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RESUMO

Pythium insidiosum, classificado no Reino Stramenipila e Classe Oomycetes, € o
agente etiologico da pitiose, uma doencga diagnosticada principalmente em equinos,
caninos € humanos. A secrecdo de enzimas por micro-organismos € considerada um
fator importante na invasao tecidual. O presente estudo teve como objetivo analisar a
atividade enzimadtica de isolados de P. insidiosum obtidos de lesdes equinas (n=13),
coelhos infectados experimentalmente (n=2) e uma amostra padrao (ATCC). Para isso,
utilizou-se o kit comercial AP1 ZYM. Zod6sporos foram cultivados em caldo RPMI 1640
por 24h a 37 °C. Apés esse periodo, a presenca de hifas foi observada, as quais foram
separadas e 65ul do liquido restante foram inoculados em cada um dos 20 pogos (um
controle e 19 com substratos especificos para cada enzima) do kit. As galerias foram
entdo incubadas por 4 h a 37 °C. Os resultados foram obtidos através da leitura visual
das reacdes. As andlises foram feitas em triplicata e submetidas a anélise de variancia
utilizando um nivel de significancia de 5%. Houve uma varia¢do intraespecifica na
atividade enzimatica entre os isolados, sendo que enzimas dos grupos fosfohidrolases e
éster hidrolases foram as mais prevalentes. Esses dados demonstram a capacidade de P.
insidiosum em secretar enzimas que degradam substratos presentes em animais € em
plantas, bem como a variabilidade enzimaética entre os isolados.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, atividade enzimatica, APl ZYM.



ABSTRACT

Pythium insidiosum is classified in the kingdom Stramenipila, class Oomycetes.
It causes pythiosis, a disease mainly diagnosed in horses, dogs, and humans. This study
aimed at analyzing the enzymatic activity of P. insidiosum isolates obtained from equine
lesions (n=13), experimentally infected rabbits (n=2) and a standard strain (ATCC
58637). To address this issue, the API ZYM commercial kit was used. Zoospores were
cultivated in RPMI 1640 broth for 24 h at 37°C. After this period, the presence of
hyphae was observed and they were carefully separated from the liquid phase. Then, 65
ul of this liquid were inoculated in each of the 20 microwells (one control, 19
containing specific substrates for each enzyme) of the APl ZYM kit. The strips were
incubated for 4h at 37°C. Results were obtained by visual observation of the reactions.
The tests were carried out in triplicate and submitted to an analysis of variance using a
significance level of 5%. An intraspecific variation among the enzymatic activities was
observed among the isolates, where the group of phosphohydrolases and ester
hydrolases were conspicuous among most of the isolates. Data here obtained
highlighted the capacity of P. insidiosum in secreting enzymes capable of degrading
substrates present in animals and plants, besides the enzymatic variability among the
isolates.
Keywords: Pythium insidiosum, enzymatic activity, API ZYM.
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1 INTRODUCAO

Pythium insidiosum é um organismo aqudtico cosmopolita classificado no Reino
Stramenipila, Classe Oomycetes (DE COCK et al., 1987, WEBSTER & WEBER,
2007). E o agente etiolégico da pitiose em mamiferos, o qual estd intimamente
relacionado ao contato de animais € humanos com 4guas contaminadas onde o agente
produz sua forma infectante, que s@o zodsporos moéveis (SANTURIO et al., 2006a).

A pitiose € mais frequentemente diagnosticada em equinos, provocando quadro
infeccioso na pele e tecido subcutdneo; em caninos com apresentacdo gastrintestinal e
cutianea; e em humanos nas formas subcutanea, vascular e ocular (SANTURIO et al.,
2003b). Acomete ainda bovinos (MILLER ef al.,, 1985; SANTURIO et al., 1998;
PEREZ et al., 2005), felinos (BISSONETE et al., 1991; RAKISH et al., 2005), ovinos
(TABOSA et al., 2004; SANTURIO et al., 2008) e, recentemente, foi descrito em um
camelo (WELLEHAN et al., 2004), um jaguar da América Central (CAMUS et al.,
2004) e um tigre (BUERGELT et al., 2006).

O tratamento da pitiose em animais e humanos ¢é complicado pelas
caracteristicas do agente, sobretudo sua composicao de parede celular (LEAL et al.,
2001b). A maioria dos farmacos disponiveis atua primariamente inibindo a sintese do
ergosterol, o qual ndo € o principal esteroide na membrana do P. insidiosum
(DYKSTRA et al., 1999), o que restringe o nimero de antimicrobianos que podem ser
utilizados para o tratamento dessa enfermidade. Os fungos verdadeiros possuem quitina
em sua parede, enquanto Pythium spp. contém celulose e B-glucanas (LEAL et al,
2001b). Virios tratamentos tém sido utilizados, principalmente em equinos, incluindo
tratamento quimico, cirdrgico e imunoterdpico, encontrando sucesso varidvel
(SANTURIO et al., 2003b).

Pouco se sabe sobre os fatores relacionados a infec¢do por P. insidiosum,
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principalmente no que se refere as enzimas produzidas por este oomiceto e também
aquelas enzimas que, comprovadamente, exercem fun¢do na patogenicidade do mesmo.
Estudos iniciais enfatizavam a necessidade de uma les@o prévia na pele de equinos para
o desenvolvimento da doenca. Entretanto, Santurio et al. (1998) sugeriram a
possibilidade de penetracao dos zodsporos através dos foliculos pilosos, baseados na
deteccao de hifas no interior do foliculo de bovinos infectados naturalmente e no fato do
quimiotaxismo ser mais ativo na regido do pelo encontrada dentro do foliculo piloso.
Essa hipétese vem prescindir a necessidade de lesdo na pele para que ocorra a
germinacdo dos zodsporos.

Sabe-se que o crescimento e invasao fungicos sdo dependentes da forca exercida
no 4pice da hifa, aliada a secrecdo de enzimas capazes de degradar o substrato em
questao (MONEY, 2001). Ravishankar et al. (2001) demonstraram que P. insidiosum
nio exerce forca mecanica suficiente para penetrar a pele integra, entretanto hd uma
reducdo de 100 vezes nessa resisténcia quando ocorre a secre¢do de proteinase. Esta
conclusdo foi baseada através da comparagdo das pressdes exercidas por uma hifa em
particular com a resisténcia da pele humana e equina a penetracdo de uma agulha.

Shipton (1987) utilizando o kit comercial API ZYM (API System, La Balme-
lesGrottes, France) analisou o perfil enzimético de 14 espécies de Pythium isoladas a
partir de equinos e de quatro espécies isoladas de plantas. O indculo utilizado era
composto de proteinas obtidas a partir de hifas sonicadas, sendo este incubado a 35 °C
por 12 h. O estudo serviu como base fenotipica para separar e classificar as espécies de
Pythium isoladas de equinos, justificando a criacdo do nome P. destruens, que
atualmente € sindénimo de P. insidiosum (MENDOZA & MARIN, 1989).

A utilizacdo do kit semi-quantitativo API ZYM (Bio Mérieux, France) permite

um estudo sistemdtico e rdpido de 19 diferentes atividades enzimdticas. Diversos
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autores tém utilizado esse método para estudar o perfil enzimatico de diferentes espécies
de fungos (SCHWAN-ESTRADA et al., 1997; SAENZ-DE-SANTAMARIA et al.,
2006; FERNANADO et al., 1999). Dentro dessa temdtica, os objetivos do presente
estudo foram:

e Verificar a atividade enzimdtica de 14 isolados brasileiros e uma amostra
padraio (ATCC 58637) de P. insidiosum através do método
semiquantitativo API-ZYM, sendo elas: fosfatase alcalina, esterase,
esterase lipase, lipase, leucina arilamidase, valina arilamidase, cistina
arilamidase, tripsina, a-quimiotripsina, fosfatase 4cida, naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, a-galactosidase, P-galactosidase, B-glucuronidase, o-
glucosidase, B-glucosidase, N-acetil-p-glucosaminidase, a-manosidase,
o-fucosidase;

e Avaliar se ha diferenca na atividade enzimatica entre os isolados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Pythium insidiosum e pitiose

P. insidiosum, agente etiologico da pitiose em mamiferos (PEREIRA et al.,
2007), pertence ao Reino Stramenipila, Classe Oomycetes, Ordem Pythiales, Familia
Pythiaceae, Género Pythium e Espécie P. insidiosum (DE COCK et al., 1987;
WEBSTER & WEBER, 2007). Esta classificacdo foi fundamentada em estudos
detalhados sobre a classificacdo dos fungos, baseados em sistematica filogenética e
andlises moleculares, entre outros, que dividiram os organismos anteriormente
classificados como fungos em trés reinos: Fungi, Stramenopila e Protista
(ALEXOPOULUS et al., 1996). No entanto, Schurko et al. (2003) compararam
espécies de Pythium insidiosum origindrias das Américas, Asia e Austrdlia, através de
técnica molecular, evidenciando diferengas entre os isolados de P. insidiosum das trés
regides estudadas, o que possibilita uma reclassificacdo como sub-espécies ou, talvez,
novas espécies. Hoje, o Reino Straminopila recebe a denominagdo de Straminipila
(WEBSTER & WEBER, 2007). P. insidiosum € a unica espécie dentro desse reino, que
inclui algas marrons e diatoméceas, capaz de originar doenca em animais.

