium seeberi, apesar de
nao serem fungos verdadeiros, possuem caracteristicas histoquimicas e provocam
lesbes fungo-simile. Conclui-se que para o diagnostico de doengas flngicas sao
utilizados critérios clinicos, cito e histopatolégicos e microbiologicos. O conhecimento
das limitacdes de cada parametro € fundamental para realizar diagndsticos precisos.
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Na histopatologia, é imprescindivel a utlizacdo de coloragBes histoquimicas,



conhecimento da morfologia dos fungos e reconhecimento de padrbes lesionais

como foram aqui descritos.

Palavras-chave: Fungos. Histopatologia. Morfologia. Micoses.



ABSTRACT

MENDES, ANA FLAVIA. Fungal lesions of veterinary medical interest:
morphological characteristics of agents in cytopathology and histopathology
and of the main tissue lesion. 2023. 51p. Conclusion Work of the Professional
Residency Program in Health Area - Uniprofessional Modality: Veterinary
Pathological Anatomy at the Veterinary Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine
and Animal Science of the University of Sdo Paulo, 2023.

The fungi are responsible for causing systemic, subcutaneous, and superficial
mycoses in humans and animals. There is a recognized scarcity of epidemiological
information about these agents. Fungal lesions are common in veterinary and
medical practice, and identifying the responsible agents and characterizing the
lesions are frequent challenges. The aim of this study was to briefly review the main
diseases caused by fungi and pseudo-fungi of veterinary medical interest and the
cyto and histopathological diagnosis of the main tissue lesions. The study was a
retrospective veterinary pathology analysis from 2012 to 2023. The analyzed data
included macroscopy, microscopy, agent size, morphology in hematoxylin and eosin
and histochemical staining, and the main lesion pattern. The diseases studied were
sporotrichosis, cryptococcosis, malasseziosis, candidiasis, aspergillosis, pythiosis,
rhinosporidiosis, and histoplasmosis. The case series aimed to characterize agents
of veterinary medical interest, with or without zoonotic potential. The assessment of
Cryptococcus spp. cases revealed significant differences in yeast size among
different cases. A notable aspect in the case of sporotrichosis was the
lymphovascular invasion by yeasts and the absence of an inflammatory response in
the lung. One of the cases involved an infection by three different fungi,
characterized through mycological culture and histopathology. The agents Pythium
insidiosum and Rhinosporidium seeberi, although not true fungi, have histochemical
characteristics and cause fungus-like lesions. The cases related to these agents
showed the classic form of the disease in the affected species. It is concluded that
diagnosing fungal diseases uses clinical, cyto and histopathological, and
microbiological resources. Awareness of the limitations of each resource is crucial for
providing accurate diagnoses. In histopathology, the use of histochemical stains,

knowledge of fungal morphology, and recognition of lesion patterns are essential.



Keywords: Fungi. Histopathology. Morphology. Mycoses.



GLOSSARIO*

Blastoconidio: Um conidio assexuado que se forma por um processo de brotamento.

Cépsula: Uma bainha de mucopolissacarideo hialino ao redor da parede celular de certas
leveduras, como Cryptococcus.

Clamidésporo: Estrutura de resisténcia e sobrevivéncia que exibem parede espessa e
reproducdo assexuada.

Conidio: Um propagulo reprodutivo assexuado formado de qualquer maneira que nao
envolva a divisao citoplasmatica. Os conidios atuam como 6érgaos de disseminacao.

Conidiéforo: Uma hifa especializada de onde se desenvolve o conidio.
Demaceo: Uma cor marrom escura, acinzentada esverdeada ou preta.
Denticulo: Uma pequena projecao ou espigao na qual os conidios séo produzidos.

Dimoérfico: Possuindo duas formas morfologicas diferentes na dependéncia da temperatura
e meio que se encontra.

Hifa: Um Unico filamento fungico.

Macroconidio: Um tipo de conidio de maior tamanho produzido por um mesmo fungo.
Microconidio: Um tipo de conidio de menor tamanho produzido por um mesmo fungo.
Micélio: Rede de hifas que compfem e sustentam a base do fungo.

Pseudohifas: Uma cadeia de blastoconidios alongados formados em algumas leveduras
que se assemelham a um filamento tipo hifa.

*University of Adelaide. Glossary of Mycology Terms. University of Adelaide.
Disponivel em: https://www.adelaide.edu.au/mycology/glossary.
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1. INTRODUCAO

Ao longo de séculos, as infec¢cdes fungicas eram predominantemente
associadas a infeccOes superficiais na pele, unhas e cabelo (dermatomicoses).
InfeccBes fungicas sistémicas graves eram extremamente raras (Lin, 2009). No
entanto, nas Ultimas trés décadas, houve um notavel aumento nas infeccbes
fungicas sistémicas graves devido ao crescente niumero de pessoas com sistema
imunolégico comprometido, principalmente devido a transplantes de 6érgaos,
tratamento de cancer e infecgbes imunossupressoras (Rapp, 2004). Em animais
domésticos, nas duas ultimas décadas notou-se um numero crescente de doencas
fungicas persistentes causadas por fungos cosmopolitas e patogénicos
(Sayedmousavi, 2018).

De acordo com Reis-Gomes et al. (2018), a investigacdo epidemioldgica das
doencas fungicas nos animais € escassa, e ndo ha dados precisos acerca da
prevaléncia e incidéncia dessas enfermidades, tampouco sobre as variacbes dos
fatores de risco envolvidos. Por ndo serem de notificagcdo obrigatoria, ha pouca
informacédo disponivel sobre essas condicbes, o que complica o0 processo
diagnéstico, dificultando a identificacdo e descricdo dos agentes causadores e das
caracteristicas clinicas e patoldgicas das doencas. Ademais, € de suma importancia
considerar o impacto na saude publica, especialmente devido ao fato de algumas
delas serem zoonoses.

No Brasil, considerado epicentro da esporotricose, o0 aumento de casos de
infeccdo por Sporothrix spp. que ocorre desde os anos 2001 exemplifica como
fungos ambientais podem ser causadores de alarmantes epidemias (Sanchonete et
al., 2015; Alvarez, 2022).

E importante a participacdo dos animais domésticos na manutencdo e
disseminagéo destes agentes na natureza, no entanto as atividades humanas como
0 uso indiscriminado de medicamentos, urbanizacdo desenfreada e desigual e a
aproximacéo e domesticacdo de animais selvagens estao fortemente associadas as
epidemias de doengas fuangicas. A identificacdo dos fungos, bem como a
caracterizagcdo das lesdes € de suma importadncia para o reconhecimento e

diagnéstico preciso (Sayedmousavi, 2018; Adebiyi, 2018; Carpouron, 2022).



11

2. OBJETIVOS

O estudo buscou elaborar revisdo breve das principais doencas fungicas de
interesse meédico-veterinério, caracterizar a cito e histomorfologia dos agentes
fungicos e similares ndo fangicos e as lesfes teciduais associadas em animais
domeésticos. Secundariamente, buscou-se compilar essas caracteristicas
identificadoras dos agentes fungicos e das suas lesfes teciduais de maneira que
possa ser elaborado um guia pratico a ser utilizado por outros patologistas e

estudantes.

3. REVISAO DE LITERATURA

Em geral, as doencas fungicas podem ser classificadas como: micoses
primarias, oportunistas, subcutaneas e cutaneas (Kayser et al.,, 2004). As micoses
primérias tais como histoplasmose, blastomicose, aspergilose e candidiase sao
causadas por fungos oportunistas ou patogénicos (Kayser et al., 2004). As micoses
oportunistas afetam principalmente pacientes humanos e animais em condicdo de
imunossupressao (Roden; Schuetz, 2017; Dedeaux et al., 2018). A exemplo, durante
a pandemia de COVID-19, uma epidemia de micoses oportunistas foi observada em
pacientes hospitalizados (Bhotla et al., 2021).

