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1. INTRODUCAO

Oomicetos do género Pythium sdo micro-organismos termofilicos, ubiquos
em ecossistemas de agua doce e solo. Enquanto alguns géneros de oomicetos
sdo saprobios, outros sdo patdgenos, podendo causar infeccbes em plantas
(Pythium e Phytophthora), insetos (Lagenidium e Pythium), peixes (Achlya,
Saprolegnia e Pythium) e mamiferos (Lagenidium e Pythium) (MENDOZA &
VILLELA, 2013). Nestes ultimos, Pythium insidiosum é a espécie patdgena de
maior relevancia, determinando a pitiose, uma doenca emergente, de rapida
evolucao e dificil tratamento.

A pitiose é uma enfermidade de distribuicdo mundial, porém sua ocorréncia
€ maior em areas alagadas e pantanosas de regides com clima tropical,
subtropical e temperado, sendo endémica em humanos na Tailandia e em
equinos no Brasil (MENDOZA; AJELLO; MCGINNIS, 1996; GAASTRA et al.,
2010, LEAL et al., 2001, MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012). As condi¢des
ambientais favorecem o desenvolvimento do micro-organismo no ecossistema
aquatico, uma vez que em seu ciclo biolégico, P. insidiosum utiliza plantas
aquaticas para reproducdo assexuada. Nestes ambientes ha formacao de
zoobsporos infectantes, que sao liberados nas aguas e movimentam-se até
encontrar outra planta onde completam seu ciclo. Todavia, estes zoOsporos
também podem ser atraidos por quimiotaxia para tecidos danificados, onde se
fixam e emitem tubos germinativos dando inicio a infec¢cado (MILLER, 1983).

MILLER & CAMPBELL (1983) reproduziram pitiose cutanea em coelhos
através da inoculacdo de zoosporos infectantes. Posteriormente, SANTURIO et
al. (2003), PEREIRA et al. (2007) e FONSECA et al. (2015) comprovaram o
emprego destas espécie como modelo experimental da enfermidade.

Durante muitos anos P. insidiosum foi a Unica espécie reconhecida como
patogeno para mamiferos (De COCK et al., 1987; ALEXOPOULOS et al., 1996;
MENDOZA et al., 1996; GAASTRA et al., 2010). Todavia, o relato de dois casos
de infeccdo por Pythium aphanidermatum, um patdgeno tipico de plantas, no
homem aponta que outras espécies do género podem ter potencial patogénico
para mamiferos (CALVANO et al., 2011 FAMER et al., 2015).

Como o g¢género Pythium compreende mais de 140 espécies que
compartilham o mesmo nicho ecoldgico e considerando o relato de outra espécie
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patbgena para mamiferos, além de P. insidiosum, torna-se importante avaliar se
outras espécies de Pythium que co-habitam 0 mesmo ecossistema de agua doce
sao patdgenas para 0s animais.

Este estudo objetivou avaliar a patogenicidade de espécies de Pythium
isoladas de ecossistemas de agua doce empregando coelhos como modelo
experimental.

2. METODOLOGIA

Isolados de Pythium: No presente experimento foram utilizados os
seguintes isolados de Pythium oriundos de ambientes aquéticos: P. insidiosum
(n=01); P. catenulatum (n=01); P. pachycaule voucher (n=01); P. torulosum
(n=02); Pythium spp (n=03) e P. rhizo-oryzae (n=01). Todos os isolados foram
previamente caracterizados por suas caracteristicas morfologicas através da
técnica de zoosporogénese (MENDOZA & PRENDAS, 1988), PCR e
sequenciamento de DNA das regides ITS e COX Il, conforme descrito por
AZEVEDO et al. (2012).

Avaliagcdo da patogenicidade em modelo experimental: Para cada
isolado de Pythium avaliado foram utilizados dois coelhos, raga Nova Zelandia,
fémeas, trés meses de idade, totalizando 18 animais. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais com alimentacédo diaria constituida de racdo comercial para
coelhos e agua ad libidum. Os coelhos foram inoculados por via subcutanea no
lado direito da regido das costelas com um mL de meio de indug¢do contendo
aproximadamente 20.000 zodsporos viaveis do isolado de Pythium testado,
preparados conforme descrito por PEREIRA et al. (2007). Diariamente, durante
45 dias, os animais foram inspecionados e a evolucao das lesdes foi medida a
cada 5 dias, no sentido horizontal e transversal (cm?), com auxilio de paquimetro.
Ao final do experimento realizou-se a eutanasia e a necropsia dos animais e as
lesBes foram coletadas para analise histopatolégica. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentag&o Animal da UFPel (protocolo n° 3682).