O género Pythium caracteriza-se por: producdo de zodsporos biflagelados
durante a reproducdo assexuada; reproducdo sexuada oogamica; parede celular
composta de B-glucanas, celulose e hidroxiprolina; talo diploide; mitocondria com crista
tubular; caracteristicas moleculares e bioquimicas peculiares, como uma rota alternativa
para sintese do aminodcido lisina (MOORE-LANDECKER, 1996). Os oomicetos
também diferem dos fungos quanto ao papel do ergosterol na membrana celular, ou
seja, nos primeiros ele ndo é o principal esteroide (SANTURIO er al., 2006a). De
acordo com Hendrix (1970), espécies do género Pythium incorporam esteroides a partir
do meio ao invés de produzi-los. Os esteroides sdo importantes para producdo de
estruturas sexuadas in vitro, mas niao sdo necessarios para o crescimento da hifa
vegetativa (GROOTERS, 2003).

A pitiose € uma enfermidade piogranulomatosa que acomete equinos,
provocando quadro infeccioso na pele e tecido subcutaneo; caninos e felinos com
apresentacdo gastrintestinal e cutinea; bovinos com doenga cutanea; € humanos
apresentando quadro clinico de arterite, queratite e celulite periorbital (SANTURIO et

al., 2006a). Epidemiologicamente a pitiose estd intimamente relacionada com o contato
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dos animais e humanos com 4guas contaminadas pelo agente, onde o mesmo produz
zo6sporos moveis que se constituem na forma infectante de P. insidiosum (MENDOZA
et al., 1996). Em 1983, Miller propds um ciclo biolégico para esse organismo, que se
baseia na colonizacdo de plantas aqudticas, que servem de substrato para o
desenvolvimento e reprodu¢do do organismo, formando os zoosporangios. Os
zoodsporos livres na 4gua, movimentam-se até encontrar outra planta ou animal, onde se
encistam e emitem tubo germinativo, dando origem a um novo micélio e completando
seu ciclo. Essas observacdes sustentaram a teoria de infec¢do, sugerindo que os cavalos
em contato com d4guas contaminadas poderiam atrair os ZzoOsporos, 0s quais
germinariam a partir de uma pequena lesdo cutanea (MENDOZA et al., 1993).

A pitiose ocorre em regides de clima tropical, subtropical e temperado
(MEIRELES et al., 1993; SANTURIO et al., 1998; GROOTERS, 2003), e tem sido
relatada nas Américas, alguns paises europeus, sudeste asidtico, Oceania e Africa
(CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996; MENDOZA et al., 1996; RIVIERRE et al., 2005).
As condicdes ambientais sdo determinantes para o desenvolvimento do organismo em
seu ecossistema. Segundo Miller & Campbell (1982), para a produgdo de zodsporos sao
necessdrias temperaturas entre 30 e 40 °C e o acimulo de 4gua em banhados e lagoas. A
pitiose equina € uma doenga que ocorre em todas as regides do Brasil, principalmente
no Pantanal, onde hd relacdo direta com o periodo das chuvas (outubro-marco) e
acarreta prejuizos significativos, direta ou indiretamente (LEAL et al., 2001a). Nao ha
predisposicao por sexo, idade ou raga e a fonte de infec¢ao sao os zodsporos ambientais,
nao havendo relatos de transmissdo direta entre animais e entre animais € o homem
(MENDOZA et al., 1996). A doenca € progressiva, levando o animal ao emagrecimento
e morte na maioria dos casos.

No Brasil, a pitiose foi descrita em equinos, bovinos, ovinos, caninos e
humanos, porém a maioria dos casos relatados corresponde a lesdes cutineas em
equinos. Pitiose nos equinos caracteriza-se pela formacgdo de granulomas eosinofilicos,
com a presenga de massas necréticas denominadas de ‘“kunkers” (MENDOZA &
ALFARO, 1986; MEIRELES et al., 1993; SANTURIO et al., 2003a). A doenca nos
equinos € conhecida por outros nomes como hifomicose, zigomicose, dermatite
granular, “bursattee”, “Florida leeches”, granuloma ficomic6tico, “swamp cancer”
(CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996) e “ferida da moda” (LEAL et al., 2001a). As
lesdes cutaneas sdo as mais frequentes e atingem principalmente as extremidades distais

dos membros e por¢cdo ventral da parede toraco-abdominal, provavelmente devido ao
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maior tempo de contato com d4guas contaminadas com zodsporos (MILLER &
CAMPBELL, 1982; CHAFFIN et al., 1995). Os sinais clinicos caracterizam-se por
lesdes ulcerativas granulomatosas, formando grandes massas teciduais (5 a 500 mm),
com bordas irregulares, de aparéncia tumoral e com hifas recobertas por células
necrdticas, que formam massas branco-amareladas semelhantes a corais, chamadas
internacionalmente de “kunkers” (SANTURIO et al., 2006a). Conforme estes autores,
os “kunkers” variam de 2 a 10 mm de diametro, tem forma irregular, ramificada, com
aspecto arenoso e penetram no tecido granular, dentro de sinus formados ao longo do
seu trajeto. Os animais apresentam intenso prurido e normalmente mutilam a lesdo na
tentativa de aliviar o desconforto (LEAL, 1999).

A segunda forma mais frequente de infeccdo em equinos € a intestinal,
caracterizando-se por massas teciduais localizadas na parede do intestino, levando a
diminui¢do e obstru¢do do limen (SANTURIO et al., 2003a). A maioria dos casos
descritos relata apenas uma lesdo em cada animal, porém podem existir lesdes cutaneas
multifocais (MENDOZA & ALFARO, 1986; CHAFFIN et al., 1992). Além disso, pode
ocorrer disseminagdo para 6rgdos internos a partir de infeccdes subcutaneas (REIS et
al., 2003), como nos casos descritos de lesdes Osseas (MENDOZA et al., 1988;
ALFARO & MENDOZA, 1990; EATON, 1993). Estes estudos referem-se a equinos
com lesdes cutaneas cronicas, localizadas nos membros e com grande proliferacdo do
tecido granulomatoso, onde as lesdes Osseas ficaram limitadas aos ossos adjacentes as
lesOes cutaneas.

A espécie canina € a segunda mais atingida pela pitiose, também nas formas
cutanea e gastrintestinal (SANTURIO et al., 2006a). A forma gastrintestinal € a mais
comum e manifesta-se com distirbios digestivos como vOmito, anorexia cronica, perda
de peso, diarreia (as vezes sanguinolenta) e presenca de massas nodulares, quando
submetidos a palpacdo abdominal (FISCHER et al., 1994; DYKSTRA et al., 1999;
GROOTERS, 2003). Os cées afetados sdo normalmente oriundos de regides rurais ou
estiveram, esporadicamente, em locais alagados como agudes e banhados (FOIL et al.,
1984; FISCHER et al., 1994; DYKSTRA et al., 1999). As lesdes cutaneas apresentam-
se como dermatites piogranulomatosas ulcerativas, contendo areas de necrose infiltradas
por neutréfilos e macréfagos e granulomas eosinofilicos (ENGLISH & FROST, 1984;
FOIL et al., 1984; DYKSTRA et al., 1999).

Pitiose em felinos € rara, havendo poucos relatos na literatura. Um deles refere-

se a uma infeccdo nasal e retrobulbar, sem envolvimento de Orgdos internos, cujo
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diagndstico baseou-se em imunohistoquimica, sorologia através de imunodifusdo e
isolamento do agente (BISSONNETTE er al., 1991). No outro relato, foram dois casos
de pitiose gastrintestinal em gatos nos Estados Unidos da América (RAKICH et al.,
2005). Recentemente, foram descritos os primeiros casos de pitiose em mamiferos nao
domésticos: pitiose cutanea e gastrintestinal em ursos (GROOTERS, 2003), pitiose
pulmonar em um jaguar da América Central (CAMUS et al., 2004) e um tigre com
lesdo intestinal (BUERGELT et al., 2006).

