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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Farmacol ogia
Universidade Federal de Santa Maria

IMUNOTERAPIA CONTRA PITIOSE: CARACTERIZACAO
MOLECULARDE ISOLADOSBRASILEIROSDE
Pythium insidiosum

Autor: Marialsabel de Azevedo
Orientador: Janio Morais Santurio
Datada Defesa: Santa Maria, 15 Julho de 2011.

O Pythium insidiosum é um oomiceto aquético causador da pitiose, uma importante
enfermidade em humanos e animais, sendo prevaente em areas tropicais e subtropicais. No
Brasi| foi relatada pela primeira vez em 1974. Desde entdo varios casos desta enfermidade
tem sido descritos por todo o pais. Os insucessos de terapias antifingicas aliados aos casos
ndo responsivos a imunoterapia existente impulsionam estudos moleculares a fim de
investigar possiveis variagdes genéticas entre os isolados brasileiros de forma a contribuir nas
pesquisas para a melhoria do imunotergpico disponivel. Assim, o presente estudo teve por
objetivo avaiar a diversidade genética de 30 isolados de P. insidiosum provenientes de
diferentes regides do Brasil, bem como compara-los com isolados tailandeses, um isolado da
América Central e outro isolado da América do Norte através do sequenciamento e das
andlises das regides do DNA gendmico correspondentes a citocromo ¢ oxidase (COX Il) e
ITS1, 5.8S rRNA e ITS2 do rDNA (ITS). As andises das sequéncias de nucleotideos de
ambas as regides foram realizadas, individualmente e em combinag&o, utilizando as seguintes
metodologias: maxima parciménia (Maximum parsimony, MP); Neighbor-joining (NJ);
maxima verossimilhanca (Maximum likelihood, ML); e andlise Bayesiana (Bayesian analysis,
BA). Os dados demonstraram que todos os isolados de P. insidiosum sdo monofiléticos em
relacdo as outras espécies de Pythium. A andlise das sequéncias do gene COX |1 subdividiu os
isolados de P. insidiosum em trés grupos, cuja disposi¢do demonstra os isolados tailandeses
como parafilético em relacdo aos isolados brasileiros. As andlises moleculares realizadas
neste estudo sugerem uma proximidade evolutiva entre todos os isolados americanos,
incluindo os brasileiros, da Costa Rica e dos Estados Unidos, os quais foram agrupados juntos
em um unico grupo. Na andlise de network do gene COX Il os resultados apresentaram sinais
de uma recente expansdo dos isolados de P. insidosum para a América, provavelmente
oriundos do continente asiatico. Pela andlise do gene COX Il foi possivel evidenciar os
maiores niveis de variabilidade genética entre os isolados de P. insidiosum avaliados, aém
disso, foram demonstrados os maiores niveis de informacao filogenética, quando comparada a
andlise da regido ITS. Contudo, os dois marcadores genéticos selecionados para este estudo
revelaram-se inteiramente congruentes nas relacdes filogenéticas entre os isolados brasileiros
de P. insidiosum, reunindo-os em um unico grupo monofilético o qual ndo demonstrou haver
variabilidade genética. Os resultados obtidos indicam que a cepa utilizada na producdo do
imunoterapico Pitium-Vac® é representativa dos isolados brasileiros de P. insidiosum.
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ABSTRACT

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Farmacol ogia
Universidade Federal de Santa Maria

IMMUNETHERAPY AGAINST PYTHIOSIS: MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF BRAZILIAN ISOLATES OF

Pythium insidiosum

Autor: Marialsabel de Azevedo
Orientador: Janio Morais Santurio
Datada Defesa: Santa Maria, 15 de Julho de 2011.

The Pythium insidiosum is an aguatic oomycete that is the causative agent of pythiosis,
an important disease in humans and animalsthat is prevalent in tropical and subtropical areas.
In Brazil it was first reported in 1974, then several cases this disease has been reported
throughout the country. The falure in the antifungal therapy combined with cases
unresponsive to immunotherapy existing, lead to molecular studies in order to investigate
possible genetic variations among Brazilian isolates, and this may be able to contribute on the
research for the improvement of immunotherapy available. Thus, this study aimed to evauate
the genetic diversity of thirty P. insidiosum isolates from different regions of Brazil, and
compare al of them with isolates from Thailand, one isolate from Central America and
another isolate from North America, by sequencing and the analysis of genomic DNA regions
corresponding to cytochrome ¢ oxidase (COX I1) and ITS1, 5.8S rRNA and ITS2 rDNA
(ITS). The analyses of nucleotide sequences of both regions were carried out, individually and
in combination, using the following methods. Maximum parsimony (MP); Neighbor-joining
(NJ); Maximum likelihood (ML); and Bayesian analysis (BA). Our data demonstrated al of
P. insidiosum isolates as monophyletic in relation to the other Pythium species. Analises of
COX 1l gene sequences subdivided P. insidiosum isolates into three groups, whose
arrangement provides the Thai isolates as paraphyletic in relation to the Brazilian isolates.
The molecular analyses performed in this study suggest an evolutionary proximity among all
of American isolates, including the Brazilian, from Costa Rica and from the United States,
that were grouped in a single group. COX |1 gene network analysis showed signs of a recent
expansion of P. insidosum isolates, probably originated from the Asiatic to America
continent. By analysis of COX Il gene demonstrated the highest levels of genetic variability
among P. insidiosum isolates studied in here, additionally, the highest levels of phylogenetic
information were shown, when it was compared to the ITS region analysis. Nevertheless, both
genetic markers selected for this study proved to be entirely congruent in the phylogenetic
relations among Brazilian isolates of P. insidiosum, since clustered all of them into a single
monophyletic group which did not shown to have genetic variability. The results indicate that
the strain used in the production of the immunotherapic - Pitium-Vac® - is representative of
the Brazilian isolates of P. insidiosum.

Keywords. Pythiosis, Pythium insidiosum, molecular characterization, phylogeny,
immunotherapy.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacéo estdo apresentados sob a forma de artigo, o
qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As secgbes Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliogréaficas, encontram-se no proprio artigo e
representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCL USOES, encontrados no final desta dissertaco, apresentam
interpretacGes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico contido neste trabal ho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos
itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta dissertaczo.
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1. INTRODUGAO

Pythium insidiosum é um micro-organismo aqudtico, classificado no Reno
Stramenopila, filo Oomycota, familia Pythiaceae, género Pythium e espécie insidiosum
(ALEXOPOULOS et d., 1996). As andlises filogenéticas demonstraram que as espécies de
Pythium estdo mais relacionadas as diatoméceas e algas do que aos fungos verdadeiros
(SCHURKO et a., 2003a,b). Esta é a Unica espécie conhecida de Pythium patogénica para
humanos e animais causando uma enfermidade crénica conhecida por pitiose (KRAJAEJUN
et al., 2002). Esta doenca ocorre, principalmente, em é&reas tropicais, subtropicais e
temperadas (MENDOZA et al., 1996; KAUFMAN, 1998; TABOSA et al., 2004; RIVIERRE
et al., 2005), tendo sido relatada nas Américas, Europa, no sudeste asidtico e na Oceania
(CHAFFIN et a., 1995; FOIL, 1996; MENDOZA et al.,1996). A pitiose é frequentemente
observada na espécie equina e canina, mas casos esporédicos também tém sido relatados em
bovinos (MILLER et al., 1985; PEREZ et a., 2005), felinos (BISSONNETTE et al., 1991;
RAKICH et a., 2005), ovinos (TABOSA et a., 2004; SANTURIO et a., 2008) e aves
(PESAVENTO et al., 2008). Casos de pitiose também foram descritos em espécies de animais
selvagens, tais como: urso, jaguar e camelos (GROOTERS, 2003; CAMUS et a., 2004;
WELLEHAN et al., 2004, VIDELA et d., 2011).