As micoses profundas ou subcutaneas ocorrem a partir da inoculacao
traumatica ou em lesbes cutaneas pré-existentes de fungos patogénicos na pele e
no tecido subcutdneo (Samaila; Abdullahi, 2011). Uma das mais importantes
doencas nesta classificacdo, é a esporotricose, que serd abordada em breve. Sao
causadas por fungos e pseudo-fungos que podem ser enquadrados em categorias
clinicas, com base em caracteristicas como pigmentacdo, tamanho, contorno
morfolégico, grau de septacdo, padrdo de ramificacdo, arranjo e resposta
inflamatoria (Dehghanpir, 2023). As principais categorias sdo: hialohifomicoses
(causadas por fungos hialinos e nédo pigmentados), feohifomicose (causadas por
fungos pigmentados) e micetoma eumicotico (lesdes fistulosas associadas a
agregados granulares sdlidos) (Grooters, 2014). Além destes, também pode ser
incluido o Pythium insidiosum, que pertence a classe dos oomicetos que possuem
caracteristicas taxondmicas que os aproximam filogeneticamente das algas (Leal et

al., 2001; Grooters, 2014). Outro agente que pode causar micose profunda, é o
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Rhinosporidium seeberi, que embora tenha sido inicialmente classificado como um
fungo, analises moleculares identificaram esse organismo como um parasita protista
aquatico pertencente a classe Mesomycetozoea. Sua posi¢cao taxondmica esta na
linha de divergéncia entre animais e fungos (Mendoza, 2005).

As micoses superficiais podem afetar a pele, pelos, cabelos e unhas e séo de
larga ocorréncia em pessoas e animais em todo o mundo (Kayser et al., 2004;
Chermette et al., 2008). Os agentes causadores sao os fungos dermatofitos, grupo
composto por trés géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, que
gue concentram dez espécies de fungos (Chermette et al., 2008). A apresentacao
clinica da dermatofitose em animais cursa com alopecia regular e circular, com
bordos eritematosos e descamacéo superficial (Cornegliani; Persico; Colombo,
2009). Outro importante agente relacionado a micoses cutédneas é a Malassezia
spp., um fungo lipofilico que pode colonizar a pele dos animais e em humanos, as

infeccbes exibem menor carga fungicas (Sykes et al., 2014).

3.1.Esporotricose

A esporotricose € uma enfermidade fangica endémica na América Latina; € mais
prevalente no Brasil e na Asia, onde é mais observada na China (Almeida-Paes et
al, 2016). Recentemente, foi notificado o primeiro caso de S. brasiliensis no Reino
Unido (Bernacle et al., 2023), espécie que, até entdo, era considerada restrita a
América do Sul (Angelo, 2023). A doenca € contraida por meio da inoculacdo
traumatica do fungo na pele, seja pelo arranhdo ou mordida de gatos infectados,
contato com secrecdes de animais infectados, plantas e solo contaminados ou
matéria organica em decomposicao (Gremiao et al., 2015). Menos comumente, pode
ocorrer pela inalacao de conidios (Barros et al., 2011).

As espécies patogénicas, S. schenckii e S. globosa, geralmente seguem uma
rota ambiental de transmisséo, conhecida como sapronose. Essa rota de infeccao
afeta principalmente populagdes ocupacionais especificas, como trabalhadores
agricolas e jardineiros (Rodrigues et al., 2014). Ja a espécie S. brasiliensis esta
associada a transmissao zoonoética e entre gatos (Sanchonete et al., 2015).

Alguns pesquisadores sugerem que a infeccdo em gatos pode ocorrer por meio
da inalacdo dos conidios diretamente do ambiente, o que explicaria a alta incidéncia
de sintomas respiratorios e lesdes de mucosa nasal, bem como o isolamento do

fungo na cavidade nasal, nos pulmdes e em lavados broncoalveolares (Schubach et
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al., 2004; Leme et al., 2007). Os gatos também tém um papel crucial como fonte de
infeccdo, devido a alta carga fungica de leveduras observadas nas lesfes de pele,
além da presenca do fungo nas garras e na cavidade oral (Gremido et al., 2021).

No trabalho de Almeida-Paes et al. (2014) a espécie S. brasiliensis foi
identificada em 93,5% dos casos, que coloca esta espécie como principal causa da
esporotricose endémica no estado do Rio de Janeiro. Nas cidades de S&o Paulo
(SMS.G Portaria N°470, 2020), Rio de Janeiro (SES N°2485, 2021) e em outros
poucos municipios brasileiros (CRMV, 2020) é obrigatéria a notificacdo de casos

confirmados em animais.

Sporothrix brasiliensis

S. brasiliensis é um fungo geofilico e termicamente dimorfico. Ele apresenta uma
fase micelial saprofitica a 25-28°C e uma fase patogénica de levedura em formato
de charuto a 36-37°C. A forma micelial € composta por hifas hialinas, septadas e
ramificadas, com largura variando entre 1 e 2 ym. As hifas septadas contém os
conidioforos, que em seu apice formam pequenas vesiculas com denticulos. Cada
denticulo produz um conidio, que mede de 2 a 4 ym (Barros et al., 2011). A cultura
do S. brasiliensis, pode ser pigmentada ou ndo pigmentada, a depender da
concentracdo de melanizacdo, que é um importante fator de viruléncia (Gremido et
al., 2020).

Quando nos tecidos, o fungo ocorre na forma de leveduras que possuem discreta
variacdo de tamanho. Sdo redondas a ovais, com medida entre 2 a 6 ym de
didmetro. Os brotamentos sdo Unicos e de base larga. A figura 1 mostra as
caracteristicas morfoldégicas das leveduras deste género com destaque para as
caracteristicas de tamanho e de brotamento. E comum encontrar essas estruturas
no interior de macréfagos, neutrofilos e células gigantes multinucleadas ou livres,
sempre envoltas por um halo transparente (Gremiao et al., 2020). O S. brasiliensis
exibe, em sua forma parasitaria de levedura, uma parede celular de dupla camada
mais espessa, o que dificulta a fagocitose por macrofagos e permite a formacao de
biofiimes e consequentemente, aumenta a resisténcia ambiental (Etchecopaz et al.,
2021)
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Figura 1 - Sporothrix brasiliensis. Leveduras em forma alongada (de charuto) ou arredondada,

SN
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Fonte: Mendes, 2023 Adaptado de Rodrigues et al., 2020.

brotamento

3.2. Criptococose

A criptococose € uma doenca de distribuicdo mundial, com maior prevaléncia na
Africa, Asia e seguido pela América Central e América do Sul (Cogliati, 2013). A
doenca é esporadica e afeta uma ampla variedade de mamiferos, incluindo
humanos e, ocasionalmente, aves, répteis e anfibios (Danesi et al., 2021). A doenca
€ comum em céaes e gatos, causando infec¢des respiratorias, neurologicas, cutaneas
e oculares (Galiza et al., 2014). E causada pela infeccdo por membros dos
complexos de espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii,
encontrados em substratos de origem tanto animal quanto vegetal (Cogliati et al.,
2016). A infeccdo ocorre quando ha inalacdo de basidiésporos ou leveduras
desidratadas infectantes presentes no ambiente (Junior et al., 2015).

Um estudo de amostras ambientais feito na bacia do Mediterraneo isolou C. gatti
e C. neoformans de arvores comuns da regido e, no total, 5% das espécies arbdreas
estavam colonizadas pelas leveduras (Galiza et al., 2014). A manifestacéo sistémica
ocorre a partir da infeccao inicial, que acontece principalmente em cavidade nasal,
seios nasais e pulméo, a partir da inalagao dos fungos (Galiza et al., 2014; Danesi et
al., 2021).