A pitiose bovina também é pouco frequente, onde nos poucos relatos os autores
descreveram lesdes cutaneas, geralmente nos membros e caracterizadas por ulceragdes,
espessamento da derme e edema na regido afetada. O primeiro caso foi reportado na
regido de Louisiana, EUA (MILLER et al., 1985) e o segundo na regido do Pantanal,
Brasil (SANTURIO et al., 1998). Recentemente, dois casos foram descritos: na
Venezuela por Pérez et al. (2005) e um surto no sul do Brasil por Gabriel et al. (2008).
Os casos observados no Brasil apresentaram cura espontinea das lesdes. J4 em ovinos
essa doencga € rara, tendo seu primeiro surto descrito no Brasil (TABOSA et al., 2004),
onde os animais afetados apresentaram feridas com lesdes ulcerativas nas patas e
também nas regides pré-escapular e abdominal. O segundo relato de pitiose em ovinos
também foi reportado no Brasil, e foi o primeiro caso de rinite granulomatosa por P.
insidiosum descrito nesta espécie (SANTURIO et al., 2008). A enfermidade ocorreu em
quatro ovinos da raga Santa Iné€s e foi caracterizada por nodulagdes e necrose nasal,
dificuldade respiratéria e epistaxe intermitente (SANTURIO et al., 2008).

Pitiose humana foi documentada pela primeira vez em 1985 (DE COCK et al.,
1987). Desde entdo, muitos casos tém sido relatados, com altas taxas de morbidade e
mortalidade (PUPAIBOOL et al., 2006). E comum no sudeste da Asia, principalmente
na Tailandia, e dois fatores contribuem para a importancia da pitiose nesse pais: a
prevaléncia de [-talassemia e presenca de grandes dreas alagadas usadas para
agricultura (TRISCOTT et al., 1993). As infec¢des por P. insidiosum em humanos
podem apresentar-se de trés formas: lesdes granulomatosas no tecido subcutaneo de
pacientes talassémicos; forma sist€mica, caracterizada por desenvolvimento de arterite
crOnica, trombose arterial e gangrena, atingindo geralmente a extremidade dos membros
inferiores de pacientes talass€micos; e queratite, podendo ou ndo estar associada a
talassemia (IMWIDTHAYA, 1994). No Brasil a pitiose teve seu primeiro relato em
humanos no ano de 2005, na forma cutanea (BOSCO et al., 2005).

Apesar de ser uma doenca infectando predominantemente mamiferos, Pesavento
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et al. (2008) descreveram um caso de pitiose em caratna (Plegadis chihi), uma ave
migratéria ciconiiforme da familia dos tresquiornitideos. A ave apresentava ulceras
epidérmicas na regido das asas, pescogo, cabeca e membros pélvicos, sendo os padroes
microscopicos tanto do oomiceto quanto da lesdo semelhantes aos encontrados em
mamiferos infectados.

O diagnoéstico da pitiose, tradicionalmente, € feito pelos aspectos clinicos,
histopatologicos e pelo isolamento e identificacdo do agente através de suas
caracteristicas culturais, morfolégicas e reprodutivas. O exame histopatoldgico ¢é
auxiliar no diagndstico e necessita de outras provas para confirmag¢do (SANTURIO et
al., 2006b). A identificacdo precoce da doenga, no entanto, torna-se dificil através
desses métodos (SANTURIO et al, 2006a). Atualmente, métodos como
imunohistoquimica e técnicas soroldgicas auxiliam e suportam um diagndstico precoce
e correto (MENDOZA et al., 1996). O sucesso no isolamento de P. insidiosum é alto
quando amostras de bidpsias sdo armazenadas ou transportadas a temperatura ambiente,
com o acréscimo de antibidticos, entre um e trés dias antes de seu processamento no
laboratério (SANTURIO et al., 2006a). O diagndstico imunoldgico, pela técnica de
ensaio imunoenzimadtico indireto (ELISA), possibilita a deteccao de infeccdes precoces
ou ainda subclinicas (MENDOZA et al., 1997). Além de constituir-se numa poderosa
ferramenta para o diagndstico especifico, também pode ser ttil no monitoramento da
resposta a terapia (GROOTERS, 2003). Testes de ELISA para deteccao de pitiose em
equinos, caninos, felinos, humanos e bovinos ja foram desenvolvidos para diagndstico
precoce (GROOTERS et al., 2002; PEREZ et al., 2005; SANTURIO ez al., 2006b).
Existem ainda as técnicas moleculares constituindo importante ferramenta para o
diagnoéstico e identificacao de P. insidiosum, principalmente através de PCR (rea¢do em
cadeia da polimerase) (JAEGER et al., 2002; GROOTERS & GEE, 2002; REIS et al.,
2003; RIVIERRE et al., 2005; BOSCO et al., 2005; MENDONZA & NEWTON,
2005).

O tratamento da pitiose € influenciado principalmente pelo tamanho e evolugao
clinica da lesdo, idade e estado nutricional do animal (MONTEIRO, 1999), tornando
varidvel o sucesso das diferentes formas de tratamento. De acordo com Miller (1981) e
Rochette er al. (2003), o tradicional tratamento da pitiose equina € cirdrgico, sendo o
procedimento mais utilizado. Contudo, a intervencao cirdrgica é complicada devido as
estruturas anatdmicas envolvidas, pois a partir da permanéncia de fragmentos do agente

podem ocorrer recidivas (MILLER, 1981; CHAFFIN er al.,, 1995). O tratamento
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ciriirgico apresenta bons resultados apenas em lesdes pequenas e superficiais, onde seja
possivel a retirada de toda drea afetada (SANTURIO et al., 2006a).

No tratamento da pitiose equina os farmacos mais utilizados até o momento
foram a anfotericina B e os compostos iodinicos, como iodeto de potdssio e sddio
(McMULLAN et al., 1977; GONZALES et al., 1979; MEIRELES et al., 1993).
McMullan et al. (1977) obtiveram 50% de eficiéncia associando remogao cirdrgica e
anfotericina B; 30% apenas com anfotericina B e 20% nao responderam aos
tratamentos. Segundo Gonzales et al. (1979), os animais respondem ao iodeto de
potdssio associado a cirurgia ou isolado, porém o iodeto de potdssio € mais eficiente
quando usado apds a extirpacdo cirdrgica do granuloma. Little & Kabay (1984) e
Chaffin et al. (1992) também relataram o sucesso do tratamento cirtrgico seguido de
iodeto de sédio em potros com pitiose cutanea. Entretanto, Meireles et al. (1993) ndo
obtiveram sucesso em dois equinos tratados com iodeto de potédssio endovenoso, até
mesmo quando associado a cirurgia. Utilizando outras tentativas de tratamento, Sedrish
et al. (1997), obtiveram sucesso no uso de raio laser vermelho de aluminio, neodimio e
itrio como terapia suplementar apds a remocao cirurgica de lesdes de pitiose equina.
Porém, alguns autores afirmam que a ressec¢do cirurgica total do granuloma combinada
com imunoterapia especifica para P. insidiosum é o tratamento mais indicado para cura
de pitiose clinica em equinos (HUBERT & GROOTERS, 2002).

O tratamento da pitiose através da imunoterapia foi inicialmente proposto por
Miller (1981), que desenvolveu um imunobiolégico a partir de culturas do préprio
agente. Neste estudo o indice de eficiéncia foi de 53%; e 75% quando associado a
cirurgia (MILLER & CAMPBELL, 1982). No decorrer das décadas de oitenta e
noventa varios autores utilizaram a imunoterapia, principalmente em equinos, cujos
indices de cura ndo foram maiores que 70% (MENDOZA et al., 1992) e 83,3%
(MONTEIRO, 1999). Thitithanyanont et al. (1998) descreveram a utilizagdo com
sucesso de um imunoterdpico no tratamento de pitiose em um menino talassémico.
Dykdtra et al. (1999) relataram o fracasso de uma vacina autégena utilizada em um cao
com pitiose cutanea. Recentemente, Mendoza et al. (2003) testaram uma nova
formulacao de vacina para P. insidiosum em equinos € caninos € obtiveram cura em,
respectivamente, 72% e 33% dos animais. Em contraste aos resultados obtidos em
equinos e bovinos, a imunoterapia em felinos e caninos tem sido desapontadora
(MENDOZA & NEWTON, 2005).