Em humanos, a pitiose é uma enfermidade comum no sudeste da Asia, principalmente
na Tailandia, onde varios casos tém sido notificados (DE COCK, 1987; IMWIDTHAYA,
1994a), apresentando prognodstico desfavoravel, com elevadas taxas de morbidade e
mortalidade (TANPHAICHITRA, 1989; CHETCHOTISAKD et al., 1992; VIRGILE et a.,
1993; WANACHIWANAWIN et al., 2004; BOSCO et a., 2005; PUPAIBOOL et al., 2006).
No homem, as infec¢bes por P. insidiosum caracterizam-se por formas cuténeas, subcutaneas
e sistémicas, envolvendo o sistema cardiovascular, 0 que geramente provoca oclusdo arterial.
A maioria dos casos sistémicos tem sido relatada em pessoas portadoras de a ou 13 talassemia,
chamada de “anemia mediterrénea’. Esta € uma doenca hereditaria caracterizada pela
deficiéncia ou auséncia da producdo das cadeias a ou I3 da hemoglobina, respectivamente (LI

et al., 2006). Varios tratamentos ja foram utilizados, todavia a intervencéo cirdrgica, com a
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retirada de toda a érea afetada, permanece sendo o tratamento mais efetivo (KRAJAEJUN et
a., 2006). Recentemente, SUDJARITRUK & SIRISANTHANA (2011) relataram o sucesso
obtido pelo uso de um imunoterapico aliado a associacdo de antifingicos e procedimento
cirdrgico no tratamento de um caso de pitiose humana na Tailandia.

Nos animais, a pitiose € prevalente na espécie equina, cursando com lesbes
ulcerativas, proliferativas e piogranulomatosas. Na maioria das vezes, pele e tecido
subcutaneo dos membros e parede ventral (MILLER & CAMPBELL, 1982b) sdo os locais
mais afetados; porém existem relatos da doenca acomentendo outros orgdos como os pulmdes
(GOAD, 1984), os ossos (MENDOZA et al., 1988; ALFARO & MENDOZA, 1990) e o
intestino (BROWN & ROBERTS, 1988, ALLISSON & GILLIS, 1990) de equinos. As lesbes
sdo0 congtituidas por tecido granulomatoso, apresentando “sinus’ dentro dos quais se
desenvolvem peguenas massas semelhantes a corais, conhecidas como “ kunkers’, que sdo
formados por eosindfilos degranulados intercalados com hifas viaveis de P. insidiosum, sendo
encontrados somente na pitiose equina (CHAFFIN et a., 1995; MENDOZA et a., 1996).

O tratamento da pitiose em animais e humanos € limitado principalmente pelas
caracteristicas do agente, notadamente pela auséncia de ergosterol na membrana plasmética,
componente alvo de acdo da maioria das drogas antifungicas. Com isso, 0s agentes
antifingicos comercialmente disponivels apresentam baixa eficiéncia e a maioria dos animais
atingidos, ndo sobrevive ainfeccéo (FOIL, 1996; GROOTERS, 2003). Devido as dificuldades
na terapéutica da pitiose, a imunoterapia surgiu como uma aternativa para o tratamento da
enfermidade em equinos. MILLER (1981) desenvolveu um imunoterapico a partir de culturas
do préprio agente contendo hifas sonicadas; entretanto uma nova metodologia para aprimorar
a imunoterapia foi realizada por SANTURIO et a. (2003). Neste novo procedimento de
preparo foi incluida aliofilizagao do imunotergpico, aumentando o prazo de validade, além de
proporcionar a liberacdo gradual de antigenos a partir da massa micelia macerada ou
liquidificada. Para a producéo do imunotergpico brasileiro utiliza-se apenas um isolado de P.
insidiosum, pois é a Unica cepa do Brasil caracterizada molecularmente e depositada no
Centrabraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) com o a identificagdo de CBS 101555,
correspondente ao isolado LAPEMI1118.

A habilidade de distinguir P. insidiosum de outras espécies de Pythium e de outros
organismos que podem causar sinais clinicos similares é crucia para o tratamento da doenca
(SCHURKO et a., 2003a). O desenvolvimento de técnicas de fixacdo de complemento
(MILLER & CAMPBELL, 1982a), imunodifusdo (MENDOZA et a., 1986), anticorpos
fluorescentes (MENDOZA et al., 1989), imunoperoxidade (BROWN et a., 1988), imunoblot
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(MENDOZA et al., 1992) e Enzime Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (MENDOZA et
al., 1997) auxiliam e suportam um diagnéstico seguro. O uso de técnicas de biologia
molecular também tem sido uma ferramenta bastante (til para identificar as diferentes
espécies de Pythium (WANG & WHITE, 1997).

Estudos moleculares tém sido relatados para a identificacdo e filogenia de P.
insidiosum. SCHURKO et a., (2003 a,b) analisaram a filogenia e caracterizagdo molecular de
isolados de P. insidiosum origindrios das Américas, Asia e Austrédlia pela comparagio das
regiGes que compreendem o espaco ribossomal intergénico (intergenic spacer, IGS e internal
transcribed spacer, ITS) usando as técnicas de Restriction Frament Lenght Polymorphism
(RFLP) e sequenciamento de DNA. Esses autores demostraram haver variacBes genéticas
entre os isolados de P. insidiosum das 3 regifes estudadas, havendo a possibilidade de ndo
serem todas da mesma espécie. Somente um isolado de P. insidiosum originario do Brasil
(CBS 101555-LAPEMI118) foi analisado nesse estudo. Pesguisas mais recentes envolvendo
diferentes abordagens moleculares de P. insidiosum foram publicadas. No estudo das relagdes
filogenéticas, KAMMARNJESADAKUL et al., (2011) empregaram dois marcadores génicos,
a citocromo ¢ oxidase 1l (COX 11) e o espago ribossomal intergénico (ITS), para analisar
cepas de P. insidiosum oriundas de seres humanos e fontes ambientais da Tailandia. Nesta
investigagdo ficou evidenciada a importancia da regido COXIl para a classificacdo
filogenética de fungos. KRAJAEJUN et d., (2011) realizaram a busca por possiveis genes
codificantes de fatores de viruléncia utilizando um isolado humano de P. insidiosum da
Tailandia. Ao analisar a homologia entre as sequéncias obtidas pela construcéo de bibliotecas
gendmicas de cDNA e as sequéncias génicas de outros oomicetos depositadas em banco de
dados, demonstraram a existéncia de varios genes que podem codificar fatores de viruléncia
do P. insidiosum.

No Brasil, a imunoterapia tem sido amplamente utilizada no tratamento da pitiose
equina, porém, existemn casos Ndo responsivos a esta terapéutica. Diante deste fato, pesquisas
envolvendo o aprimoramento do imunotergpico existente sdo estimuladas. A busca por
possiveis variagdes moleculares entre o isolado CBS101555-LAPEMI118 utilizado na
producdo do imunoterdpico e isolados de P. insdiosum de outras regides do Brasil
impulsionou o desenvolvimento deste trabalho, verificando a possibilidade da incluséo de

outros isolados na produc&o do imunoterapico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

- Redlizar a caracterizagdo molecular de isolados de Pythium insidiosum oriundos de doenca

clinicaem animais de diferentes regifes do Brasil.