Quando em humanos, a criptococose causada pelo C. gatti geralmente provoca
doenca em hospedeiros aparentemente saudaveis. No caso do C. neoformans, a
maior prevaléncia e gravidade da doenga acontecem em individuos
imunossuprimidos (Kwon-Chung et al., 2014). Mesmo com a terapia adequada, 0s
pacientes podem falecer ou sofrer morbidade significativa, incluindo sequelas

neurolégicas permanentes (como cegueira, surdez e déficits motores). Dentre o0s
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animais domeésticos a maior mortalidade ocorre em gatos, sendo a meningite uma

das principais complicacdes (Krockenberger, 2010; Gazzoni, 2008).

Cryptococcus spp.

A identificacdo histopatolégica da criptococose se baseia nas caracteristicas
micromorfologicas e na coloracdo das células fungicas. Microscopicamente, 0s
fungos sado esféricos a ovais e podem medir de 5 a 20 um (Ugochukwu et al., 2022).
As células exibem brotamento em base estreita e sdo circundadas por uma cpsula
de mucopolissacarideos, um importante fator de viruléncia (Danesi, 2021). A figura 2
exemplifica as caracteristicas morfologicas das leveduras deste género.

A coloracado envolve o uso de técnicas histoquimicas como hematoxilina e eosina
(HE) e a coloragdo de Grocott, além de técnicas histoquimicas especiais como o
método de mucicarmim, que colore a capsula em tons de magenta (Gazzoni, 2009).
Em alguns casos, onde a capsula é pouco evidente a coloracdo de Fontana-Masson
pode ser aplicada e cora a melanina flngica da parede celular em tons de marrom-

avermelhado (Gazzoni, 2010).

Figura 2 - Cryptococcus spp.: ilustracé@o das leveduras com brotamento em base estreita.

Fonte: Mendes, 2023. Adaptado de Jurado, 2019.

a

3.3. Histoplasmose

Histoplasmose € uma doenca fungica causada pelo fungo dimorfico, de ampla
distribuicAo em regides tropicais e subtropicais, Histoplasma capsulatum. Infecta

uma grande variedade de hospedeiros (Falci, 2017). Os seres humanos e animais
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de companhia contraem histoplasmose ao inalar esporos de H. capsulatum
presentes no ambiente, geralmente em solos acidos e umidos ricos em nitrogénio,
contendo excrementos de aves, morcegos ou passaros (Guillot, 2018). O resultado
da infeccao depende de fatores intrinsecos ao hospedeiro, carga fungica inoculada e
a viruléncia do isolado. Em humanos, relatam-se casos de histoplasmose pulmonar
gue pode mimetizar tumores primarios ou metastase, dada sua distribuicdo nodular
no parénquima (Azevedo, 2015).

Em animais de companhia, as manifesta¢des clinicas sdo altamente variaveis e
inespecificas. Os sinais respiratérios sao frequentemente observados em varias
espécies e é decorrente de uma resposta inflamatoria granulomatosa, composta por
macréfagos e poucos linfécitos (Guillot, 2018). Ocasionalmente, as leveduras podem
ser vistas no citoplasma de fagdcitos no sangue periférico de cédes e gatos, como €
observado na figura 3. Ainda é possivel observar o fungo em citologia aspirativa de

orgaos como figado, baco, linfonodos e pulméao (Brémel; Sykes, 2005).

Histoplasma capsulatum

Sdo fungos dimdérficos, que apresentam as fases micelial e leveduriforme.
Durante sua fase micelial no ambiente, o fungo se apresenta em duas formas de
conidios: macroconidios com diametro variando de 8 a 15 ym, e microconidios com
didmetro variando de 2 a 5 pm. Os microconidios representam as formas
infectantes, uma vez inalados, sao suficientemente pequenos para alcancar o0s
bronquiolos terminais e os alvéolos, onde se transformam na fase de levedura
dentro dos macréfagos (Mittal, 2018).

As leveduras exibem parede delgada, medem 2 a 4 pm de didametro e
brotamento de base estreita. As coloracbes de hematoxilina e eosina de rotina
geralmente ndo permitem a visualizacdo das pequenas leveduras, embora quando
ha um grande namero de organismos presentes, tem-se a impressdo de que 0s
macréfagos apresentam estrutura intracitoplasmatica. Os tecidos devem ser corados
com Grocott, ou com a coloragdo Acido Periédico de Schiff (PAS, do inglés periodic
acid Schiff) para melhor visualizar H. capsulatum. As leveduras sao tipicamente
encontradas dentro dos macrofagos, mas também podem ser vistas livres nos
tecidos (Kauffman, 2007; Arauz; Papineni, 2021).
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Figura 3 - Histoplasma spp. llustracao da forma parasitaria, pequenas leveduras no interior de

macrofagos ou livres, destaque para o halo claro ao redor da levedura
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Fonte: Mendes, 2023. Adaptado de Jurado, 2019.

3.4 Aspergilose

E ampla a variedade de doencas causadas por fungos do género Aspergillus. Os
fungos podem colonizar o solo, matéria vegetal em decomposicdo, sementes e
graos e ocasionalmente possui 0 potencial de infectar hospedeiros animais vivos,
incluindo insetos, aves e mamiferos (Seyedmousavi et al., 2015). Em humanos, o
Aspergillus fumigatus é o patdgeno fungico oportunista aerotransportado mais
comum e potencialmente letal, especialmente entre o0s hospedeiros
imunocomprometidos (Latgé, 2019).

A predilecao tecidual varia amplamente entre as espécies de animais. Em aves
domésticas e selvagens, a aspergilose € principalmente uma infeccdo respiratoria
que pode se tornar generalizada (Beernaertet al.,, 2010); nos mamiferos, sao
reportados casos de aborto micético e infecgbes na glandula maméaria em bovinos,
micose na bolsa gutural de equinos, infecgcdes em seios nasais de cées e gatos e
quadros de pneumonia associada a infec¢cdes disseminadas em mamiferos
marinhos (Seyedmousavi et al., 2015). H4 também os quadros devido as
micotoxinas, que sao metabolitos secretados pelos fungos e consideradas um
importante fator de viruléncia. As micotoxinas mais importantes incluem: aflatoxina,
gliotoxina, ocratoxina A, entre outras (Ugochukwu et al., 2022).

Em aves a aspergilose, especialmente causada pelo Aspergillus fumigatus, é
uma preocupacao, pois ha grande suscetibilidade das espécies e alta eficiéncia no

crescimento fungico, que produz infec¢des graves e alta mortalidade (Arné et al.,
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2011, 2021). Aves cativas sao especialmente suscetiveis em decorréncia do

estresse de aprisionamento (Seyedmousavi et al., 2015).

Aspergillus spp.

Microscopicamente, as hifas possuem 2,5-8 um de largura, sdo septadas,
hialinas, exibe ramificacdo em angulo agudo (45°), em forma de arvore ou leque. Os
estirpes podem se assemelhar as hifas dos zigomicetos (McClenny, 2005). O
tamanho dos conidios também pode auxiliar na identificagdo de algumas espécies.
A. fumigatus, A. terreus e A. nidulans tém todos conidios variando de 2 a 3,5 um,
enguanto os conidios de A. flavus e A. niger sdo maiores e medem de 3-5 pym (Sugui
et al.,, 2015). As formas e estruturas que compdem o fungo sdo demonstradas na
figura 4.

A coloracdo hematoxilina-eosina € frequentemente complementada com
coloracbes de PAS e Grocott, a fim de exibir elementos fungicos em cortes de

tecidos parafinizados (Arné et al., 2011).

Figura 4 - Aspergillus spp: (a) vesicula com conidios e nomenclatura das estruturas e (b)

ilustragcdo das hifas angulares e septadas em angulo agudo (45°).

Fonte: Mendes, 2023. Adaptado de Kayser, 2004.