Até o presente momento, nenhuma das terapias antifiingicas propostas para a
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pitiose canina apresentaram resultados satisfatérios. Entre os antifungicos testados
destacam-se a anfotericina, fluconazol, cetoconazol e itraconazol (FOIL et al., 1984;
ENGLISH & FROST, 1984; DYKSTRA et al., 1999; JAEGER et al., 2002; RIVIERRE
et al., 2005). Segundo alguns autores, a cirurgia continua como op¢ao mais segura para
o tratamento da pitiose canina (HNILICA, 1998, THOMAS & LEWIS, 1998;
GROOTERS, 2003), embora as recidivas pds-operatérias sejam frequentes
(GROOTERS, 2003). Por esta razdo, Grooters (2003) indica a terapia com itraconazol
(10 mg/Kg/ 24 h) associado a terbinafina (5-10 mg/Kg/ 24 h) por dois a trés meses apos
cirurgia. Este mesmo autor relata que aproximadamente 15% dos cdes com pitiose
gastrintestinal responderam ao tratamento com itraconazol ou anfotericina B lipidica.
Entretanto, Dykstra et al. (1999) utilizaram itraconazol (5 mg/kg/60 dias) em um cdo
ndo obtendo melhora. Grooters (2003) também observou melhora ou cura clinica e
sorolégica em alguns casos de pitiose cutdnea canina e felina, quando administrou
terbinafina associada ao itraconazol aos animais. E afirma que, embora o nimero de
animais que responderam a este protocolo de tratamento tenha sido baixo, a combinagao
antifiingica pareceu superior a terapia isolada.

O tratamento da pitiose felina também apresenta resultados variados.
Bissonnette ef al. (1991) ao realizarem o tratamento de um felino com pitiose nasal e
retrobulbar com cetoconazol, observaram que houve melhora clinica, porém a doenca
recidivou ap6s o término do tratamento. Ja Rakich et al. (2005) encontraram resultados
diferentes ao tratar dois felinos com pitiose gastrintestinal. O animal tratado com a
associacdo terbinafina/itraconazol, durante dois meses depois da retirada cirdrgica da
lesdo, apresentou cura clinica sem recidivas. Porém, morreu subitamente quatro meses
apo6s a cirurgia. O outro felino, que recebeu terapia com itraconazol, também por dois
meses depois da retirada cirirgica da lesao, demonstrou sorologia negativa, detectada
por meio de um teste de ELISA, realizado cinco meses apds tratamento. Este animal
permaneceu em observacao por nove meses, nao apresentando recidiva da lesdo durante
esse periodo.

De forma similar aos resultados clinicos, os testes de suscetibilidade in vitro
com agentes antifingicos, realizados com P. insidiosum, também tém demonstrado
resultados contraditérios. Em um estudo de Sekhon et al. (1992) os poliénicos
anfotericina B, hamicina e seus andlogos nao apresentaram atividade satisfatéria,
enquanto os azodlicos fluconazol, cetoconazol e miconazol inibiram os isolados de P.

insidiosum testados in vitro, com o miconazol apresentando os melhores resultados,
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seguido do cetoconazol. Entretanto, Triscott et al. (1993), relatando pitiose subcutanea
na regido periorbital de dois jovens, constataram a boa resposta ao tratamento com
anfotericina B, contrariando os resultados obtidos nos testes de sensibilidade. Em outro
estudo, os antimicéticos anfotericina B, flucitosina, miconazol e griseofulvina nao
inibiram o crescimento deste oomiceto, enquanto o itraconazol apresentou atividade
moderada e a terbinafina foi ativa contra o isolado de P. insidiosum testado (SHENEP et
al., 1998). De acordo com Shenep et al. (1998), a associacdo de terbinafina e
itraconazol apresentou efeito sinérgico e foi utilizada, com sucesso, no tratamento de
um menino com infecg¢do facial.

Uma nova proposta terapéutica que vem sendo investigada é a utilizacdo de
farmacos que bloqueiam a sintese de P(1,3)-D-glucanas, através da inibi¢do nao
competitiva da enzima B(1,3)-D-glucana sintetase. Resultados in vitro demonstraram
que P. insidiosum € pouco susceptivel a caspofungina (L-743, 872, MK-0991), um
derivado semi-sintético da pneumocandina Bo, e testes in vivo demonstraram que esse
agente apresenta somente acdo fungistitica (PEREIRA er al., 2007). Aliado a isso, o

alto custo do mesmo tem tornado seu uso limitado (PEREIRA et al., 2008).

2.2  Zoosporogénese

A zoosporogé€nese in vitro é uma ferramenta fundamental, tanto para a
identificacdo de P. insidiosum, como para a obtencdo de zodsporos, em quantidades
suficientes, para desenvolvimento de testes de suscetibilidade in vitro e para inoculagcdo
em animais experimentais (PEREIRA et al., 2008). Para obten¢do de inéculo para testes
de suscetibilidade in vitro com P. insidiosum e para reproducdo experimental da pitiose
em coelhos estima-se que o numero ideal de zodsporos seja em torno de 20.000
zoo6sporos/mL (SANTURIO et al., 2003; PEREIRA et al., 2007).

A producgdo de zodsporos inicia com a formagdo de zoosporangios, 0s quais se
desenvolvem a partir de hifas que colonizaram certos tipos de plantas (GROOTERS,
2003). A obtencdo de zoosporangios in vitro € realizada através da inducdo da
zoosporogénese em meio liquido (SHIPTON, 1985; CHAIPRASERT et al., 1990).
Neste contexto foram desenvolvidos protocolos para inducdo da zoosporogénese em
laboratério (MENDOZA & PRENDAS, 1988), os quais vém sendo aprimorados e
adaptados (PEREIRA et al., 2008).

O protocolo para indugdo da zoosporogénese, recentemente notificado, baseia-se
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no parasitismo de fragmentos de grama (Paspalum notatum) por hifas de P. insidiosum
em um meio pobre em nutrientes e, a seguir, na incubagdo dessas gramas parasitadas em
Meio de Inducdo rico em sais, e com temperatura e pH adequados (PEREIRA et al.,
2008). Este protocolo mostra que os zodsporos podem ser produzidos a partir do cultivo
de P. insidiosum em fragmentos de gramineas sobre Corn Meal Agar (CMA), apds
cinco dias de incubagdo a temperatura de 37 °C. E, apds esse periodo de cultivo, os
fragmentos de grama parasitados por P. insidiosum sdo transferidos para uma placa de
Petri contendo Meio de Inducdo, composto pela solugao A [K,HPO,;, KH,POy,,
(NH4),HPO,4] e solucao B [MgCl,6H,0O, CaCl,]. O Meio de Indugdo é obtido pela
mistura de 0,5 ml da solu¢do A e 0,1 ml da solu¢do B em 1000 ml de dgua destilada
estéril. As placas de Petri contendo o Meio de Indugdo juntamente com os fragmentos
vegetais infectados sdo incubadas a 37 °C por 24 horas (PEREIRA et al., 2008). Os
autores concluiram que apoés este periodo de inducdo, o nimero maximo de zodsporos
obtidos ocorreu entre seis e oito horas de incubagdo, onde aproximadamente 87% dos

isolados produziram mais de 20.000 zoésporos/ml.

2.3 APIZYM - Sistema de deteccao de atividades enzimaticas

O sistema API ZYM® é um micrométodo semiquantitativo de deteccdo de
atividades enzimadticas que se pode aplicar a diferentes tipos de amostras (micro-
organismos, suspensdes celulares, tecidos, liquidos bioldgicos, etc.). Permite estudar
rapida e simultaneamente 19 atividades enzimdticas a partir de pequenas quantidades de
amostra. Apresenta-se sob a forma de uma galeria de 20 micro-pogos (ctpulas) cujo
fundo € constituido por um suporte que contém o substrato enzimético com tampao.
Este suporte destina-se a favorecer o contato entre a enzima e o substrato geralmente
insoldvel.

Os testes enzimadticos sdo inoculados com uma suspensdo densa, que rehidrata os
substratos. As reagdes produzidas durante o periodo de incubagdo traduzem-se por

viragens de cor, reveladas pela adicao de reagentes (Quadro 1).
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Quadro 1. Quadro de leitura do kit API ZYM.