2.2. Objetivos especificos:

- Caracterizar filogeneticamente os isolados de P. insidiosum provenientes de diferentes
regides do Brasil;

- Avdiar a diversidade genética dos isolados brasileiros de P. insidiosum a partir de dois
marcadores génicos: ITSe COX Il.

- Verificar se o isolado de P. insidiosum CBS 101555-L APEMI118, utilizado para a producéo

do imunoterépico Pitium-Vac®, é representativo do perfil molecular dosisolados brasileiros.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1. Pythiuminsidiosum

3.1.1 Historico e Classificacéo

Pythium insidiosum é um ocomiceto aquético agente etioldgico da pitiose. E provéavel
gue os primeiros relatos sobre a pitiose tenham sido realizados por SMITH (1884) e DROUIN
(1896), os quais observaram a natureza micelial do agente etiol6gico. Embora o organismo
pudesse ser cultivado, ndo foi possivel identificalo, pois ndo esporulava, e, portanto, foi
assumido ser um fungo “zigomiceto” ou “ficomiceto” baseado nas caracteristicas de suas
hifas vegetativas. Em 1901, De HAAN & HOOGKAMER fizeram uma extensa descricdo de
alguns casos da doenca em cavalos na Indonésia e a nomearam de Hyphomicosis destruens.
Somente em 1961 o agente foi identificado, por BRIDGES & EMMONS recebendo 0 nome
de Hyphomyces destruens, o qual foi considerado um ficomiceto, com base na sua
morfologia, apresentando hifas largas, bastante ramificadas, esparsadamente septadas, com
auséncia de esporulacdo nas culturas isoladas de oito equinos.

Em 1974, AUSTWICK & COPLAND verificaram a capacidade desse agente em
produzir zodsporos biflagelados, quando transferidos para meio agquoso, permitindo classifica
lo como um fungo da familia Pythiaceae, ordem Peronosporales que deveria ser incluido no
género Pythium. No entanto, a denominagéo Hyphomyces destruens continuou sendo utilizada
nas descri¢cbes da doenca (McMULLAN et al., 1977; MURRAY et a., 1978). No Jap&o,
ICHITANI & AMEMIYA (1980), comparando um isolado de equino com outras especies de
Pythium, através de suas caracteristicas reprodutivas sexuadas e assexuadas, identificaram o
agente como P. gracile. Somente DE COCK et a., (1987) ao analisarem isolados de equinos da
Costa Rica, Papua, Nova Guiné e Japdo, e de caninos dos Estados Unidos, concluiram que
todos apresentavam as mesmas caracteristicas, sendo entéo classificados como P. insidiosum.
Concomitante a este estudo, SHIPTON (1987) analisando isolados provenientes de equinos na
Austrédlia, propds uma nova espécie, entdo denominada P. destruens. Entretanto, MENDOZA et

20



al., (1987) avaliaram arelagdo antigénica entre amostras de P. insidiosum isoladas de animais e
Pythium spp isolados de plantas e solo, utilizando a técnica de imunodifusdo e anticorpos
fluorescentes, demonstrando que os isolados provenientes de caninos, equinos e humanos foram
idénticos entre si e diferentes das amostras de plantas e solo. Neste trabalho, os autores
confirmaram que P. gracile era antigenicamente idéntico a P. insidiosum.

Em 1989, MENDOZA & MARIN realizaram provas soroldgicas utilizando antisoro
produzido em coelhos e soro de equinos com pitiose frente a antigenos de cepas de P.
insidiosum e antigenos de P. destruens, espécie reconhecida por SHIPTON (1987), em um
estudo analisando um isolado equino. Neste estudo foi reconhecida a semelhanga antigénica
entre as duas espécies, determinando que se tratava do mesmo agente, sendo estabelecida a
nomeclatura definitiva de Pyhtium insidiosum para o agente causador da pitiose (MENDOZA
& MARIN, 1989). Embora o nome do agente tenha sido estabelecido, a sua classificagdo
taxondmica continuou sendo discutida nos anos seguintes. Segundo DE COCK et al., (1987), os
oomicetos sd0 seres eucariotos produtores de zodsporos biflagelos, caracteristica comum a P.
insidiosum, que o incluia na ordem Peronosporales, filo Oomycota e reino Protoctista. Mais
tarde, MENDOZA et d., (1996) redlizaram estudos de classificagéo e caracterizagdo do reino
Prototista, sugerindo que P. insidiosum fosse classificado no reino Chromista, filo Pseudo-
fungi, classe Oomycetes, ordem Pythiales e familia Pythiaceae. Entretanto, estudos de
classificag8o dos fungos, dividiram os organismos anteriormente classificados como fungos em
trés reinos. Fungi, Stramenopila e Protista (ALEXOPOULOS et al., 1996). Baseado nessa nova
classificacéo, o agente etiologico da pitiose pertence a0 Reino Stramenopila, Filo Oomycota,
Familia Pythiaceae, Género Pythium e Espécie insidiosum (ALEXOPOULOS et a., 1996).

Estudos taxonémicos mais aprofundados, baseados no sequenciamento de gene do RNA
ribossomal e andlise filogenética de P. insidiosum, confirmaram que os membros da classe
Oomycetes sdo filogeneticamente distantes dos membros do reino Fungi e estariam
relacionados de maneira mais proxima das algas que dos fungos (KWON-CHUNG, 1994). A
disténcia taxondmica entre 0s oomicetos e 0s fungos esta retratada ao nivel celular através de
diferencas na parede e na composi¢do da membrana. A quitina, um componente essencia da
parede celular fungica, estd geramente ausente na parede celular dos oomicetos, onde
aparecem como componentes predominantes a celulose e a 3-glucana (HENDRIX, 1964). Os
oomicetos se diferem dos fungos também quanto ao papel do ergosterol na membrana celular,
ou sgja, nos primeiros ele ndo é o principal esteréide. HENDRIX (1970) observou que em
especies dos géneros Pythium, Lagenidium e Phytophthora, os esteréis do ambiente eram

incorporados & membrana, ao invés de serem sintetizados como ocorre com o0s fungos
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verdadeiros. Em geral, esses esteréis sdo requeridos para a produgdo in vitro de estruturas
reprodutivas, mas ndo necessariamente para o crescimento das hifas vegetativas (GROOTERS,
2003).

3.1.2. Caracteristicas do Oomiceto P. insidiosum

Os membros do género Pythium estdo distribuidos no mundo inteiro, sendo a maioria
habitante do solo e da agua, pertencentes a0 Reino Stramenopila, Classe Oomycetes, ordem
Pythiales e Familia Pythiaceae. Mais de 120 espécies de Pythium j& foram descritas e, apesar de
muitas serem patdgenos de plantas economicamente importantes, P. insidiosum é o Unico
patdgeno de mamiferos reconhecido neste género (RIVIERRE et al., 2005) .

A identificagdo das espécies de Pythium baseia-se principalmente nas caracteristicas
morfoldgicas de suas estruturas reprodutivas sexuais (oogonia e anteridio) e, em menor grau,
através de suas estruturas reprodutivas assexuais (zoosporos) (ALEXOPOULOS et a., 1996)
Durante muito tempo, o P. insidiosum foi tido como o Unico organismo zoosporico patégeno de
mamiferos e, devido a isso, alguns autores sugeriram de forma equivoca que a producéo de
zoOsporos identificava especificamente um isolado como sendo P. insidiosum. Hoje, se sabe
gue muitas caracteristicas da reproducdo assexuada sdo compartilhadas por membros dos
géneros Pythium, Lagenidium e Phytophtora, inclusive a producdo de zodsporos biflagelados
moveis a partir de um zoosporangio (GROOTERS, 2003). DE COCK et al., (1987), em um
estudo utilizando isolados animais com pitiose de diferentes partes do mundo, semearam estes
isolados em diferentes meios, e observaram que zoosporos so foram produzidos nas culturas em
agua dedtilada. Assm como outros oomicetos, P. insidiosum cresce facilmente em uma
variedade de meios de cultura. Em &gar farinha de milho (CMA), as colénias apresentam-se
transparentes ou esbranquigadas, submersas a0 meio de cultura com micélio aéreo curto e
padréo delicadamente radiado. O diametro das hifas cenociticas varia entre 4 e 10 um com
ramificagOes perpendiculares laterais em angulo reto. Septos sdo ocasionamente observados em
hifas jovens, porém sdo abundantes em culturas velhas (DE COCK et al., 1987; MENDOZA et
al., 1996).