3.5 Candidiase

A candidiase € uma infeccdo fungica causada por Candida spp., um fungo
patogénico facultativo, naturalmente presente na microbiota de humanos e animais

saudaveis, principalmente de aves. As infec¢cdes geralmente ocorrem ap0s um
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desequilibrio da microbiota gastrointestinal e genito-urinaria, e 0 supercrescimento
do fungo. Os desequilibrios podem ser vinculados ao uso prolongado de antibidticos,
condigBes imunossupressoras e além destes, em animais, também é associada a
higiene ambiental inadequada, falhas no manejo nutricional e sanitario e ao sistema
imune incompleto das aves jovens (Talazadeh et al., 2022; Seyedmousavi, 2018).
Em humanos, a candidiase disseminada ou a candidemia geralmente se desenvolve
em pacientes imunossuprimidos. Os estudos realizados por Pfaller (1998, 2007)
revelaram que a candidiase é a quarta causa de infec¢6es nosocomiais nos Estados
Unidos.

Em aves, ndo ha sinal clinico especifico da infeccdo. Entretanto, foram
observadas manifestacdes clinicas comuns em aves selvagens afetadas, tais como
crescimento comprometido, letargia, penas ericadas, falta de apetite, apatia, diarreia
com tonalidade esverdeada, presenca de placas esbranquicadas na boca,
regurgitacdo e perda de peso (Ugochukwu et al., 2022; Talazadeh et al., 2022).

A maioria das infec¢des por C. albicans esta associada a formacéo de biofilme,
seja no hospedeiro ou em superficies de biomateriais implantados, como cateteres,
por exemplo. Esses biofilmes conferem uma resisténcia aos agentes
antimicrobianos, o que compromete a eficacia dos tratamentos, mesmo quando
utilizados os antifungicos terapéuticos mais modernos. Portanto, as cepas de C.
albicans que produzem biofilme podem ter sua patogenicidade intensificada, o que
potencialmente resulta em niveis elevados de morbidade e mortalidade (Tsui, Kong
e Jabra-Rizk, 2016).

Candida spp.

Candida spp. € o Unico género fangico que pode formar, de forma simultanea,
leveduras, hifas e pseudohifas (Hoffmann et al., 2023), como é mostrado na figura 5.
Microscopicamente, as estruturas leveduriformes medem de 2 a 5 ym e exibem
brotamento Unico; as pseudohifas sédo células elipsdides alongadas finas e
ramificadas com constricdo nos septos. As hifas, por sua vez, sdo paralelas,
septadas e sem constricio (Guarner; Brandt, 2011). Durante o0 exame
histopatolégico, € muito importante identificar a invasdo de tecidos e vasos,
considerando que o isolamento da pele, pulmbes e do trato gastrointestinal ou
geniturinario pode indicar apenas colonizagdo e nao infecgdo. A utilizacdo de PAS

pode contribuir para melhor caracterizacao das formas (Darouiche, 2009).
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Figura 5 - Candida albicans. Transicdes morfoldgicas e mudancas de forma durante o processo de

infeccdo. As transi¢cdes morfolégicas de blastoconidio para pseudohifas e hifas séo reversiveis.
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Fonte: Mendes, 2023. Adaptado de Talapko et al. (2021)

3.6 Pitiose

A pitiose é uma infeccdo causada pelo oomiceto Pythium insidiosos, que se
manifesta na pele e tecidos subcutaneos, podendo eventualmente tornar-se
sistémica, afetando tanto seres humanos quanto animais, sendo 0s equinos a
espécie mais afetada (Sallis et al.,, 2003). Caracterizada por granulomas
subcuténeos, a forma equina da doenga € conhecida como “swamp cancer” ou que
em traducgéo literal para portugués significa “cancer do pantano” (Rowen, 2009). Os
zobsporos moveis, forma infectante do oomiceto, ficam dispersos em ambientes
aguaticos (Sallis et al., 2003). As regifes tropicais e subtropicais sdo as que mais
reportam os casos (Mendoza, 2009). Em humanos, a infec¢do € rara, no entanto, se
manifesta de forma severa, com extensas lesbes cutadneas, subcutaneas e
oftalmicas (Leal et al., 2001; Phillips et al., 2008). Nos cées, a apresentacdo mais
comum da doenca € gastrointestinal, com espessamento mural do estomago e
intestino, e ocorréncia de neoformacdes que acometem as visceras abdominais
(Frade et al., 2017).

Em estudo retrospectivo feito por Galiza et al (2014), dentre os anos de 1990 e
2012, 51 casos de pitiose foram diagnosticados, dentre os quais, 38 foram em
equinos, 12 em animais de companhia e 1 em bovino. Nos equinos e no bovino, as

lesbes acometeram principalmente as extremidades dos membros, abdémen e
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cavidade nasal. As lesbes se caracterizam por aumento de volume com bordos
irregulares, com fistulas que drenam secre¢cdo sanguinolenta e massas arenosas
firmes, branco-amareladas, formadas a partir de células necréticas e hifas,

chamadas de kunkers (Leal et al., 2001).

Pythium insidiosum

Sob uma analise microscoépica, o P. insidiosum forma uma estrutura semelhante
a um micélio de fungos. Entretanto, ndo se trata de um fungo genuino, apesar de
possuir aspectos clinicopatologicos semelhantes aos géneros fangicos da ordem
Entomophthorales (Hoffmann et al., 2023). Os oomicetos diferem dos fungos
verdadeiros quanto a composi¢do de suas paredes celulares. Enquanto os fungos
apresentam paredes formadas por quitina ou ergosterol, os oomicetos tém suas
paredes celulares compostas por celulose e B-glucanos, e sdo ausentes de quitina
ou ergosterol (Gaastra, 2010). Diferentemente da maioria dos fungos, este oomiceto
nao se cora pela coloragcdo de rotina Hematoxilina e Eosina. Para identificar as
estruturas de P. insidiosum nos tecidos, € possivel utilizar a coloracdo de PAS ou a
coloracdo de prata de metenamina de Gomori, sendo esta ultima a melhor opcéo. As
estruturas filamentosas de P. insidiosum apresentam-se com uma largura de 2,6 a
6,4 um (em alguns casos, podendo ultrapassar os 100 um) constituindo filamentos
hialinos irregularmente espacados e com parede celular espessa (Figura 6).
Ocasionalmente, ocorrem ramificagbes em angulos de 90 graus (Mendoza, 2005;
Gaastra, 2010).

Figura 6 - Cultura em lamina ilustrando as estruturas filamentosas largas, ramificadas e esparsamente
septadas do Pythium insidiosum (lactofenol azul de algoddo, ampliagcdo 40x).
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Fonte: Mendes, 2023. Adaptado de Bosco et al., 2005.

3.7 Rinosporidiose

A rinosporidiose é uma doenca crénica granulomatosa, progressiva que provoca
o crescimento de neoformagdes avermelhadas e irregulares nos sitios acometidos,
que sdo geralmente regides de juncdo mucocutanea (Vallarelli et al., 2011). Os
locais mais comuns sdo mucosa nasal, nasofaringe e conjuntiva (Arias et al., 2020).
A doenca esta presente em todos os continentes com alta prevaléncia na india e Sri
Lanka (Kumari et al., 2009). O clima quente e tropical favorece a proliferagdo do
agente, que se desenvolve em agua estagnada de lagoas, tanques, pocos e rios
(Arias et al.,, 2020). Além de infectar humanos, também acomete primatas, e
principalmente animais de criagao (Vallarelli et al., 2011; Gupta; Singh; Singh, 2020).

Em caes, a doenca é rara e ha relatos de casos em paises da América do Sul
(Brasil, Uruguai e Argentina), América do Norte (Canada e EUA) e Europa (Itélia)
(Borteiro et al., 2018). Em todos os relatos, hd acometimento da cavidade nasal e
evolucao clinica com secrecdo nasal sanguinolenta, mucoide ou mucopurulenta
(Borteiro et al., 2018).