N° Enzima detectada Substrato pH Reaciio
Positiva Negativa
1 | Testemunho Incqlor ou cor da amostrab se
esta tiver uma cor pronunciada
2 Fosfatase alcalina 2-naftil fosfato 8.5 Violeta
3 Esterase 2-naftil butirato 6,5 Violeta
4 | Esterase lipase 2-naftil caprilato 7,5 Violeta
5 | Lipase 2-naftil miristato " Violeta
6 | Leucina arilamidase L-leucil-2-naftilamida " Laranja
7 | Valina arilamidase L-valil-2-naftilamida " Laranja
8 | Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida " Laranja
9 | Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida 8,5 Laranja
10 | o-quimotripsina N-glutaril-fenilalanina-2-naftilamida 7,5 Laranja
11 | Fosfatase acida 2-naftil fosfato 5.4 Violeta Incolor
12 | Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase | Naftol-AS-BI-fosfato " Azul
13 | o-galactosidase 6-Br-2-naftil-aD-galactopiranosida " Violeta
14 | B-galactosidase 2-naftil-BD-galactopiranosida " Violeta
15 | B-glucuronidase Naftol-AS-BI-BD-glucuronida " Azul
16 | o-glucosidase 2-naftil-aD-glucopiranosida " Violeta
17 | B-glucosidase 6-Br-2-naftil-pD-glucopiranosida " Violeta
18 | N-acetil-B-glucosaminidase 1-naftil-N-acetil-BD-glucosaminida " Castanho
19 | o-manosidase 6-Br-2-naftil-aD-manopiranosida " Violeta
20 | a-fucosidase 2-naftil-al-fucopiranosida " Violeta

Cada cuipula deve ser inoculada com 65 pl da solugdo previamente preparada,

com uma concentracdo homogénea de indculo. A incubagdo é feita por 4 h, com
temperatura de acordo com a amostra em questdo, devendo ser idéntica no ambito de
um determinado trabalho.

Ap6s incubagdo, adiciona-se uma gota de reagente Zym A (2,5g de Trizma base,
1,1 ml de 4cido cloridrico 37%, 1,0 g lauril sulfato de sddio e 10 ml de dgua destilada
esterilizada) e Zym B (0,04 g de “Fast blue BB” ¢ 10 ml de metoxietanol). Apds deixar
as coloragcdes se estabilizarem (5 min), a leitura é registrada na ficha de resultados,
sendo numa escala de 0 a 5 (0 correspondente a uma reagcdo negativa € 5 a uma reagdo
de intensidade maxima). A partir da intensidade da cor, os resultados sdo entdo
convertidos em nanomoles (nmol) de substrato hidrolizado, conforme a seguir: 1 = 5
nmol, 2 = 10 nmol, 3 = 20 nmol, 4 = 30 nmol e 5 = >40 nmol.

Inicialmente, o kit API ZYM foi utilizado na identificacdo de enzimas
bacterianas, sendo os padrdes enzimdticos obtidos utilizados para taxonomia e

tipificagdo dos micro-organismos (HUMBLE et al., 1977). Esses autores relatam que o
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método € de facil uso, ndo requer reagentes além dos que sdo fornecidos pelo kit e o
resultado da maioria dos organismos € de facil interpretabilidade e repetibilidade.
Embora ndo tenha sido desenvolvido para alcangar a precisdo de procedimentos
espectofotométricos ou eletroforéticos, o kit API ZYM pode ser usado em métodos de
“screening”, proporcionando assim um amplo espectro de determinagdes enzimaéticas.

Essas vantagens levaram diversos autores a utilizar o ki API ZYM ndo s6 em
bacteriologia, mas também em micologia. A viabilidade do seu uso foi comprovada na
pesquisa enzimdtica de fungos filamentosos (SAENZ-DE-SANTAMARIA et al., 2006;
PAPINI & MANCIANTI, 1996), leveduras de interesse médico (CASAL & LINARES,
1983) e industrial (PENNACCHIA et al., 2008), larvas (ANGULO-VALADEZ et al.,
2007), entre outros.

Os substratos presentes nos pogos das galerias do kit API ZYM permitem
verificar a atividade de diferentes grupos de enzimas, sendo elas: proteases, éster
hidrolases, fosfohidrolases e glicosidases. Todos esses grupos exercem fun¢do tanto na
invasdo tecidual quanto na nutricdo do organismo invasor. Um patégeno que invade
tecidos de mamiferos deve ser capaz de crescer na temperatura corporal de seu
hospedeiro, e, presumidamente, secretar enzimas para digerir proteinas ou lipidios, que
servem como fonte primadria de calorias (DAVIS et al., 2006). No entanto, € importante
presumir com cuidado o papel de uma enzima em particular quando o experimento
restringe-se a um unico aspecto do ciclo de vida do patégeno como um todo. Assim,
seria impossivel saber se o crescimento de um mutante deficiente em determinada
enzima cessou porque este encontrou uma barreira fisica ou porque se esgotou sua fonte
de nutrientes (RAVISHANKAR et al., 2001). Por esta razdo, a significancia de enzimas
degradadoras de tecidos no processo infeccioso permanece uma questdo nao esclarecida

completamente.
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Abstract

Pythium insidiosum is an oomycete fungus, classified in the Kingdom
Stramenipila. As the secretion of hydrolases is considered an important factor in fungal
virulence, we evaluated the extracellular enzymatic activity of 14 Brazilian P.
insidiosum 1isolates and a standard strain (ATCC 58637) by the API-ZYM System
screening method. Zoospores were grown in RPMI 1640 broth, and 65 pL of the liquid
phase was inoculated in each cupule of the API-ZYM strips. Although
phosphohydrolases and ester hydrolases were conspicuous among all isolates,
differences in the enzymatic activities were observed. f-glucosidase was also present in
most of the isolates. The data obtained here highlight the abilities of this aquatic
oomycete in colonising plant and animal tissues.

Keywords: pythiosis insidiosi, oomycete, exoenzymes, virulence.

Introduction

Hyphal microorganisms (e.g., fungi and oomycete water moulds) colonise solid
food materials by invasive growth. This colonisation process depends upon the exertion
of force by the growing apices of the hyphae, coupled with the secretion of substrate-
degrading enzymes. Lytic enzymes are also secreted by pathogenic fungi to invade plant
and animal tissues (Money, 2001).

Among more than 200 fungal species that are pathogens of plants, Pythium
insidiosum is the only one known to also be pathogenic for mammals, with the greatest
number of outbreaks occurring in horses, dogs and humans (Santurio et al., 2003). This
zoosporic fungus of the Phylum Oomycota, kingdom Stramenipila (De Cock et al.,
1987), is the causative agent of pythiosis, a disease characterised in equines by
cutaneous and subcutaneous lesions with the presence of eosinophilic granulomas with
necrotic masses called “kunkers”.

In common with oomycete pathogens of plants, the prevailing model for
infection in pythiosis suggests that the infectious propagule is an aquatic zoospore
(Santurio et al., 2006; Mendoza et al., 1993). Hyphae emitted towards the host species
colonise cutaneous and subcutaneous tissues, produce intestinal lesions, invade blood
vessels and can proliferate within bone (Bentick-Smith et al., 1989).

Although the exertion of invasive pressure is crucial for tissue colonisation,
hyphae of Pythium species are not sufficiently powerful to penetrate solid tissues

without the concerted activity of secreted enzymes (MacDonald et al., 2002;
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Ravishankar et al., 2001). In the recent literature, Davis et al. (2006) reported substantial
secreted protease activity (serine proteases) in three different P. insidiosum strains. The
experiments indicated that tissue-degrading enzymes must effect a significant reduction
in tissue strength to allow hyphal penetration of plant or animal tissues. As further data
on the enzymatic profile of this oomycete and its intraspecific variability with regard to
enzyme activity are scarce, we investigated the production of 19 hydrolytic enzymes by

Brazilian P. insidiosum strains isolated from animal pythiosis.

Materials and methods

This study included twelve Brazilian P. insidiosum strains obtained from equine
pythiosis, two strains (C20, C28) re-isolated from experimentally infected rabbits
(Pereira et al., 2008) and a standard strain (ATCC 58637). The identities of the isolates
were confirmed by a PCR-based assay (Rodrigues et al., 2006). Strains were initially
cultivated in Corn Meal Agar at 37 °C and subsequently subjected to zoosporogenesis
(Pereira et al. 2008). Zoospores were counted using a Neubauer chamber and 2.5 to 7.5
x 10 zoospores were transferred to 2 mL of RPMI 1640 broth containing L-glutamine
(Sigma—Aldrich, Germany) and buffered to pH 7.0 with 0.165 M
morpholinepropanesulfonic acid. Tubes with inocula were maintained at 37 °C for 24 h.