As condic¢bes ambientais sd0 determinantes para 0 desenvolvimento do organismo em
seu ecossistema. Segundo MILLER & CAMPBELL (1982b), para a producdo de zodsporos
moveis que se constituem a forma infectante, sdo necessarias temperaturas entre 30 e 40°C e 0
acumulo de &gua em banhados e lagoas (MENDOZA et al., 1996). A grande maioria dos casos

de pitiose foi observada durante ou ap0s a estacdo chuvosa. No Pantanal brasileiro, a maioria
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dos casos de pitiose equina € registrada entre os meses de fevereiro e maio (ver&do-outono),
periodo que corresponde ao apice das cheias (SANTURIO et al., 2006).

Um modelo de ciclo biolégico foi proposto por MILLER, (1983), descrevendo o
comportamento ambiental e a cadeia infecciosa desse fungo zoosporico. De acordo com esse
modelo, o ciclo baseia-se na colonizagcdo de plantas aquéticas, que servem de substrato para o
desenvolvimento e reproducédo do organismo, dando origem aos zoosporangios. Os zodsporos
livres na gua movimentam-se até encontrar uma planta ou animal, onde se encistam e emitem
o tubo germinativo, dando origem a um novo micélio e completando o seu ciclo. Andlises in
vitro demonstram a quimiotaxia dos zo6sporos por pelos e por tecidos animais e vegetais €
atribuida a substancias presentes nestes tecidos. Uma substéncia amorfa € liberada pelo
ZoOsporo apds 0 seu encistamento, a qual € provavelmente uma resposta ao fator quimiotaxico
do hospedeiro. Essa substancia agiria como um adesivo para ligar o zoésporo a superficie do
hospedeiro e permitir aformagéo de tubo germinativo (MENDOZA et a., 1993).

Pesguisas envolvendo os fatores de viruléncia deste oomiceto foram publicadas
recentemente por KRAJAEJUN et d., (2011), evidenciando a existéncia de sequéncias génicas
possivelmente codificadoras de fatores de viruléncia. O isolado de um paciente com pitiose
vascular foi utilizado para a construcéo de uma biblioteca de cDNAs. As sequéncias geradas
através dessa construgdo foram comparadas com sequéncias codificadoras de fatores de
viruléncia de outros oomicetos que estavam depositadas em banco de dados. Este estudo
representa importante etapa no sequenciamento do DNA e na identificagdo de genes do

P.insidiosum, bem como o inicio da analise do seu trancriptoma.

3.1.3. Filogenia Molecular do P. insidiosum

Atualmente, as técnicas moleculares se constituem em importantes ferramentas para o
diagnostico, identificagdo e estudos filogenéticos de P. insidiosum. Os primeiros relatos de
gue mostram gue P. insidiosum € um patégeno exclusivo de mamiferos vieram de estudos
filogenéticos molecul ares de vérias espécies de Pythium (MARTIN, 2000; LEVESQUE & DE
COCK, 2004). LEVESQUE & DE COCK (2004) os quais dividiram as espécies de Pythium
em pelo menos 10 diferentes grupos filogenéticos (designados de A a K). P. insidiosum é
encontrado no grupo C, juntamente com P. grandiosporangium. A proximidade entre P.
insidiosum e este micro-organismo saprotréfico do mar é intrigante uma vez que P.

insidiosum é um organismo de agua doce. Além disso, as duas espécies Sa0
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significativamente diferentes em relagdo a morfologia e a temperatura de crescimento. O
agrupamento dos dois em um grupo é mais provavel que sgja em consequéncia da atracdo de
longo alcance, seguida,de uma estreita relagdo genuina.

SCHURKO et d., (2003a, b) observaram a heterogeneidade das sequéncias de DNA
ribossomal (IGS e ITS) entre isolados de P. insidiosum correlacionando com a origem
geogréfica, mas ndo ao hospedeiro. Eles observaram trés grupos distintos: grupo | foi
congtituido de isolados da América do Norte, Sul e Central, o grupo Il consistiu em isolados
daAsiae Austrédlia, enquanto o grupo |11 continha isolados da Tailandia e Estados Unidos. Os
grupos | e Il estéo intimamente relacionados, mas o grupo |1 é significativamente diferente
dos outros dois. Além disso, um isolado de urso (Tremarctos ornatus) apresenta significativa
diferenca de todos os outros isolados que fazem parte destes trés grupos. Este isolado
portanto, pode representar um variante de P. insidiosum ou uma espécie diferente.

KAMMARNJESADAKUL et a., (2011) analisaram recentemente a relagéo
filogenética entre 31 cepas de P. insidiosum isoladas de seres humanos e fontes ambientais
da Tailandia e dois isolados de equino, sendo um da América do Norte e um da América
Central. Neste estudo, os autores utilizaram a Polymerase Chain Reaction (PCR) para
amplificar duas regides a citocromo oxidase Il (COX 1I) e 0 Espaco Ribossomal Intergénico
(ITS). Todos os isolados tailandeses de casos clinicos e de fontes ambientais foram separados
em dois grupos, enquanto os isolados das Américas foram agrupados em um terceiro grupo.
Embora as duas regifes analisadas apresentassem distribuicdes semelhantes, a &rvore
filogenética da COX Il demonstrou alta resolugéo em relacéo ao uso das sequencias ITS. Este
estudo sugeriu que o gene da COX Il apresenta melhores resultados de andlise filogenética

entre as duas aternativas utilizadas nessa investigacéo.
3.2. Pitiose

A pitiose é uma enfermidade piogranulomatosa que atinge: equinos provocando
quadro infeccioso na pele e tecido subcuténeo; caninos e felinos com apresentacéo
gastrintestinal e cuténea; bovinos e ovinos com doenga cutanea; e humanos apresenta-se nas
formas cuténea, subcutéanea, ocular e sistémica (SANTURIO et al., 2006). Existe também o
relato desta doenca em outras espécies como aves (PESAVENTO et al., 2008 ), urso
(GROOTERS, 2003), jaguar (CAMUS et a., 2004), camelo (WELLEHAN et al., 2004) e
trigre (BUERGELT et al., 2006). Epidemiologicamente, a pitiose esta relacionada com o

contato dos animais e humanos com aguas contaminadas pelo agente, onde 0 mesmo produz
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zoOsporos méveis que se constituem na formainfectante do P. insidiosum (MENDOZA et d.,
1996). A enfermidade é prevalente em éreas tropicais, subtropicais e temperadas (MEIRELES
et a., 1993; MENDOZA et a., 1996; SANTURIO et a., 1998), tendo sido relatada na
Argentina, Austrdlia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Estados Unidos, Haiti, india, Indonésia,
Japdo, Nova Zelandia, Papua-Nova Guing, Taillandia (MENDOZA et al., 1996), Venezuela
(PEREZ et al., 2005) e Africa (RIVIERRE et a., 2005).