Rhinosporidium seeberi

E um patégeno que inicialmente, foi considerado um fungo e depois
temporariamente foi associado a uma cianobactéria. Atualmente, € classificado
como um protista parasitario do grupo eucaridtico Mesomycetozoea, o qual, por
meio de tecnologia molecular, é similar a fungos (Fredricks, 2000; Arias, 2021).

Microscopicamente, as estruturas deste agente exibem uma variagcdo de
tamanho, que corresponde aos diversos estagios de desenvolvimento do organismo
e uma parede densamente eosinofilica que envolve estruturas arredondadas
menores, contendo material eosinofilico amorfo (Arias et al., 2021). Os esporangios
endosporulantes de R. seeberi possuem diametro que varia entre 60 e 450 ym ou
mais, estas estruturas quando observadas em cortes histolégicos sao
patognomonicos para o diagnéstico (Sykes, 2014). Nos esporangios maduros, sao
encontrados aproximadamente até 12.000 enddsporos, com diametros entre 7 a 15
pum (Caniatti et al., 1998). Do ponto de vista morfologico, R. seeberi apresenta

semelhancas com o Coccidioides immitis, especialmente em seus estagios maduros,
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de forma arredondada e nos enddsporos menores (Toz, 2020). Além disso, é
possivel cora-lo utilizando corantes especificos para fungos, como a prata de

metenamina, o PAS e mucicarmim (Caniatti et al., 1998; Toz, 2020).

Figura 5 - Rhinosporidium seeberi. Representacdo diagramatica do ciclo de vida de Rhinosporidium
seeberi (sem escala). (A) Esporangio juvenil; (B) Esporangio juvenil com vesicula contendo
cromatina; (C) Esporangio juvenil bilamelar (D) e (E) Esporangios intermediarios com endésporos
imaturos (F) Esporangio maduro contendo endésporos maduros e se projetando através do opérculo
(poro); (G) Endésporos maduros envoltos em matriz residual; (H) Endésporos livres; (I) Endésporo
cercado por granulos nutritivos.

Fonte: Mendes, 2023. Adaptado de Vikram Mahajan, 2015.

3.8 Malasseziose

A malasseziose € uma condicdo causada pelo crescimento excessivo do fungo
do género Malassezia spp.. Sao fungos lipo-dependentes normalmente encontrados
na pele de humanos e animais, mas podem se tornar problematicos quando se
reproduzem em excesso (Sykes et al., 2014). Além do envolvimento em doencas de
pele, as espécies de Malassezia tém sido cada vez mais relatadas como causadoras
de infeccbes sistémicas graves, especialmente entre neonatos prematuros e
pacientes imunocomprometidos em nutricdo parenteral (Teoh et al., 2022; Rhimi et
al., 2020).

Em céaes, a transicdo de fungo comensal para patdégeno € frequente, de forma

gue dermatite e otite externa por Malassezia spp. sdo muito comuns (Moraru et al.,
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2019). Em estudo de prevaléncia com 3884 caes, entre os anos de 2009 a 2013,a
prevaléncia de cdes com otite externa que buscam atendimento veterinario foi de
10%, destes, 70% estdo associados a M. pachydermatis (O’neill et al., 2014).
Fatores comumente identificados nestes casos incluem doencas cutaneas alérgicas
ou enddcrinas concomitantes, defeitos na cornificacdo ou defeitos anatémicos, como
dobras de pele ou canais auditivos estenosados (Guillot; Bond, 2020). O resultado
do crescimento de Malassezia na pele (existéncia comensal ou inflamagéo e
doenca) depende das atividades metabdlicas das leveduras (expresséo de atributos
de parede celular e de viruléncia secretada) e das respostas defensivas imunes
inatas e adaptativas do hospedeiro (lariniti et al., 2018).

O diagnadstico geralmente é realizado por meio do exame citolégico em casos
de otite e dermatite (Tapes et al.,, 2022). Com 0 exame € possivel avaliar a
qguantidade de leveduras, células inflamatérias e queratindcitos descamativos. O
resultado deve ser combinado com achados clinicos do paciente. Mesmo baixo
namero de levedurasna citologia pode indicar dermatite por Malassezia, se as
amostras forem colhidas de pele inflamada e pruriginosa (Bajwa, 2017).

Malassezia spp.

As leveduras sdo muito pequenas, medem de 2 a 3 um, apresentam
caracteristica de "pino de boliche" ou “pegada” e brotamento em base larga que
pode ser visto como um colarinho (Bajwa, 2017). Esse colarinho, embora altamente

caracteristico, ndo € evidente em todas as leveduras e deve ser procurado
(Wojewoda; Procop, 2015).

Figura 7 - Malassezia spp. Estrutura oval com brotamento unipolar em base larga.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



25

4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi retrospectivo de anatomia patoldgica e realizado a partir de
casos do arquivo do Servico de Patologia Animal do Departamento de Patologia
(VPT), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo
Paulo.

Foram incluidos, no minimo, um caso de cada agente, identificado na analise
histopatoldgica em qualquer espécie de animal doméstico, de qualquer sexo e idade.
O periodo do estudo abrangeu de 2012 a 2023. Os dados colhidos de cada caso
foram: espécie, idade, sexo, achados macro e microscopicos.

A partir da selecdo dos casos, 0os blocos parafinizados foram separados e
novas laminas foram confeccionadas e coradas em hematoxilina e eosina e com
coloracdes especiais para evidenciacdo dos fungos, tais como: PAS, Grocott e
Mucicarmim.

Posteriormente, os casos foram analisados microscopicamente e para cada
caso, foram avaliados os aspectos de padrdo lesional e histomorfologia dos fungos
(formato, tamanho e reproducdo). Adicionalmente, estas caracteristicas foram
avaliadas com as coloracfes histoquimicas.

A avaliacdo foi descritiva e tanto a lesdo como a visualizagdo dos agentes na
microscopia foram fotodocumentados com software NIS- Elements e cadmera digital
DSU3 acoplada ao microscoépio 6ptico Eclipse NiU, Nikon, Japdo em aumentos de
40x, 100x, 200x, 400x e, eventualmente, 600x e 1000x.

5. RESULTADOS

Foram selecionadas e avaliadas amostras de 11 animais, provenientes de
procedimentos de necropsia, de biopsias e de citologia. Foram incluidas amostras
de equinos, felinos e céaes.

O Quadro 1 sintetiza as informagfes dos casos utilizados segundo espécies,

sexo, idade, local da leséo, procedimento de colheita da amostra e o diagnéstico.
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Quadro 1 - Distribuicdo dos casos de lesdo flingica por espécie animal, sexo, idade, local da leséo,

métodos de colheita da amostra e diagndstico da condi¢ao

Caso | Espécie Sexo Idade Local Método Diagnostico
1 Canino Macho | 3 anos Cavidade nasal Biopsia Aspergilose e
candidiase
2 Equino Macho | 6 anos Mucosa nasal Biopsia Rinosporidiose
Nasofaringe
3 Equina Fémea | 10 meses | Pele/boleto Biopsia Pitiose
Pele/quartela
4 Canina Macho | 7 anos Pulmé&o Necropsia | Histoplamose
Linfonodo
pancreético
Pele
5 Felina Macho | 11 anos Pele (MPD) Biopsia Criptococose
6 Canina Fémea | 3 anos Palato Bidpsia Criptococose
Espelho nasal
7 Felina Macho | 6 anos Cavidade nasal Bidpsia Criptococose
8 Equina Fémea | 8 anos Encéfalo Necropsia | Criptococose
9 Felina NI NI Pele Citologia Criptococose
10 Felina Fémea | NI Pele Necropsia | Esporotricose
11 Felina Fémea | 3 anos Pulméo Necropsia | Esporotricose
Pele e citologia
12 Canina NI NI- Pele Citologia Malasseziose

NI: dado nao informado.

