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1. INTRODUCAO

O género Pythium possui mais de 120 espécies conhecidas, sendo a
maioria de importancia fitopatégena e causando grandes perdas econémicas na
agricultura (ALEXOUPOLOS, 1996). Dentre as espécies, apenas Pythium
insidiosum é patégeno para mamiferos. E um microrganismo que requer ambiente
aguatico para desenvolver seu ciclo biolégico que se inicia pela colonizacdo de
plantas aquéticas, que servem de substrato para o desenvolvimento e reproducao
do micélio formando os zoosporangios. Os zodsporos liberados ficam livres na
agua movimentando-se até encontrar outra planta, dando origem a um novo
micélio onde completam seu ciclo. A pitiose ocorre quando 0s zoO4sporos sao
atraidos por quimiotaxia para tecidos danificados, onde se fixam e emitem tubos
germinativos (MILLER, 1983). Comumente, observa-se que os animais afetados
permanecem por longos periodos em contato com aguas paradas em lagos,
acudes ou locais pantanosos (CHAFIN et al., 1995).

A pitiose ocorre em regides de clima tropical, subtropical e temperado,
(GAASTRA et al, 2010), em areas alagadicas ou com historico de inundacéo e
temperaturas médias de 25°C (ALEXOPOULOS et al., 1996). No mundo, o
Pantanal brasileiro provavelmente é o local de maior frequéncia de pitiose equina
(MENDOZA et al., 1996; LEAL et al.,2001). Apesar de ndo se ter dados completos
sobre a incidéncia da pitiose no Brasil, esta representa um grande problema na
criacdo de equinos (LEAL et al., 2001).

Casos esporadicos da enfermidade tém sido relatados em bovinos,
felinos, ovinos, aves e espécies selvagens mantidas em cativeiro, como jaguatr,
urso e camelo (SANTURIO et al., 2006). Em humanos, € uma enfermidade de
prognostico desfavoravel, sendo comum no sudeste da Asia (KRAJAEJUN et al.,
2006). Os caninos sdo uma a segunda espécie mais afetada pela pitiose,
geralmente acometidos na forma gastrointestinal (LEAL et al., 2001).

A espécie equina € a mais acometida pela doenca apresentando-se
geralmente na forma cutanea e/ou subcutdnea. Caracteriza-se pelo
desenvolvimento de granulomas eosinofilicos de dificil tratamento, com presenca
de kunkers (MILLER & CAMPBEL, 1982; MEIRELES et al., 1993). Estas
estruturas sdo formadas por hifas de P. insidiosum cobertas por células necréticas
gue originam massas que se assemelham a corais, de forma irregular,
ramificadas e aspecto arenoso (LEAL et al., 2001; MEIRELES et al.,1993) que se
desprendem das lesbes.

Os kunkers podem ser importantes na manutencdo do ciclo
epidemioldgico da pitiose, mantendo a presenca do oomiceto na agua, uma vez
gue a partir destas estruturas pode haver a formacdo de novos micélios. Estudos
que avaliem a importancia do kunker na manutengdo do ciclo biolégico de P.
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insidiosum e consequentemente na epidemiologia da pitiose ndo séo descritos na
literatura.

O presente trabalho tem como objetivo reproduzir in vitro o ciclo bioldgico
do P. insidiosum a partir de kunkers e determinar a importancia destas estruturas
na epidemiologia da pitiose equina.

2. MATERIAL E METODOS

No periodo de mar¢co de 2009 a maio de 2011 foram coletadas 15
amostras de kunkers obtidas de equinos com pitiose. Imediatamente apds coleta,
os kunkers eram enviados ao Laboratério de Micologia, Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas para processamento. No laboratdrio, os kunkers
eram cortados em pequenos fragmentos com o auxilio de bisturi esterilizado e
lavados em solucdo de antibiotico por trés vezes. Posteriormente dez fragmentos
foram transferidos para uma placa de Petri contendo meio de indugéo, juntamente
com pequenos pedagcos de grama (Paspalum notatum), previamente
autoclavados a 120°C por 20 minutos. Estas placas ficavam incubadas em estufa
a 37°C por 72 horas. Durante este periodo os fragmentos de grama eram
observados em microscépio 6tico, a cada trés horas nas primeiras oito horas de
incubacdo e posteriormente a cada doze horas. Durante este periodo foram
avaliados o parasitismo da grama por hifas, formacdo de zoosporangios e
liberacdo de zodsporos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Das 15 amostras testadas, 13 nas primeiras oito horas apresentaram
parasitismo na grama observando-se o crescimento de hifas. Dentro das
primeiras 24 horas as hifas apresentaram extremidades entumecidas com
posterior formacado de zoosporangio. No interior destas estruturas era possivel se
observar a formacdo de zodsporos, que através de movimentos rapidos de seus
flagelos causavam a ruptura da membrana do zoosporangio. Os zoOsSporos
liberados apresentavam forma ovoide, evidenciando a presenca de dois flagelos.
Uma vez livres no meio de inducdo, nadavam em diferentes dire¢cdes por meio de
movimentos de rotagdo em torno de seu préprio eixo. A quantidade de zo6sporos
formada, assim como, sua motilidade variou entre as amostras analisadas. Em
40% (6) das amostras verificou-se liberacdo de zodsporos em 24 horas e em 47%
(7) em 48 horas. Duas amostras (13%) ndo apresentaram crescimento. Acredita-
se que este achado seja devido ao fato de que estas amostras eram provenientes
de animais que estavam sendo submetidos ao tratamento com imunoterapico
Pitium-Vac antes da coleta dos kunkers. Entretanto, para afirmarmos tal achado,
outros estudos deverdo ser realizados com um maior niumero de amostras nas
mesmas condicbes. Nas observacbes realizadas as 72 horas ndo houve
incremento na producdo de zodsporos. Estudos avaliando a producdo de
zoosporos e a manutencdo do ciclo de vida do P. insidiosum a partir de kunkers
de equinos liberados em ambientes aquaticos ndo sdo descritos. Todavia,
estudos in vitro determinando o tempo de zoosporangénese a partir de cultivos
deste oomiceto demonstram que este processo tem inicio a partir de 3 horas de
incubacdo a 37°C, com o pico de producdo de zodsporos entre 6 e 8 horas
(MENDOZA & PRENDA, 1988; PEREIRA et al, 2008). No presente estudo
observou-se que a maior producdo de zodsporos situou-se entre 24 e 48 horas.
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Sugere-se que o menor tempo de zoosporogénese relatado por esses autores
tenha ocorrido porque nesses experimentos 0 processo foi induzido a partir de
gramas previamente parasitadas por P. insidiosum. Em condi¢ées naturais,
kunkers sdo desprendidos das lesdes, caem em ambientes aquaticos, dando
inicio ao ciclo de reproducdo assexuada de P. insidiosum. Acredita-se que 0s
achados encontrados no presente estudo, onde se utilizou kunkers para induzir a
zoosporogénese e reproduzir o ciclo biolégico de P. insidiosum in vitro, reflete
com maior fidedignidade o que ocorre em condi¢des naturais.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos evidenciam a importancia dos kunkers na
manutencdo do ciclo biolégico do P. insidiosum em ambientes aquaticos que
atuam como fontes de infeccdo para animais sadios. Sendo assim, medidas
preventivas da enfermidade poderdo incluir a restricdo do acesso de animais
doentes a aguadas, juntamente com equinos sadios.
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