Anadlise histopatoldgica: fragmentos das lesdes foram acondicionados em
vidros contendo formol tamponado 10% e enviados ao Laboratério de Patologia
da Faculdade de Veterinaria (UFPel). Os fragmentos de tecidos foram incluidos
em parafina, cortados em sec¢bes de 5um e submetidos as coloracdes de
Hematoxilina-Eosina (H&E) e impregnacéo pela prata (Grocott).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dois animais inoculados com P. insidiosum desenvolveram nodulos
subcutaneos idénticos a pitiose experimental em coelhos, conforme previamente
relatas por SANTURIO et al. (2003); PEREIRA et al. ( 2007) e FONSECA et al.
(2015). Os nédulos subcutaneos, apos 20 dias de inoculagéo, apresentavam
medidas de aproximadamente 20 cm? de area e ao final do experimento mediam
30 cm® A macroscopia das lesdes revelou massas fibrosas subcutaneas e
multilobuladas. Ao corte eram firmes, branco-rosadas e bastante vascularizadas.
Histologicamente evidenciou-se na derme e tecido subcutaneo areas multifocais a
coalescentes de necrose constituidas por infiltrados inflamatérios,
predominantemente de eosindfilos. Nas areas de necrose observaram-se
imagens tubuliformes negativas, referentes as hifas de P. insidiosum que se
apresentavam rodeadas por areas irregulares e eosinofilicas, condizentes com
reacoes de Splendori-Hoeppli, estando algumas destas reacdes, delimitadas por
células gigantes tipo Langerhans. Observou-se intensa proliferacdo de tecido
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conjuntivo fibroso com presenca de eosinofilos, plasmadcitos, linfocitos e
macrofagos. Na técnica de Grocott foram visualizadas hifas com paredes
espessas, marrons, esparsamente septadas e irregularmente ramificadas,
localizadas na periferia das areas de necrose. Lesfes similares foram descritas
nos estudos realizados por SANTURIO et al. (2003); PEREIRA et al. ( 2007) e
FONSECA et al. (2015).

Os animais inoculados com os isolados ambientais, P. pachycaule voucher,
P. torulosum, Pythium spp., P. rhizo-oryzae e P. catenulatum, desenvolveram
nédulos subcutaneos pequenos, com tamanhos que variaram de 1 cm? a 2 cm?,
20 dias ap0s a inoculagdo subcutédnea e mantiveram-se no mesmo tamanho até o
momento da necropsia, 45 dias apds a inoculacdo. As lesGes estavam firmemente
aderidas ao tecido subcutdneo e apresentavam-se como pequenos noédulos,
alguns contendo pus em seu interior. Microscopicamente, as lesdes cutaneas
(derme profunda) e tecido subcutaneo foram semelhantes, caracterizando-se por
piogranulomas multifocais a coalescentes, constituidos por uma area central de
necrose, cercadas por quantidade variavel de neutrdfilos e eosindfilos, integros ou
degenerados que, por sua vez eram rodeados por macrofagos, células
epitelidides, com ocasionais células gigantes. Infiltrado de linfécitos ocorria
perifericamente associado ao tecido conjuntivo fibroso neoformado. No Grocott
nao foram evidenciadas hifas. Estas lesfes sdo condizentes com resposta
inflamato6ria a presenca de antigenos estranhos ao organismo do hospedeiro.
MARTINS et al. (2012).

4., CONCLUSOES

A reproducéo experimental da pitiose com um isolado de P. insidiosum de
origem ambiental comprova a patogenicidade dessa espécie para mamiferos,
bem como confirma que os ambientes pantanosos sao a fonte de infeccdo e
mantém o ciclo biolégico do oomiceto. Por outro lado, os demais isolados
ambientais avaliados P. catenulatum, P. pachycaule voucher, P. torulosum, P.
rhizo-oryzae e Pythium spp. ndo foram capazes de reproduzir pitiose clinica no
modelo experimental evidenciando que, em nossas condicfes, apenas P.
insidiosum é patégena para mamiferos.
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