Enzymatic activities were determined by means of the API-ZYM System (Bio
Mérieux, Marcy- I’Etoile, France) in accordance with the manufacturer’s instructions.
Briefly, 65 ul of the liquid phases from incubated cultures were added to each well of
the API-ZYM tray and maintained at 37 °C for 4 h. Hyphae of P. insidiosum were
carefully separated from the inoculum. The results were determined in nanomoles
(nmol) of the hydrolysed substrate according to the intensity of the colour reaction on a
scale of 1-5,1.e., 1 =5 nmol, 2 = 10 nmol, 3 =20 nmol, 4 = 30 nmol and 5 = >40 nmol.
The tests were carried out in triplicate and submitted to an analysis of variance using a
significance level of 5%. Enzymatic activities of all strains were compared to the
control (RPMI broth only) using the Dunnet post hoc test. Differences among isolates

were analysed by the Tukey post hoc test.

Results
The most conspicuous enzymatic activities shown by the 15 P. insidiosum
isolates were alkaline phosphatase (ALP), esterase, esterase lipase, acid phosphatase

(ACP), naphthol-AS-BI-phosphohydrolase and fS-glucosidase (P <0.01). Lipase activity
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was also observed (P <0.05). Eight isolates also produced low levels of trypsin, but the
activity of this enzyme did not differ significantly from the control (P > 0.05; Fig. 1).
Within the isolates, differences in the production of f-glucosidase (P <0.001), esterase,
naphthol-AS-BI-phosphohydrolase (P <0.01) and ACP (P <0.05) were observed (Fig.
2).

Our results demonstrate a high intraspecific variability in enzymatic activity.
ALP, ACP, esterase, esterase lipase and naphthol-AS-BI-phosphohydrolase activities
were detected in 100% of the P. insidiosum isolates. Lipase and S-glucosidase activities
were detected in 86 and 80% of the isolates, respectively. No differences in the
enzymatic activity were observed according to the culture age, animal species (equine

or rabbit).

Discussion

The API-ZYM system is a semiquantitative method that permits the rapid
detection of 19 enzymes. Many studies (Sdenz-de-Santamaria et al., 2006; Schaller et
al., 2005; Fernanado et al., 1999; Brasch & Zaldua, 1994) have confirmed its usefulness
in mycology. Although the composition of the growth medium can affect enzymatic
activity (Brasch & Zaldua, 1994), RPMI broth has shown good results in susceptibility
tests with this oomycete (Cavalheiro et al., 2009; Argenta et al., 2008; Pereira et al.,
2007) and it is recommended for broth-dilution antifungal susceptibility testing of
filamentous fungi (CLSI, 2008). Besides the excellent growth of zoospores, the RPMI
broth allowed the establishment of a standardised inoculum; we were also able to
analyse the enzymes secreted at the moment that a germ tube is produced by the
zoospore, as it occurs in infections (Hardham, 2007; Mendonza et al., 1993). Moreover,
bacterial contamination is easy avoided by using this broth, a rather trivial point when
an enzymatic profile is required.

The low proteolytic activity seen did not agree with the results reported by Davis
et al. (2006) who, using SDS-substrate-PAGE, obtained serine proteases by cultivating
P. insidiosum in 0.1% collagen as the principal source of carbon, nitrogen and sulphur.
These differences could be explained by the methodology employed. Several authors
have demonstrated the influence of carbon source, pH, medium composition and other
parameters on enzyme expression (Sdenz-de-Santamaria et al., 2006; Brasch & Zaldua,

1994).
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Conversely, Shipton (1987) in an effort to differentiate plant and animal isolates,
found similar enzymatic profile from our study for the Australian equine derived
Pythium spp., with the exception of the presence of alpha-glucosidase. However, instead
of zoospores the author used sonicated proteins obtained from hyphal fragments grown
on a glucose broth medium (35 °C, 12 h) for inoculating the API ZYM tray. These
findings point to alpha-glucosidase as an intracellular enzyme, since only extracellular
enzymes were researched in our study.

Differences in the enzymatic production observed among the isolates were
expected. Biochemical variability or inconsistency among Brazilian P. insidiosum
strains have been reported in susceptibility tests with the same isolates (Cavalheiro et
al., 2009; Argenta et al., 2008). Phylogenetic analysis has demonstrated evolutionary
distances among the isolates used in this experiment (data not published). However, a
more extensive data base is required before a key based on phenotypic patterns can be
constructed.

Any microorganism that attempts to colonise a plant must contend with the cell
wall. One of the most conspicuous effects of microorganisms on plant cell walls is
enzymatic degradation. The polymers present in the plant cell wall are insoluble, except
for certain soluble enzymes and some polymers during incorporation and turnover.
Most microbial cell-wall-degrading enzymes are extracellular, i.e., secreted. Enzymes
such as f-xylosidase and f-glucosidase, which degrade the soluble products of
extracellular enzymes, can be either extracellular or intracellular (Walton, 1994). The
inability of P. insidiosum to degrade plant polysaccharides reported by Davis et al.
(2006) was not confirmed in our study, since extensive f-glucosidase activity was seen.

Cellulases (i.e., f-glucosidase in our study) might not be particularly important
in pathogenesis, since extensive cellulose degradation typically occurs only late in
infection (Cooper, 1984). However, in P. insidiosum this enzyme might have a more
fundamental function. The shape and growth pattern of a fungal or oomycete hypha
depends upon the physical properties of its surrounding cell wall (Gooday, 1995). The
first morphological sign of zoospore germination is the accumulation of apical vesicles
beneath the site of germ tube emergence. As well as contributing to the expanding
plasma membrane, the vesicles contain substrates and enzymes required for cell wall
formation, and molecules that protect the germ tube and attach it to the underlying
surface (Hardham, 2007). Since this oomycete cell wall contains large amounts of £(1-

3)D-glucan (Pereira et al., 2008; Moore-Landecker, 1996), the enzymatic action of /-
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glucosidase would be fundamental in wall-loosening and growth due to the hydrolysis
of f(1-3)D-glucan linkages (Fry, 1995).

On the other hand, the production of active oxygen species (AOS) in an
oxidative burst, such as superoxide anions (O, ), hydroxy radicals (-OH) and hydrogen
peroxide (H,0O,), has been observed in many plant—pathogen interactions and plays an
important role in plant defence (Honée, 1999). Toxic oxygen metabolites are also
generated by activated phagocytic cells and are known to be important in the killing of
microbes (Mansour et al., 2002; Remaley et al., 1984). Remaley et al. (1984) reported
that the presence of ACP on the cell surface of Leishmania donovani promastigotes
impaired the ability of phagocytic cells to kill the parasite. P. insidiosum ACP might be
implicated in reducing superoxide production, a virulence factor implied in intracellular
survival.

Both ALP and ACP have been considered to be enzymes with no specific cell
localisation. Studies on extracellular ALP in Bacillus spp. revealed the relationship
between the biosynthesis of this enzyme and carbohydrate metabolism (Shapirova et al.
2000). Furthermore, a highly significant positive correlation was also established
between the adhesion of Candida to mammalian buccal epithelial cells and ALP and
ACP activity. These relationships, described for the first time by Fernanado et al.
(1999), imply that the phosphatases of Candida species may play a crucial role in
potentiating their virulence.

Esterases and lipases are characterised by their ability to catalyse the hydrolysis
of ester bonds of mono-, di- and triacylglycerols as well as phospholipids. The fatty
acids of the skin, secreted by sebaceous glands, can be regarded as the main local
defence mechanism, and certain branched-chain fatty acids have fungistatic and
bactericidal properties. The broad lipolytic activity of C. albicans is reported to be an
important factor for the persistence and virulence of this yeast in human tissue (Schaller
et al., 2005). The ability of the P. insidiosum zoospores to initiate an infection is due to
the production of a substance that allows them to maintain tight contact with the host
(Mendoza et al., 1993). Our results suggest that the expressive production of these fatty
acid-modifying enzymes (FAME) by P. insidiosum aid encystment due to the reduction
in surface hydrophobicity.

Shipton (1987) observed lipase activity in all (n=14) Australian equine-derived
Pythium spp. (one showed weak activity), although only one out of four plant isolates

showed activity of this enzyme. Additional tests showed that only equine-derived
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Pythium isolates had activity on 2-naphthyl laurate (C12 saturated) and 2-naphthyl
oleate (C18 unsaturated). Furthermore, we observed lipase activity in 86% of the P.
insidiosum isolates. This FAME seems to play a crucial role in P. insidiosum
pathogenicity. We hypothesise that a different incubation temperature (e.g., 25 °C)
would provide new enzymatic profiles. Ravishankar et al. (2001) reported that the force
exerted by hyphae of three P. insidiosum strains extending from cornmeal agar into
distilled water significantly increased with the elevation of experimental temperature
from 24 to 37 °C. Moreover, studies involving environmental strains (Supabandhu et al.,
2007) might enhance the knowledge of the pathogenic role of enzymes secreted by P.
insidiosum.