O caso 1 é proveniente de lesdo em cavidade nasal, que se estende ao 0sso

frontal. Além do diagnéstico de aspergilose e candidiase, em histopatolégico e

cultura fungica, também foram observadas estruturas de resisténcia flngica,

chamadas clamidésporos que potencialmente ndo pertencem aos géneros

supracitados (Figura 8).
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Figura 8 — Aspergilose, candidiase e clamidésporos. A. Cao, caso 1. Leveduras de Candida
spp.(seta). Na porcao superior da figura, leveduras em magenta acastanhado, em coloracdo PAS (2
pm). Ao fundo, nota-se grande quantidde de bactéria, aumento de 400x. B. Céo, caso 1. Grande
guantidade de estruturas de resisténcia fungica (seta) em coloracdo PAS (15-19 um). Ao fundo,
grande quantidade de hifas espessas (3 um), com ramificacéo irregular e formagdo de enddsporos,
aumento de 400x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

O caso 2 trata-se de uma neoformacdo excisada de narina esquerda e

nasofaringe de um equino com diagndstico de rinosporidiose (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Rinosporidiose, equino. Mdultiplas estruturas esféricas com diferentes estagios de
maturacdo com esporangios juvenis (15 — 75 um), esporangios maduros (100 a 380 um) preenchidos
por grande quantidade de enddsporos (5 — 10 um). As estruturas estéo inseridas em lamina prépria
com focos de metaplasia escamosa e marcante exsudacdo neutrofilica. Chama atencdo um dos
esporangios maduros rompido com neutrofilos em seu interior. Aumento de 400x, coloragdo HE.
Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 10 - Rinosporidiose, equino. A. Fotomicrografia da coloragdo PAS, evidenciando em cor
magenta a parede dupla dos esporangios maduros e os enddsporos no interior. B. Fotomicrografia da
mesma lesdo com a coloracdo Grocott evidenciando os esporangios maduros com parede dupla em
cor marrom. O esporangio maior (eixo vermelho maior) mede 380 um e o esporangio juvenil (eixo
vermelho menor) mede 75 um. A parede dos esporangios jovens € menos marcada pela coloragéao.
Os enddsporos coram fortemente em marrom. Aumento de 100x. Fonte: Servigo de Patologia Animal
do HOVET — FMVZ — USP.

No caso 3, foi remetido para exame histopatoldgico, fragmentos de leséo
cutdnea em boleto e quartela de equino. A andlise histopatoldgica foi feita utilizando
a coloracdo de HE e Grocott (Figura 11). A coloragdo de PAS ndo corou as

estruturas.
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Figura 11 — Pitiose, equino. A. Marcante inflamacdo supurativa com areas multifocais de necrose e
com feixes de material eosinofilico ao centro, aumento de 200x, coloracdo HE. B. Coloragdo de
Grocott evidenciando na cor marrom, estruturas tubulares e ramificadas que medem 4 a 6 pm de
espessura, aumento de 400x. Fonte: Servi¢o de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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O caso 4, trata-se de um cdo encaminhado para necrépsia com lesdes
cutaneas disseminadas, que sdo observadas na figura 12. Soma-se, o histérico de
lesbes exsudativas ndo responsivas a antibioticoterapia, emagrecimento progressivo

e dispneia. Além da pele, também foram observadas leveduras no interior de

macrofagos em pulméo e no linfonodo pancreético.

Figura 12: Histoplasmose, céo. A. Intersticio dérmico repleto de macréfagos. Alguns macréfagos
exibem estruturas arredondas intracitoplasmaticas (seta), aumento de 400x e coloracdo HE. B.
Fotomicrografia da coloracdo de Grocott evidenciando as estruturas arredondas dispersas e no
interior de macréfagos, as estruturas medem 3 um, aumento de 400x. Fonte: Servigco de Patologia
Animal do HOVET — FMVZ — USP.

Os casos 5, 6 e 7séo bidpsias de animais com diagndstico de criptococose cutanea.
No caso cinco, foi encaminhada pecga cirdrgica proveniente de amputagcdo de membro
pélvico direito com aumento de volume pouco delimitado e ulcerado (Figura 13a e 13b). Dos
casos 6 e 7 foram avaliados fragmentos incisionais de espelho nasal e neoformacdo em
cavidade nasal, respectivamente (Figuras 13c e 13d). O caso 8 (Figura 14), trata-se de uma
necropsia de um equino com histérico de alteragbes neuroldgicas. Os achados

macroscopicos incluiam espessamento e aderéncia da dura-mater ao encéfalo.
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Figura 13 - Criptococose. A. Felino, caso 5. Subcutaneo repleto de estruturas arredondadas
circundadas por um halo ndo corado. Nota-se aspecto de bolha de sabdo no tecido com abundante
guantidade de macréfagos e menos neutrofilos, aumento de 400x, coloracdo de HE. B. Caso 5,
coloracd@o de PAS evidenciando as leveduras que medem 5-7 um em cor magenta, circundadas por
halo claro, aumento de 400x. C. Caso seis, submucosa de cavidade nasal. Coloracao de Grocott que
cora fortemente as leveduras em cor marrom, aumento de 400x. D. Caso 7, submucosa da cavidade
nasal com leveduras em cor magenta marcadas fortemente pela coloragdo de PAS, que medem 6-9
pm com abundante quantidade de macréfagos e neutréfilos, aumento de 200x. Fonte: Servico de
Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 14 — Criptococose, encéfalo. A e B. Fotomigrografia da coloracdo de PAS evidenciando
leveduras em espaco subaracnoide. Na figura B, nota-se moderada quantidade de macréfagos
espumosos e uma célula gigante multinucleada fagocitado uma levedura (cabeca de seta). E possivel
evidenciar brotamento em base estreita (seta) e a medida da levedura (eixo vermelho), que mede 15
pum. Aumento de 200x e 400x. C e D. Fotomicrografia da coloracdo Mucicarmin evidenciando a
capsula, que mede até 4 pm. A seta evidencia outro brotamento em base estreita. Aumento de 100x e
400x. Fonte: Servico de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

O caso 9 trata-se de uma citologia proveniente de lesdo em plano nasal com
suspeita clinica de esporotricose. Foi evidenciado estruturas esféricas, circundadas

por capsula e grande quantidade de polimorfonucleares ao redor (Figura 15).



32

it w

25 pm

Figura 15 — Felino, plano nasal. Citologia de les&o evidenciando aglomerado de leveduras cercadas
por polimorfonucleares. A levedura mede 10 um. Aumento de 400x, coloracdo panético rapido. Fonte:
Servigo de Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

Os casos de esporotricose (casos 10, 11) sdo provenientes de necropsias,
sendo que no caso 11, também foi realizada citologia das lesdes cutaneas. No caso
10, o animal apresentava aumento de volume em plano nasal e lesdes cutaneas em
regido de osso parietal e regido lombar dorsal. As seccbes de pele foram avaliadas
em coloracao de rotina e PAS (Figura 16). O caso 11, além das lesdes de pele com
caracteristicas muito semelhantes, também foi observada a presenca de leveduras
em capilares alveolares (Figura 17). O animal apresentava lesdes em face e membro

torécico esquerdo e a citologia foi realizada a partir destas lesfes (Figura 18).
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Figura 16 - Pele, felino. A. Estruturas alongadas, que medem 2 — 4 um livres, entremeadas as fibras
colagenas e grande quantidade de macréfagos e neutrofilos ao redor, aumento de 400x, coloragdo
HE. B. Leveduras alongadas e redondas, com minima variacdo de tamanho, que medem 4 um em
intersticio dérmico, coradas em magenta pela coloragdo PAS, aumento de 400x. Fonte: Servico de
Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.