No Brasil, a pitiose foi descrita em humanos, equinos, bovinos e caninos, porém a
maioria dos casos relatados corresponde a lesdes cuténeas de equinos. A primeira descricéo
da enfermidade na espécie equina foi realizado por SANTOS & LONDERO (1974), ao
avaliarem a histopatologia de lesdes tumorais do tecido subcutaneo de equinos no Rio Grande
do Sul. Desde entéo, varias descrigdes da doenca em diferentes Estados do Brasil, incluindo
Rio Grande do Sul, Parana, S80 Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Para e Paraiba, comprovam a existéncia da pitiose equina em todo o pais
(CARVALHO et a., 1984; SANTOS et a., 1987; MEIRELES et a., 1993; MORAL et a.,
1997; TURY & COROA, 1997; MONTEIRO, 1999; TABOSA et al., 1999; SANAVRIA et
a., 2000; LEAL et a., 2001a; REIS et a., 2003; SALLIS et a., 2003; HEADLEY &
ARRUDA, 2004). Embora ndo exista um levantamento preciso da incidéncia no Brasil, a
pitiose equina representa um problema & equideocultura, especialmente em regides alagadicas
como o Pantanal (LEAL et a., 2001b). As condi¢des ambientais séo fatores de maior
influéncia para o desenvolvimento do P. insidiosum. O organismo requer um ambiente
aquatico, além de temperaturas em torno de 30°C e 40°C para a sua reproducdo. Chuvas
intensas e prolongadas que ocorrem nos meses de verdo mantém o meio necessario para 0
desenvolvimento do agente e a ocorréncia de inundagtes pode gudar a distribuir o organismo
sobre uma &rea mais ampla (MILLER & CAMPBELL, 1982b).

Na espécie equina a pitiose € conhecida por outros nomes como hifomicose,
zigomicose, dermatite granular, “bursattee”, “Florida leeches’, granuloma ficomicdtico,
“swamp cancer” (CHAFFIN et al., 1995; FOIL, 1996) e “ferida da moda’ (LEAL et d.,
2001a). As lesbes cutaneas sdo as mais frequentes e atingem principalmente as extremidades
distais dos membros e por¢do ventral da parede toraco-abdominal, provavelmente devido ao
maior tempo de contato com aguas contaminadas com zoésporos (MILLER & CAMPBELL,
1982b; CHAFFIN et a., 1995). Os sinais clinicos caracterizam-se por lesdes ulcerativas e
granulomatosas, formando grandes massas teciduais (5 a 500 mm), com bordas irregulares, de
aparéncia tumoral e com hifas recobertas por células necréticas, que formam massas branco-
amareladas semelhantes a corais, 0s “ kunkers’ (MENDOZA & ALFARO, 1986; MEIRELES
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et a., 1993; SANTURIO et a., 2006). Conforme estes autores, os “kunkers’ variam de 2 a 10
mm de diémetro, tém forma irregular e aspecto arenoso, sdo ramificadas e penetram no tecido
granular dentro de sinus formados ao longo do seu trgjeto. Os animais apresentam intenso
prurido e normalmente mutilam a lesdo na tentativa de aliviar o desconforto (LEAL et al.,
20014).

A segunda forma mais frequente de infeccdo em equinos € aintestinal, caracterizando-
se por massas teciduais localizadas na parede do intestino, levando a diminuicéo e a obstrucéo
do Iimen (SANTURIO et al., 2003b). A maioria dos casos descritos relata episddios de
colica, cuja causa é a presenca de massas teciduais, com diminuic¢éo e obstrucéo do lUmen
intestinal ou ambos, frequentemente apenas uma lesdo € encontrada em cada animal, porém
podem existir lesbes multifocais (MENDOZA & ALFARO, 1986; CHAFFIN et al., 1992).
Além disso, pode ocorrer disseminacdo para 0rgéos internos a partir de infeccfes subcutaneas
(REIS et d., 2003), como nos casos descritos de lesdes dsseas (MENDOZA & PRENDAS,
1988; ALFARO & MENDOZA, 1990; EATON, 1993). Estes estudos referem-se a equinos
com lesbes cutaneas cronicas, localizadas nos membros e com grande proliferacéo de tecido
granulomatoso, onde as lesbes Osseas ficaram limitadas aos 0ssos adjacentes as lesbes
cuténess.

Casos de metastases via sistemal linfético para pulmdes e linfonodos regionais jaforam
relatados (CHAFFIN et al., 1995). Foram descritos casos nos linfonodos cervicais inferiores,
inguinais e submandibulares (CONNOLE, 1973; MURRAY et a., 1978; LEAL et a., 1997),
sendo sempre os responsavels pela drenagem linfética da regido atingida pela leséo cutanea.
Os linfonodos atingidos apresentavam “kunkers’, dos quais foi possivel o isolamento do
agente etiologico. Na maioria dos casos de pitiose cutanea, os linfonodos regionais
encontram-se aumentados. No entanto, esse achado pode ser utilizado apenas como um
indicativo de metéstase.

Os caninos s80 a segunda espécie mais atingida pela pitiose, também nas formas
cutanea e gastrintestinal (SANTURIO et a., 2006). A forma gastrintestinal € a mais comum e
manifesta-se com distarbios digestivos como vémito, anorexia crénica, perda de peso, diarreia
(as vezes sanguinolenta) e presenca de massas nodulares, quando submetidos a palpagéo
abdominal (SMITH et a., 1989; FISCHER et a., 1994, DYKSTRA et a., 1999;
GROOTERS, 2003; RODRIGUES et al., 2006 ). Os cées afetados séo hormal mente oriundos
de regiBes rurais ou estiveram, esporadicamente, em locais alagados como agudes e banhados
(FOIL et a., 1984; FISCHER et a., 1994; DYKSTRA et a., 1999). As lesfes cutaneas

apresentam-se como dermatites piogranulomatosas ulcerativas, contendo &reas de necrose
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infiltradas por neutréfilos e macréfagos e granulomas eosinofilicos (ENGLISH & FROST,
1984; FOIL et al., 1984; DYKSTRA et a., 1999).

A pitiose em felinos € rara havendo poucos relatos na literatura. Um deles refere-se a
uma infeccdo nasal e retrobulbar, sem envolvimento de orgéos internos, cujo diagndstico
baseou-se em imunohistoquimica, sorologia através de imunodifusdo e isolamento do agente
(BISSONNETTE et a., 1991). No outro relato, foram dois casos de pitiose gastrintestinal em
gatos nos EUA (RAKICH et al., 2005). Foram descritos 0s primeiros casos de pitiose em
mamiferos ndo domésticos. urso apresentando forma cuténea e gastrintestinal (GROOTERS,
2003), jaguar (Pantera onca) com pitiose pulmonar da América Central (CAMUS €t d.,
2004) e um tigre (Panthera tigristigris) com lesdo intestinal (BUERGELT et al., 2006).

A pitiose bovina também € pouco frequente, geralmente acometendo os membros dos
animais. As lesbes nesta espécie sdo caracterizadas especialmente por ulceragOes,
espessamento da derme e edema na regido afetada. Surtos foram relatados no continente
americano, primeiramente na regido de Louisana, EUA (MILLER et da., 1985), e
posteriormente no Brasil (SANTURIO et al., 1998) e na Venezuela (PEREZ et a., 2005). Os
casos observados no Brasil apresentaram cura esponténea das lesdes (SANTURIO et d.,
1998). Ja em ovinos essa doenca € 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 relatado 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 daraga Santa Inés e foi caracterizada por nodulagdes e
necrose nasal, dificuldade respiratéria e epistaxe intermitente (SANTURIO et al., 2008).