In conclusion, P. insidiosum zoospores grown in RPMI 1640 broth produce
extracellular enzymes that diverge among the isolates. Although far from reflecting
conditions in nature, further enzymatic studies on P. insidiosum isolates and non-
mammalian pathogenic Pythium species along with the use of different incubation
temperatures would enhance the role of each enzyme in the pathogenic process. The
detection of enzymes that are not possible to evaluate using the API-ZYM strip (i.e.,
phospholipases, xylanases and cutinases) might therefore clarify the capacity of P.

insidiosum to penetrate intact plant and animal tissues.
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Figure 1. Means values for the enzymatic activity of 15 Pythium insidiosum

isolates. Data are expressed as mean + SEM (n=3). *, P < 0.05; **, P < 0.01 compared

to control group (one-way ANOVA followed by Dunnett’s test).
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Figure 2. Differences in the enzymatic activity among the isolates. Data are

expressed as mean + SEM (n = 3). Column with no common superscript differ

significantly (ANOVA followed by Tukey’s test).
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TABELA SUPLEMENTAR DO ARTIGO (NAO SUBMETIDA PARA PUBLICACAO)

TABELA 1. Perfil enzimético do oomiceto Pythium insidiosum.
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As andlises foram feitas em triplicata. Coluna 1: controle; 2: fosfatase alcalina; 3: esterase; 4:
esterase lipase; 5: lipase; 6: leucine arilamidase; 7: valine arilamidase; 8: cistine arilamidase; 9:
tripsina; 10: alfa-quimiotripsina; 11: fosfatase 4cida; 12: naftol-AS-BI-fosfohidrolase; 13: a-
galactosidase; 14: B-galactosidase; 15: B-glucuronidase; 16: a-glucosidase; 17: B-glucosidase;
18: n-acetil-B-glucosaminidase; 19: a-manosidase; 20: a-fucosidase. *ATCC: American Type
Culture Collection; **Foram feitas somente duas repeticdes devido a dificuldade na obtengdao

de zoosporogénese.
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FIGURA SUPLEMENTAR DO ARTIGO (NAO SUBMETIDA PARA
PUBLICACAO)
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Figura 1. Galerias do kit API-ZYM inoculadas com os isolados LAPEMI 148,
LAPEMI 138 e LAPEMI C28, de cima para baixo, respectivamente.
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4 DISCUSSAO

As enzimas sdo proteinas essenciais para o metabolismo de todos os seres vivos
e tém um importante papel na degradacdo de matéria organica, na infeccdo de
hospedeiros e na deterioragdo de alimentos. Enzimas também podem agir no controle
dos processos bioquimicos das células vivas. Elas podem ser isoladas de animais,
plantas e micro-organismos.

Sabe-se que a invasdo fungica depende da forca exercida no édpice da hifa de
crescimento e da secre¢do de enzimas degradadoras de substrato (MONEY, 2001). No
caso do oomiceto Pythium insidiosum, os zoOsporos sdo atraidos por uma substancia
presente nos tecidos de plantas ou animais, onde os mesmos se aderem para iniciar a
infeccdo. Nessa fase, a presenca de enzimas que reduzam a hidrofobicidade da
superficie € uma condi¢do sine qua non para inicio da infeccao. Apds o encistamento, 0s
zobsporos desenvolvem tubos germinativos, sempre na dire¢cdo do tecido animal ou
vegetal (MENDOZA et al., 1993). Por conseguinte, atividades enzimadticas de esterase e
esterase lipase estavam presentes em todos os isolados, enquanto que lipase perfez 86%
dos mesmos. Apds esse periodo, hifas de P. insidiosum passam a colonizar tecidos
cutaneos e subcutaneos, produzindo lesdes intestinais e invadindo vasos sanguineos,
podendo até mesmo proliferar no tecido 6sseo (MENDOZA et al., 1996).

Ravishankar et al., (2001) demonstraram que a resisténcia de tecidos intactos
excede a pressdo exercida pela hifa de P. insidiosum, concluindo que enzimas
degradadoras de tecidos t€ém um papel fundamental na reducdo da resisténcia tecidual,
permitindo assim a penetracdo de tecidos animais ou vegetais. Contudo, essas enzimas
exercem dupla funcdo: reduzem a resisténcia do substrato e suplementam o oomiceto
com nutrientes de baixo peso molecular. Muitas enzimas provavelmente exercem ambos
os papéis, mas seria de maior interesse identificar aquelas que realmente agem
modificando a resisténcia tecidual (MACDONALD et al.,, 2002). Na tentativa de
representar as condi¢des encontradas na natureza, o presente estudo procurou
demonstrar as enzimas extracelulares produzidas por P. insidiosum no momento em que
ha emissdo do tubo germinativo. Mendoza et al. (1993) relatam que a emissdo do tubo
germinativo deste oomiceto se d4 também nos casos em que os zodsporos encontram-se
longe do tecido vegetal ou animal.

Humble (1977) demonstrou que o kit comercial API ZYM € uma ferramenta

importante para detec¢do de atividades enzimdticas especificas, e que os padrdes
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obtidos podem ser tteis na taxonomia e tipificacdo de bactérias. Diversos estudos
(BRASCH & ZALDUA 1994; FERNANADO er al, 1999; SAENZ-DE-
SANTAMARIA et al., 2006; SCHALLER et al. 2005) confirmam sua utilidade em
micologia. Resultados de Schwan-Estrada ef al. (1997) permitem concluir que este
sistema pode ser utilizado para selecdo, identificagdo e caracterizacdo preliminar de
micro-organismos até em nivel de isolados.

Shipton (1987) utilizou proteinas sonicadas obtidas do crescimento de hifas
cultivadas em caldo de glicose a 30 °C por 5 dias para obter o perfil enzimético através
do kit API ZYM de espécies de Pythium (na época acreditava-se que mais de uma
espécie poderia causar a doenca) isoladas de lesdes de equinos. O experimento
objetivou comparar o perfil enziméatico de Pythium spp. isolados de plantas e o de
isolados de equinos, cuja taxonomia ainda ndo estava bem definida. Para isso, inoculou
os substratos do kit com a solugdo de protefnas numa concentracio de 15 ug ml™' e
incubou por 12 h a 35 °C. Todos os isolados (tanto de plantas quanto de animais)
apresentaram atividade de enzimas como fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase,
fosfatase acida, B-glucosidase, a-glucosidase. No entanto, somente um dos isolados de
planta apresentou atividade de lipase, enquanto que todos os isolados obtidos de equino
foram positivos para essa enzima.

Similarmente, todas as enzimas reportadas por Shipton (1987) evidenciaram
atividade neste estudo, com excecdo de a-glucosidase. Assim, pode-se presumir que
esta seja uma enzima predominantemente intracelular, j4 que no presente estudo
pesquisou-se apensas enzimas extracelulares, i.e., secretadas no meio. Com relacdo a
lipase, 86% dos isolados apresentaram atividade para essa enzima. Isso remete a
conclusdo de que, apesar das diferencas nos meios de cultura e nas técnicas utilizadas
(no presente estudo utilizando zodsporos, que é a forma infectante), o padrao enzimatico
deste oomiceto foi semelhante em ambos os estudos, embora diversos autores tenham
demonstrado que a composi¢do do meio de crescimento pode afetar o perfil enzimético
(BRASCH & ZALDUA 1994, MORISSEAU et al., 1999). A composicao do caldo
RPMI 1640 pode ser visualizada no Anexo A.

Para realizacdo dos testes, foi necessario padronizar um indculo, o qual foi
obtido por contagem de zodsporos de P. insidiosum. Segundo Pereira et al. (2007), este
procedimento constitui-se na metodologia mais confidvel para testes de suscetibilidade
com este oomiceto, uma vez que zodsporos de P. insidiosum nao produzem turbidez no

meio e, portanto, o indculo nao pode ser ajustado por espectrofotometria.
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Os zod6sporos obtidos foram incubados em caldo RPMI 1640 RPMI contendo L-
glutamina (Sigma—Aldrich,). Apé6s 24 h de incubagdo a 37 °C, era evidente a presencga
de hifas no meio, as quais foram separadas do restante do in6culo com o auxilio de uma
alca bacterioldgica estéril. A utilizacdio do caldo RPMI 1640, além de permitir a
padronizacdo do indculo, também evitou que amostras contaminadas com bactérias
fossem utilizadas, através da visualizacdo da turvagdo do liquido. O caldo RPMI 1640
tem sido avaliado para testes de suscetibilidade in vitro de leveduras, fungos
filamentosos e oomicetos, demonstrando bons resultados de reprodutibilidade (GIL-
LAMAIGNERE et al, 2005; PEREIRA et al, 2007; ARGENTA et al, 2008;
CAVALHEIRO et al., 2009).