Figura 18: Esporotricose, felino, pulmao. A. Leveduras no interior de capilares alveolares (seta). Notar
escassez de células inflamatorias, aumento de 400x, coloragdo HE. B. Leveduras coradas em
magenta no interior de capilares alveolares, aumento de 400x, coloracdo PAS. Fonte: Servico de
Patologia Animal do HOVET — FMVZ — USP.
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Figura 18 - Esporotricose, felino. A e B. Felino acometido por Sporothrix sp com lesdes ulcero-
gomosas em narina e membro toracico esquerdo. C e D. Citologia das lesdes evidenciando grande
quantidade de leveduras, entremeadas por restos celulares e neutréfilos. A levedura exibe formato

arredondado e mede de 5 a 6 um, aumento de 400x, coloragédo de pandtico rapido.

Para os casos de biopsia e necrépsia, foram utilizadas coloracbes
histoquimicas especiais, que de acordo com a revisdo de literatura, facilitam a
visualizacdo dos agentes pela evidenciagdo da capsula. Os agentes fungicos

avaliados e os principais achados sao sintetizados no quadro 2.
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Quadro 2: Forma fangica, tamanho e caracteristicas histoquimicas de cada caso de micose avaliado.

Caso Micose Forma fungica Tamanho Histoquimica
1 Candidiase; Leveduras 2 um PAS ++
Aspergilose; Hifas 3 um Grocott +
Clamidosporos 15—-19 ym
2 Rinosporidiose | Esporéngios juvenis | 15-75 um PAS +
Esporangios 100 — 500 pm Grocott ++
maduros
Endosporos 5-10 um
3 Pitiose Estruturas 4—-6pum PAS -
filamentosas Grocott ++
4 Histoplasmose | Leveduras 3 um PAS +
Grocott ++
56,7 Criptococose Leveduras 5—7 um PAS ++
Grocott ++
8 Criptococose Leveduras 18 — 23 um PAS ++
Mucicarmin +++
10, 11 Esporotricose | Leveduras 4—-5pum PAS +++
12 Malasseziose | Levedura 5um -

O tipo principal de célula inflamatéria presente na lesdo caracteristica

ocasionada pelo agente fungico, para cada caso analisado, estd no quadro 3.
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Quadro 3: Tipo principal de célula inflamatéria presente na lesdo induzida pelos agentes

fungicos e diagnostico morfoldgico

Caso

Agente

Tipo celular principal

Diagndstico morfolégico

1

Candida spp.
Aspergillus spp.

Neutrdéfilos (+++)

Rinite e sinusite
fibrinonecrética e neutrofilica
com presenca de estruturas
fungicas (hifas, leveduras e
clamiddsporos) e bactérias
cocoides intralesionais.

Rhinosporidium

seeberi

Neutrdfilos  (+++); Plasmacitos

(+++); Histidcitos (++).

Rinite e faringite
linfoplasmocitica e histiocitica
difusa com inUmeras estruturas
de mesomicetozoario
compativel com
Rhinosporidium seeberi.

Pythium spp.

Neutroéfilos (+++); Histidcitos (++).

Dermatite hiperqueratética,
piogranulomatosa nodular a
difusa, exsudativa, ulcerativa,
marcante com presenca de
hifas flngicas.

Histoplama

capsulatum

Pele: Histiécitos (+++);
Pulmé&o: Histiécitos (+++);

Linfécitos (+); Plasmacitos (+).

Dermatite/ Pneumonia
broncointersticial

granulomatosa multifocal a
coalescente  associadas a
leveduras de morfologia
consistente com Histoplasma

capsulatum intramacrofagicas

Cryptococcus

Spp.

Histidcitos (+++); Neutrdfilos (++).

Dermatite/ fasciite/ miosite e
osteomielite piogranulomatosa,
difusa, marcante com
leveduras intralesionais

compativeis com Cryptococcus

Spp.

Cryptococcus
spp.

Palato: Neutrdéfilos (+++);
Espelho nasal: Histiécitos (++)

Estomatite supurativa,
focalmente extensa,
moderada,

ulcerada, com estruturas
levediriformes

extracelulares compativeis
com Cryptococcus spp

Dermaitite, granulomatosa,
superficial, focalmente
extensa,

moderada, com leveduras
extracelulares intralesionais
compativeis com Cryptococcus

Spp;

Cryptococcus

Histidcitos (+++); Neutrofilos (++)

Rinite piogranulomatosa,
difusa, marcante, com
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spp.

ulceracdo e com leveduras
intralesionais compativeis com
Cryptococcus spp.

Cryptococcus
spp.

Histiocitos (+++)

Meningoencefalite histiocitica
com grande quantidade de
estruturas fungicas
leveduriformes sugestivas de
Cryptococcus spp.

Cryptococcus

Spp.

Neutrofilos (++)

Citopatologia: Processo
inflamatério piogranulomatoso,
com inUmeras leveduras,

compativeis com Cryptococcus

Spp.

10

Sporotrhix spp.

Neutrofilos (++); Histidcitos (+)

Dermatite necrotizante,
focalmente extensa, moderada
com grande quantidade de
estruturas leveduriformes com
halo claro externo (sugestivos
de Sporothrix spp.).

11

Sporotrhix spp.

Sem resposta tecidual em pulméao

Pulmé&o: histiécitos com
leveduras intracitoplasmaticas

em vasos sanguineos.

12

Malassezia spp.

Neutréfilos (++)

Citopatologia: Células
descamativas e abundante
quantidade de leveduras

compativeis com Malassezia

spp.

6. DISCUSSAO

A casuistica utilizada visou a caracterizacdo dos agentes de interesse

meédico-veterinario, com ou sem potencial zoonotico. Dentre os agentes estudados,

guatro sao zoondticos: Sporothrix spp., Cryptococcus spp., Histoplasma spp. e

Aspergillus spp., 0s quais necessitam serem diagnosticados com seguranca e

precisdo em amostras teciduais pelo patologista veterinario.

A analise morfologica destes agentes, incluindo dos agentes similares nao

fungicos — Rhinosporidium seeberi e Pythium insidiosum, evidenciou que o tamanho,

a forma e o tamanho do brotamento (base larga ou estrita de brotamento), septagao

e angulo de ramificacdo de hifas e presenca de capsula sédo as principais
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caracteristicas morfologicas que auxiliam na identificacdo intralesional destes
agentes. Adicionalmente, a avaliacdo do padréo lesional e da principal célula
inflamatoéria envolvida podem fornecer subsidios ao patologista frente ao desafio
diagnostico. A visualizacdo dos agentes na coloracdo de hematoxilina e eosina e
nas coloracfes especificas sdo fundamentais e para tanto se faz necessario o
conhecimento de quais coloracBes e suas particularidades sdo importantes na
identificacdo das estruturas fungicas.

Em termos praticos este estudo propiciou, de maneira breve e objetiva,
compilar em um so texto particularidades dos agentes fungicos, de seus similares e
do padrao lesional em diferentes tecidos.

A identificagdo de leveduras, sem capsula, intralesionais é desafiador
dependendo da espécie animal envolvida, como por exemplo, as diferencas entre a
infec¢@o por Sporothrix spp. em gatos e em cées, ou Cryptococcus spp. em gatos e
em equinos. Neste sentido, o patologista precisa estar atento a estas diferencas e,
também quando diante de animais higidos ou imunocomprometidos, processos
localizados ou sistémicos, e com um agente ou com multiplos participando do
quadro lesional.

Aqui, com base nos casos selecionados, foram descritos processos
localizados e sistémicos, com um ou multiplos agentes participando da lesdo. O
perfil imune dos pacientes ndo foi analisado, mas podera ser tema para analise
futura dos casos.