A 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
[3-talassemia e presenca de grandes areas alagadas usadas para agricultura (TRISCOTT et al.,
1993). As infecgdes por P. insidiosum em humanos podem apresentar-se de trés formas:
lesdes granulomatosas no tecido subcuténeo de pacientes talassémicos; forma sistémica,
caracterizada por desenvolvimento de arterite cronica, trombose arterial e gangrena, atingindo
geralmente a extremidade dos membros inferiores de pacientes talassémicos, e querdtite,
podendo ou ndo estar associada a talassemia (IMWIDTHAYA, 1994b). No Brasil, a pitiose

teve seu primeiro relato em humanos no ano de 2005, na forma cutanea (BOSCO et 4.,
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2005). O caso mais recente de pitiose humana foi relatado, no inicio deste ano, na Tailandia,
onde um menino de 10 anos portador de [-talassemia apresentou Ulcera gangrenosa e
claudicacdo. Apds o diagnético de pitiose o tratamento foi iniciado a base de terbinafina e
itraconazol combinado com imunoterapia, obtendo-se sucesso (SUDJARITRUK &
SIRISANTHANA, 2011).

3.2.1. Diagnostico

O diagndstico da pitiose, tradicionamente, é feito pelos aspectos clinicos,
histopatol 6gicos e pelo isolamento e identificacdo do agente através de suas caracteristicas
culturais, morfolégicas e reprodutivas. O exame histopatolégico € auxiliar no diagnéstico e
necessita de outras provas para confirmacdo (SANTURIO et a., 2006b). A identificacdo
precoce da doenca, no entanto, torna-se dificil através desses métodos (SANTURIO et d.,
20064). Atualmente, métodos como imunohistoquimica, técnicas de biologia molecular e
provas sorol égicas auxiliam e suportam um diagndéstico precoce e correto (MENDOZA et al.,
1996). O sucesso no isolamento de P. insidiosum € ato 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 imunol dgico, pela técnica de ELISA, possibilita a detecgdo de infecgdes precoces
ou ainda subclinicas (MENDOZA et al., 1997). Além de constituir-se numa poderosa
ferramenta para o diagndéstico especifico, também pode ser Util no monitoramento da resposta
a terapia (GROOTERS, 2003). Testes de ELISA para deteccdo de pitiose em equinos,
caninos, felinos, humanos e bovinos ja foram desenvolvidos para diagnéstico precoce
(GROOTERS & GEE, 2002; PEREZ et d., 2005; SANTURIO et a., 2006b). Embora as
técnicas moleculares ainda ndo estejam disponiveis em grande escala, constituem importante
ferramenta para o diagnostico e identificacdo de P. insidiosum, principamente através da
técnica de PCR (GROOTERS & GEE, 2002; JAEGER et a., 2002; REIS et a., 2003;
BOSCO et al., 2005; MENDONZA & NEWTON, 2005; RIVIERRE et a., 2005).

3.2.2. Tratamento

O tratamento da pitiose € influenciado principamente pelo tamanho e evolugdo
clinica da leso, idade e estado nutricional do anima (MONTEIRO, 1999). Além de ampla
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excisdo cirdrgica, a imunoterapia e agentes antifingicos tém sido utilizados com algum
sucesso no tratamento de pitiose. Independente da terapia escolhida, € de extrema importancia
gue o tratamento seja iniciado o mais breve possivel. A cirurgiaradical, inclusive amputacéo,
ainda é o tratamento mais utilizado e eficaz desta infeccdo em humanos e animais
(McMULLAN et a., 1977, MENDOZA & ALFARO, 1986; THOMAS LEWIS, 1998;
KRAJAEJUN et a., 2006). A intervencdo cirdrgica € complicada devido as estruturas
anatémicas envolvidas, pois a partir da permanéncia de fragmentos do agente podem ocorrer
recidivas (MILLER, 1981; CHAFFIN et a., 1995). O tratamento cirlrgico apresenta bons
resultados apenas em lesbes pequenas e superficiais, onde seja possivel a retirada de toda érea
afetada (SANTURIO et al., 2006a).

O tratamento quimiotergpico das infec¢es causadas por P. insidiosum em animais e
humanos é complicado pelas caracteristicas singulares do agente, que difere dos fungos
verdadeiros na producéo de zodsporos moveis e na composicdo de sua parede celular. Os
fungos verdadeiros possuem quitina, em sua parede, enquanto P. insidiosum contém celulose
e R-glucanos. A membrana plasmatica ndo contém esteroides, como o ergosterol, que é o
componente-alvo de acdo da maioria das drogas antifungicas (FOIL, 1996). Devido a essas
caracteristicas, as drogas antifungicas tradicionais sdo ineficientes para o tratamento da pitiose
(SATHAPATAYAVONGS et a.,1989; FOIL, 1996).

Os agentes que interferem na biossintese de ergosterol como os azbis (cetoconazol,
itraconazol, miconazol, fluconazol, etc) terbinafina e anfotericina B, alteram a permeabilidade
da membrana celular, causando lise celular de fungos e, portanto, tém pouco efeito sobre P.
insidiosum. Apesar dessa desvantagem, ha relatos clinicos de sucesso com o uso destas drogas
(BISSONNETTE et a., 1991; TRISCOTT, et a., 1993; SHENEP et a. 1998; GROOTERS,
2003). Vé&rios relatos sobre a sensibilidade de P. insidiosum frente a inibidores da biossintese
do ergosterol e caspofungina (um inibidor da sintese de R-glucano (DERESINSKI &
STEVENS, 2003) tém sido publicado recentemente (GROOTERS, 2003; PEREIRA et .,
2007, 2008; ARGENTA et al., 2008; BROWN et a., 2008, CAVALHEIRO et a., 20093,
2009b; ARGENTA et al., 2010).

A caspofungina, testada em um modelo experimental in vivo como coelhos, gera uma
reducdo no crescimento das lesdes destes animais tratados, mas quando a terapia € encerrada
recomeca o crescimento das lesdes (PEREIRA et a., 2007). Combinagdes de terbinafina e
itraconazol ou terbinafina e voriconazol apresentaram melhor desempenho contra isolados de
P. Insidiosum, do que cada agente individuamente (ARGENTA et a., 2008). Uma

observacdo também feita por combinacfes de terbinafina com: fluconazol, caspofungina ou
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anfotericina B , reduziu significativamente a concentracdo inibitéria minima (CIM) destes
farmacos quando comparado as CIM destes mesmos farmacos utilizados separadamente
(CAVALHEIRO et a., 2009a, 2009b). Relatos demonstrando estudos in vitro utilizando
anibidticos como os macrolideos e a tetraciclina demonstram novas aternativas para o
tratamento de pitiose. Além da farmacologia conhecida e seguranca destes antibiéticos é
importante considerar estas novas opgdes terapéuticas para testes em modelos animais da
doenga, isoladamente ou em combinagdo com outras drogas (LORETO et a., 2011). Um
agente antimicotico que aguarda estudo mais aprofundado da sua utilidade contra a infeccéo
por P. insidiosum é o composto fenilamida mefenoxame, um inibidor de RNA polimerase que
tem sido utilizado contra oomicetos fitopatogénicos (BROWN et a., 2008). Os testes de
novos antimicéticos e medicamentos em animais séo muitas vezes dificultados pelos custos

envolvidos.

3.2.1.1 Imunoterapia

A imunoterapia surgiu como uma aternativa para o tratamento da pitiose equina
guando MILLER (1981) desenvolveu um imunoterdpico a partir de culturas do préprio agente
(hifas sonicadas). O indice de €ficiéncia obtido na imunoterapia foi entre 53 e 75% quando
associado acirurgia(MILLER, 1981; MILLER & CAMPBELL, 1982a).