Para Davis et al. (2006), a abundancia relativa de proteinas versus carboidratos
em tecidos animais € consistente com a preferéncia de P. insidiosum por meios de
cultura enriquecidos com proteinas, seu alto nivel de secrecdo de proteases e sua
inabilidade de degradar polissacarideos de plantas. No entanto, esses achados ndo
corroboram com o perfil enzimdtico proposto por Shipton (1987), que demonstrou,
utilizando o kit API ZYM, um padrio de secre¢do enzimatica semelhante entre isolados
de plantas e de animais, embora para cultivar as espécies de Pythium este tenha
utilizado como fonte de carbono um meio composto predominantemente por glicose. O
isolamento e identificacdo de P. insidiosum em amostras ambientais (SUPABANDHU
et al., 2008) comprovam sua ja mencionada vida saprobia (MENDQOZA et al., 1996).

Em relacdo a presenca de f-glucosidase, encontrada em 73% dos isolados, ndo é
possivel afirmar se a presenca desta é importante no ataque a celulose presente nas
plantas, ou na degradacdo da parede celular dos zo6sporos, previamente a emissao do
tubo germinativo. A parede celular dos oomicetos contém grande quantidade de f(1-
3)D-glucanas (MOORE-LANDECKER, 1996; PEREIRA et al., 2008), onde a agdo de
[f-glucosidase seria fundamental na hidrélise das ligagdes f(1-3) das glucanas (FRY,
1995).

A andlise filogenética dos isolados de P. insidiosum utilizados no presente
estudo demonstra que ha distancias evoluciondrias entre os mesmos. Estd em
andamento no Laboratério de Pesquisas Micoldgicas da Universidade Federal de Santa
Maria um estudo para caracterizacdo destas diferencas em nivel molecular. Dentro dessa
tematica, Cavalheiro et al. (2009) e Argenta et al. (2008) demonstraram variabilidade
entre a susceptibilidade desses isolados in vitro frente a diferentes antifiingicos. Assim,

diferenga estatistica na atividade enzimadtica entre os isolados era esperada. Contudo,
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diferencas nas atividades de B-glucosidase, esterase, naftol-AS-BI-fosfohidrolase e
fosfatase dcida observadas através do uso do teste de Tukey ndo foram conclusivas. Um
estudo com um nimero maior de isolados seria necessario para elucidar quais atividades
enzimdticas realmente diferem entre os isolados.

A repeticao deste experimento utilizando os mesmos isolados de P. insidiosum,
contudo em diferentes temperaturas de incubagdo (por exemplo, 25 °C) e em diferentes
fontes de carbono (por exemplo, coldgeno), poderia auxiliar no entendimento de quais
enzimas exercem fun¢ao na patogenicidade deste oomiceto. Além disso, a inclusdo de
isolados ambientais também seria de grande valia, uma vez que estes estdo sendo
identificados a partir de técnicas moleculares especificas para P. insidiosum. E, num
pensamento mais ousado, a continuagdo das pesquisas enzimdticas com o kit API ZYM
poderia envolver isolados deste oomiceto apds passagem por antiflingicos
convencionais, acrescidos em meio de cultura, verificando a partir disso se ha relacao de

alguma dessas enzimas frente as drogas utilizadas.
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5 CONCLUSOES

Zoo6sporos de Pythium insidiosum cultivados em caldo RPMI 1640 apresentaram
secrecdo de enzimas hidroliticas, sendo estas pertencentes principalmente ao
grupo das fosfohidrolases e éster hidrolases;

Fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase, fosfatase 4cida e naftol-AS-BI-
fosfohidrolase foram encontradas em 100% dos isolados de P. insidiosum,
enquanto que lipase e B-glucosidase foram detectadas em 86 e 80% dos isolados,
respectivamente.

Foram detectadas diferencas significativas na atividade enzimdtica de [-
glucosidase, esterase, naftol-AS-BI-fosfohidrolase e fosfatase acida entre os
isolados de P. insidiosum, comprovando-se a variabilidade intraespécie, ja

relatada por outros autores.
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ANEXO A - Caracteristicas do meio RPMI 1640

53



RPMI 1640

DEFINICAO: E uma mistura de sais enriquecidos com
aminodcidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o
crescimento celular.

ACAO: Age como uma solugio nutritiva em cultivo celular.

INDICACAO: Destina-se a cultura de células humanas e de outros
animais. Este meio € fornecido na forma desidratada, em p6 ou
liquido. Na forma de p6 ele tem a vantagem de se manter estdvel
por mais 24 meses se conservado bem fechado e em geladeira.
Outra grande vantagem do meio em p6 € a constancia de resultados
quando se programam culturas celulares a longo prazo, utilizando
nesse caso um mesmo lote. O MEIO RPMI 1640, por ndo ter
timidina na sua composi¢do, é¢ muito utilizado para obter a
sincronizacdo da divisdo celular.

VANTAGENS: Testado em pelo menos trés linhagens diferentes,
sendo sempre determinado o seu pH e osmolaridade, cada lote s6 é
liberado se estiver dentro dos limites adequados, além de promover
um 6timo crescimento celular.

CARACTERISTICA FISIO-QUIMICAS:

- Aspecto : P6 réseo e homogéneo

- Tamanho das Particulas : aproximadamente 20 microns

- Solubilidade : soluc¢@o limpida na concentragio de uso (1x)
- pH a 250C (Sem NaHCO3) : 8,0 + 0,5

- pH a 250C (ComNaHCO3) : 8,1 + 0,5

- Osmolaridade (sem NaHCO?3) : 246 + 5%

- Osmolaridade (com NaHCO3) : 290 + 5%
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CONSERVACAO: Estocar o meio em p6 ou preparado liquido
entre 2 a 60C. Se essas condi¢oes ndo forem mantidas, poderdo ser
observadas alteragdes do tipo:

1. Mudancga de Cor

2. Granulagdes

3. Insolubilidade

4. Alteracdo de pH

5. Incapacidade de manter a integridade celular sob condi¢des
normais.

PREPARACAO: O MEIO RPMI 1640 em pé é extremamente
higroscépico, devendo ser protegido do meio ambiente. Nao sdo
recomendadas preparagdes de concentragdes maiores que aquelas
especificadas, devido a grande possibilidade de formacao de
precipitados.

1.) Medir aproximadamente 90% do volume a ser preparado de
dgua tridestilada (15 - 200C).

2.) Adicionar lentamente o p6 sob agitagdo constante. NAO
AQUECA A AGUA.

3.) Depois que o p6 estiver totalmente dissolvido, acrescentar por
litro 2,0g de bicarbonato de sédio 5,6%.

4.) Acrescentar antibidticos ou outras substancias que julgar
necessdrio.

5.) Poder-se-4 acertar o pH conforme o desejado, utilizando-se HC1
1IN ou NaOH 0,1N, ou ainda, gaseificando-se com CO2.

6.) Completar o volume com dgua tridestilada e esterilizar por
filtragdo em membranas de 0,22m, utilizando pressdo positiva.

COMPOSICAO MEIO RPMI 1640

SAIS INORGANICOS mg/L
Ca(NO3)2.4H20 100,00
KCL 400,00
MgS04.7H20 100,00
NaCl 6.000,00
NaHCO3 2.000,00
Na2HPO4 800,00
AMINOACIDOS mg/L
L-arginina. HCL 200,00
L-asparigina. H20 50,00
L-acido aspartico 20,00
L-cistina 50,00
L-4cidoglutamico 20,00
L-glutamina 300,00
glicina 10,00
L-histidina. HCL.H20 15,00
L-hidroxiprolina 20,00
L-isoleucina 50,00
L-leucina 50,00
L-lisina. HCL 40,00
L-metionina 15,00
L-fenilalanina 15,00

L-triptofano 5,00
L-prolina 20,00
L-tirosina 28,00
L-serina 30,00
L-valina 20,00
L-treonina 20,00
VITAMINAS mg/L
biotina 0,200
pantotenato de célcio 0,250
cloreto de colina 3,000
acido félico 1,000
inositol 35,000
nicotinamida 1,000
dcido p-aminobenzoico 1,000
piridoxina. HCL 1,000
riboflavina 0,200
tiamina. HCL 1,000
vitaminaB12 0,005
OUTROS COMPONENTES mg/L
glicose 2.000,00
glutatione 1,00
vermelho de fenol 5,00
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