Interessantemente, o primeiro caso avaliado, com diagndéstico de rinite e
sinusite fangica, em que se remeteram fragmentos de cavidade nasal e 0sso frontal,
difere dos demais em decorréncia da infeccdo por dois géneros de fungos
conhecidos: Candida spp. e Aspergillus spp. somados a presenca dos
clamidésporos. Além da alta carga fungica intralesional, também estavam presentes
abundante quantidade de bactérias. Chama atenc¢éo neste caso, que os dois fungos
observados na histopatologia por meio da coloracdo de PAS e isolados em cultivo
fungico ndo se caracterizam por produzirem a forma de resisténcia visualizada na
microscopia, 0 que sugere a participagdo de um terceiro agente ainda né&o
identificado. Os clamiddsporos apresentam paredes espessas, medem entre 15 a 19
um e sdo fortemente corados pelo PAS. Nos casos de rinites fungicas em caes, 0
Aspergillus spp. € 0 agente causador mais comum (Ostrzeszewicz; Sapierzynski,

2015). A resposta inflamatdria predominante neste caso € necrossupurativa.
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O caso de rinosporidiose abordado neste trabalho apresenta macroscopia e
histopatologia classica da enfermidade. A coloracdo de rotina € suficiente para
visualizar com detalhes os esporangios e os enddsporos (Toz, 2020). Apesar de nédo
se tratar de um fungo verdadeiro, as coloracdes especificas rotineiramente utilizadas
para visualizacdo de fungos, sdo altamente positivas (Fredricks, 2000). A resposta
inflamatoria é mista, ou seja, ha participacdo de neutrdfilos, histidcitos, linfocitos e
plasmacitos e geralmente ha grande quantidade do agente na leséo, o que facilita a
visualizagao e identificagéo.

No caso da pitiose, a lesdo macroscoépica ocorreu no local de maior incidéncia
em equinos. Os boletos e quartela sédo regides que ficam em contato com a agua,
sendo as regifes mais expostas para a infeccédo pelos zoosporos (Paz et al.,2021).
A coloracao de Grocott foi fundamental para observacao das estruturas alongadas,
gue nao se coram em HE e nem PAS (Ddria et al., 2014). A resposta inflamatéria é
piogranulomatosa. O patologista para diagnosticar se baseia no padrao lesional, que
nao é exclusivo para este agente, em conjunto com a espécie do hospedeiro, o local
de acometimento e a andlise da lesdo com a coloragéo especifica.

O caso de histoplasmose abordado apresenta um histérico clinico
correspondente aos descritos em literatura, que inclui emagrecimento progressivo,
inapeténcia, linfadenomegalia e dispneia. As lesbes cutaneas sao pouco descritas e
estdo relacionadas a inoculacdo traumética do fungo (Wilson et al., 2018). As
leveduras sao extremamente pequenas (3 pm), o que torna fundamental a avaliagao
sob coloracéo histoguimica de Grocott. Além de presentes na pele, o fungo também
foi observado em pulméo e linfonodo pancreatico, o que justifica as alteracdes
respiratérias e linfadenomegalia. A resposta inflamatéria € predominantemente
histiocitica e as leveduras sdo frequentemente observadas no citoplasma de
macrofagos.

A criptococose abordada em todos 0s cinco casos possui em comum,
resposta histiocitica. As lesdes cutaneas ulceradas sao ricas em neutrofilos. Notou-
se diferenca em relagdo ao tamanho das leveduras, que nos casos de criptococose
cutanea em felinos e um céo, mediram 5 — 7 um e no caso do equino, mediram 18 —
23 pum. Casos de meningite por Cryptococcus spp. em equinos Sao incomuns e
pouco relatados (Fava et al., 2014). Em todos os casos, a capsula de
polissacarideos foi intensamente corada pela coloracdo de mucicarmim. A literatura

relata que, em casos de Cryptococcus deficientes em cépsula, a coloragdo de
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Fontana Masson pode ser empregada (Gazzoni et al., 2008). Nao fizemos essa
coloracdo especifica nos casos analisados, mas em casos dificeis o0 emprego desta
coloragdo podera auxiliar.

Os casos de esporotricose avaliados mostram que a maior parte da carga fangica se
concentra nas lesbes cutaneas que, estdo localizadas em face (narina) e membro
toracico esquerdo. A resposta inflamatéria induzida e neste estagio Gremiada
infeccdo tem o predominio de macrdfagos e neutréfilos, o que foi visualizado na
citologia e nos fragmentos de biopsia, assim como descrito por outros autores
(Miranda et al., 2013). As lesdes cutaneas consistem na principal fonte de infeccao
na via gato-gato, visto a abundante carga fungica (Gremido et al., 2015). Na anélise
das lesBes nos gatos foi possivel observar, com a forte marcacdo pelo PAS, a
presenca de leveduras no formato alongado (charuto) e arredondado.

Nas seccbes de parénquima pulmonar avaliadas, chama atencdo a presenca
de leveduras no interior de macroéfagos localizados nos capilares alveolares e
auséncia de resposta inflamatéria pulmonar, o que indica processo de fungemia e
disseminagcdo hematdgena, o que ja foi descrito por Schubach et al., (2003).

A malasseziose, apesar de ser uma enfermidade muito frequente na rotina
clinica e dermatoldgica, apresenta a peculiaridade de ser diagnosticada por meio de
citologia direta com fita de acetato ou ndo. A visualizacdo direta das leveduras é
suficiente para o diagndstico que apesar de muito pequenas, sdo abundantes nos
quadros lesionais de dermatites com areas ulceradas ou crostosas (Wojewoda &
Procop, 2015) e otites ceruminosas ou eritematosas ou eczematosas.

Tanto a coloracdo PAS, quanto a Grocott, podem ser empregadas para
realcar a presenca de leveduras, 0 que é particularmente valioso em casos em que
0S organismos sdo pequenos e estdo em menor quantidade. Enquanto o PAS,
muitas vezes, colore apenas o ndcleo da levedura do Histoplasma, em situacées
com poucos organismos, a levedura pode passar despercebida; portanto, a
coloracdo de Grocott € frequentemente a escolha preferencial. O mucicarmim pode
ser aplicado para evidenciar a capsula das espécies de Cryptococcus. E crucial
destacar que animais com lesdes cutaneas fuangicas devem sempre ser avaliados
em busca de possiveis doengas sistémicas ou viscerais subjacentes (Hoffmann,
2023).

Contudo, o uso exclusivo de corantes de impregnacdo de prata para fungos

(como Grocott ou prata de metenamina de Gomori ndo € suficiente para identificar
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plenamente o0s agentes fungicos, sendo necessarias técnicas diagndsticas
complementares, como no caso 1, em que foi realizado o cultivo fungico.

E crucial que microbiologistas, patologistas e clinicos estejam cientes das
limitagbes do diagnostico baseado na andlise tecidual, bem como das potenciais
armadilhas na interpretacdo morfologica e dos testes disponiveis para realizar
diagndsticos precisos em relacdo aos organismos fungicos e similares nao fangicos
(Guarner; Brandt, 2011).

Com uma descricdo histopatoldégica ou citopatolégica completa, € possivel
identificar e caracterizar esses organismos de forma clinicamente Gtil com base na
morfologia, como presenca de pigmentacdo, didmetro das hifas, frequéncia de
septacdo e distribuicdo no tecido (Dedeaux, 2018) e, assim, permitir e viabilizar

diagndsticos mais precisos.
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7. CONCLUSOES

Assim, os agentes fangicos e similares ndo fangicos de interesse veterinario,
sendo zoonoticos, ou ndo, foram Sporothrix spp, Cryptococcus spp, Aspergillus spp,
Candida spp, Histoplasma spp, Malassezia spp; Rhinosporidium spp e Pythium spp.
cujas caracteristicas morfolégicas e o padrdo lesional permitem ao patologista a
identificacdo e diagndstico desde que conhecidas as caracteristicas morfolégicas no
HE e com coloragdes especificas, bem como os padrdes lesionais.
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