Baseados em técnicas originamente descritas, MENDOZA & ALFARO (1986)
utilizaram o antigeno obtido do sobrenadante de culturas de P.insidiosum com o objetivo de
diminuir areagdo no loca de aplicagdo e induziu, desta forma, a recuperacdo de trés animais
entre os cinco tratados. MENDOZA et a. (1992) compararam duas vacinas para o tratamento
da pitiose equina em 71 cavalos infectados. Uma vacina utilizou massa celular como antigeno
e a outra um antigeno soltvel concentrado. As duas vacinas apresentaram resultado positivo
em cavalos com lesdes com menos de dois meses, com 60% e 70% de eficiéncia,
respectivamente.

No Brasil, o teste de eficiéncia de um imunoterapico para o tratamento da pitiose
equina, produzido a partir de culturas de P. insidiosum, baseando-se na metodologia
anteriormente descrita por MILLER (1981), demonstrou indice de cura de 50% a 83,3% entre
0s grupos tratados (MONTEIRO, 1999). A inovacdo deste imunoterapico em relacdo aos
outros protocolos de vacinas descritos por MILLER (1981) e MENDOZA et d., (1992) esta4
na liofilizagdo do imunoterapico com prazo de vaidade acima de 1 ano, além do processo de

liberagdo de antigenos ocorrer a partir da massa micelial macerada ou liquidificada. Na
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producdo do imunoterdpico PITIUM-VAC® (LAPEMI/UFSMY) utiliza-se um cultivo de P.
insidiosum isolado a partir de um potro com pitiose clinica no municipio de Jaguari, RS,
Brasil, confirmado e registrado (CBS, Holanda®) sob o nimero CBS 101555. Este isolado
(CBS 101555) foi utilizado por SHURKO et a., (2003b) para estudar as diferencas
moleculares entre cepas de P. insidiosum origindrias da Asia, Austrdia e Américas. Neste
estudo o isolado CBS 101555 mostrou 0 mesmo perfil molecular de isolados de equinos da
Costa Rica e Estados Unidos (SANTURIO, 2004).

Nos seres humanos, a imunoterapia foi usada com sucesso em 1998, em um menino
tailandés que tinha ainfeccdo por P. insidiosum vascular onde a cirurgia e terapia antimicotica
ndo funcionaram de forma adequada. O paciente curou-se apls receber duas aplicaches
(100ul) com intervalo de 14 dias (THITITHANYANONT et a., 1998). Em um estudo clinico
em pessoas gue sofrem da forma vascular de pitiose, a imunoterapia foi usada como Ultimo
recurso (WANACHIWANAWIN et al., 2004). Apés duas administragdes da vacina com duas
semanas do intervalo, quatro pacientes reagiram positivamente a vacina, dois pacientes
moderadamente e dois pacientes ndo apresentaram resposta. Os dois Ultimos pacientes
faleceram dentro de um curto periodo de tempo. Supde-se que 0 sucesso dessa terapia sgja
melhor se for aplicada asssim que a doenca é diagnosticada. As chances de cura diminuem,
especialmente quando as lesdes apareceram ha mais de dois meses (WANACHIWANAWIN
et a., 2004).

O completo conhecimento dos mecanismos envolvidos nas infecgdes por P.
insidiosum ainda ndo foi completamente esclarecido, devido, em parte, as diferencas entre P.
insidiosum e outros fungos que sdo patogénicos para os mamiferos. De acordo com MILLER
(1981), o carédter progressivo da doenca em equinos imunocompetentes sugere uma resposta
imunolégica inadequada ou um bloqueio na resposta imunolégica. O possivel mecanismo
imunolégico desencadeado na pitiose equina foi proposto por MENDOZA et a., (1996),
acreditando que os mecanismos envolvidos na cura pela imunoterapia baseiam-se
principalmente na resposta celular. Este fato é sustentado pelas ateracdes teciduais apds o
inicio da imunoterapia, com mudanca de inflamagdo eosinofilica inicial para uma resposta
mononuclear, mediada por macréfagos e linfocitos T ao final da resposta. E provavel que os
antigenos presentes no imundgeno induzam esta alteracéo no padréo inflamatério, culminando

com acurados animais.

1 Laboratério de Pesquisas Mi col 6gicas/Universidade Federal de Santa Maria— Santa Maria, RS, Brasil e
Embrapa Pantanal.
2Centraal bureau voor Schimmelcultures’/Holanda.
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3.3. Analise Molecular

3.3.1. Filogenia Molecular

O conhecimento da evolucdo de que todos 0s seres vivos compartilham um ancestral
comum e que a estrutura dos organismos traz armazenada em s parte da sua histéria
evolutiva, tem estimulado o estudo das relagBes de parentesco entre os organismos. Desta
forma, quando buscamos descobrir a existéncia de conexdes entre as espécies, ou sgja, a
existéncia de uma filogenia, devemos considerar que tanto as espécies quanto suas
caracteristicas sdo conectadas historicamente. Assim, poderiamos definir como filogenia uma
suposta reconstrucao da histéria evolutiva de um grupo, indicando os niveis de ancestralidade
das espécies com suas espéci es descendentes (AMORIM, 2002).

Os estudos filogenéticos das espécies consideram as relacfes de parentesco e a histéria
evolutiva, sob a premissa de que as espécies mais proximas compartilham um maior nimero
de caracteristicas em comum do que as mais distantes. A filogenia representa uma hipotese
das relagbes de ancestralidade comum entre tdxons ou grupos, compreendida a partir de
caracteres morfolégicos, fisiologicos e moleculares, entre outros. Enfim, por meio de uma
andlise filogenética, podé-se compreender 0s processos evolutivos tais como a extingdo e a
adaptacdo, e dessa formainferir ahistériada evolucéo (MIYAKI et al., 2001).

Para realizar estudos filogenéticos é preciso utilizar informagdes de dois grupos,
primeiro os dados do grupo que sera analisado, ou sgja, 0 grupo interno. Essas informacoes
serdo comparadas aos dados de um segundo grupo, denominado de grupo externo; isto é, sdo
os tédxons que ndo se encontram nem dentro do grupo anaisado, e nem tdo distante
filogeneticamente desse e sdo selecionados com o intuito de polarizar (enraizar) a érvore
filogenética para definir se os estados de caracteres sdo plesiomérficos ou apomorficos
(ARRIEL et a., 2006).

A idéia de usar dados moleculares na inferéncia filogenética surgiu com
ZUCKERKANDL & PAULING (1965). Estes autores sugeriram que as mudangas
moleculares, em nivel de substituicdes de aminoacidos ou de nucleotideos ocorrem em uma
taxa proporcional ao relégio molecular; isto €, indicam a velocidade em gque os aminoécidos
ou nucleotideos homdlogos divergem a partir de um ancestral comum. Essas mudancas
podem seguir modelos simples, em que as transi¢des ocorrem com a mesma probabilidade

gue as demais substitui¢des nucleotidicas ou a modelos mais complexos, que podem calcular
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diferentes probabilidades para cada substitui¢do e considera estas taxas como sendo simétricas
(SOLTISet d., 1992).

O estudo sobre as relacbes evolucionarias entre 0s organismos vem aumentando,
devido aos avancos das técnicas moleculares e a disseminacéo das teorias filogenéticas, que
usam como base de dados moleculares as sequéncias de DNA, RNA e proteinas. A
quantidade de informagdo fornecida pelas proteinas e pelo DNA é vasta para os estudos
filogenéticos, pois cada par de bases em uma sequéncia de nucleotideo ou cada aminoécido de

uma proteina é analisado e considerado um caréter separado (ARRIEL et al., 2006).

3.3.2. Genoma Nuclear e Mitocondrial: Marcadores Filogenéticos.

Nos eucariotos, as sequéncias de DNA podem ser obtidas a partir de genes como 0
DNA nuclear (hnDNA) e o DNA mitocondrial (mtDNA). As variaghes que ocorrem nesses
genes, tais como mutacOes e rearranjos, incluindo inversdes, delegcdes e insercdes, sd0 0S
caracteres utilizados na andlise filogenética. A combinacdo das variagdes entre esses genes é
uma das melhores ferramentas para a reconstrucao filogenética de um téxon, permitindo uma
maior confianca nos resultados (QIU et al., 1999).

A mitocondria € uma organela que possui heranca unipariental. Contudo, 0 mtDNA é
pouco conhecido, sabe-se, entretanto, que 0 seu tamanho, configuracdo e ordem génica
mudam rapidamente, enquanto a sequéncia prim&iado genoma possui taxa de evolucdo
lenta. No genoma dessa organela os rearranjos sao tdo frequentes que um mesmo individuo
pode ter diferentes copias (PALMER, 1992).

O genoma nuclear € organizado em cromossomos, possui alta taxa de complexidade e
€ mais conservado que o mtDNA. Contudo, um gene nuclear muito utilizado na inferéncia
filogenética é o 18S, que é um dos constituintes do DNA ribossomal (rDNA) (SOLTIS et al.,
2000). O DNA ribossomal (rDNA) é a regido do genoma que codifica os componentes
do RNA dos ribossomos (rRNA). O rDNA é constituido por trés exons: 18S, 26S e 5.8S, que
codificam rDNA e as unidades do rRNA e dois espagadores (ITS1LelTS2). Em gerd, as
regides codificadoras de rDNA evoluem lentamente e sdo atamente conservadas,
possibilitando a sua utilizagdo em niveis hierarquicos mais elevados. Ja os introns, conhecidos
como espacadores internos transcritos (ITS) evoluem rapidamente, apresentando alto
polimorfismo, o que os tornam importantes nos estudos filogenéticos de géneros e entre
algumas espécies (BALDWIN et al., 1995).
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Desta forma, o uso de marcadores genéticos das regides mitocondriais e nucleares séo
ferramentas muito importantes nos estudos de variabilidade genética e no estabel ecimento das

relacOes filogenéticas entre as diferentes espécies.

3.3.3. Métodos de Reconstrucdo Filogenética

A reconstrucdo filogenética estima as relagbes de ancestralidade existentes em um
determinado nuimero de organismos pela construcdo de uma arvore filogenética, que
representa a histéria evolutiva dos taxons nela presentes. Esses taxons podem ser: familias,
géneros, espécies, populacdes, ou qualquer grupo taxondmico que se desgja inferir dados
sobre a sua histéria evolutiva (ARRIEL et a., 2006). Os métodos de reconstrucéo de arvores
filogenéticas baseiam-se em duas metodol ogias principais. fenéticas e cladisticas.

As andlises fenéticas utilizam medidas de distancia ou de similaridade genética, que
mostram as diferencas entre os caracteres em numeros, temos como modelo deste método de
reconstrucdo o agrupamento de vizinhos ou Neighbor-Joining (NJ). Uma matriz de distancia
entre todos os possiveis pares do grupo de estudo € criada, e as arvores sdo desenvolvidas
agrupando os individuos com menor diferenca em um fenograma. Entre os principios que
guiam a taxonomia numérica, alguns sdo: a melhor classificacdo usualmente resulta de
andlises baseadas em um grande nimero de caracteres; onde todo caracter tem 0 mesmo peso;
as classificagfes sdo baseadas em medidas quantitativas de similaridade ou distancia entre os
taxons e os padrdes de correlagdo entre caracteres podem ser usados para reconhecimento de
um taxon distinto (AVISE, 2004).

A andlise NJ é um método simples de evolugdo minima o qual se baseia no célculo das
disténcias evolutivas para todos os individuos e reconstrucdo de uma éarvore que leva em
consideracdo as relagdes entre todas as distancias (RUSSO, 2001; SCHENEIDER, 2001). No
caso do NJ, ametodol ogia ndo busca examinar todas as possiveis topol ogias, mas agquelas que
produzem uma arvore refletindo a organizagdo sequencial de vizinhos e que possam
minimizar seu comprimento total (SCHENEIDER, 2001). Trata-se de um método répido, pois
requer menor capacidade computacional, é apropriado para grandes conjuntos de dados,
permitindo linhagens com diferentes tamanhos de ramo e substitui¢des multiplas. No entanto
este méodo demonstra na arvore filogenética apenas uma topologia possivel (NEI et a.,
1998; NEI & KUMAR, 2000).
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As andlises cladisticas calculam &rvores para cada caracter e indicam a melhor arvore
através da determinacdo daguela que requer menor nimero de mudangas (maxima
parciménia, MP) ou aguela mais provavel estatisticamente (maxima verossimilhanca, ML e
andise Bayesiana, BA). A idéia basica das andlises cladisticas € que os membros do mesmo
grupo compartilham uma histéria evolucionaria comum, e sdo relacionados, mais com
membros do mesmo grupo do que com outros organismos. Esses grupos sdo reconhecidos por
compartilharem caracteristicas Unicas que ndo estdo presentes em um ancestral distante
(AMORIN, 2002).

A andlise MP seleciona arvores filogenéticas que minimizam o comprimento total da
arvore ou o niimero de passos evolucionarios necessarios para explicar os padres observados
nos dados (SWOFFORD et al., 1996). Como, normalmente, as analises de parcimbnia geram
mais de uma &rvore, deve- se optar por uma arvore de consenso, que representa uma forma
conveniente de sumarizar o grau de concordancia entre as arvores obtidas em uma analise
filogenética. A parcimonia avalia as &rvores, escolhendo caminhos que contenham a érvore
com menor escore. Durante a busca, diferentes rearranjos podem ser feitos para aumentar a
chance de cumprir toda distribuicéo parcial das arvores (NEI et al., 1998).

A andlise ML avalia a hipotese da historia evolucionaria em termos da probabilidade
de gue um modelo proposto e a histéria hipotética originariam um conjunto de dados. A
suposicdo € que a histéria com maior probabilidade de alcangar o estado observado é
preferida em relagcdo a histéria com menor probabilidade. Este método procura a érvore com
maior probabilidade ou mais verossimil possivel (FELSENSTEIN, 1981).

Outro tipo de andlise para estimar a filogenia, que vem sendo utilizado atualmente, é a
BA, que consiste em um método estatistico altamente relacionado com a ML. A hipotese
6tima € a que apresenta a maxima probabilidade posterior, que € estimada a partir de um
modelo evolutivo previamente selecionado. A probabilidade posterior para uma hipétese é
dada pela verossimilhanca multiplicada pela probabilidade a priori desta hipotese. Este valor
pode ser interpretado como sendo a probabilidade da arvore estar correta (RANNALA &
YANG, 1996; HUELSENSBECK et al., 2001).

Sumarizando, a andlise cladistica busca 0 nimero de ramificagdes existentes entre um
grupo de organismos, gque conecta um ao outro e a sequencia mals proxima dessas
ramificacdes, dando origem a um cladograma. Por outro lado, a andlise fenética concentra-se
na avaliacdo do relacionamento genético entre grupos de organismos, com base no grau de
similaridade entre eles, originando um fenograma. Acredita-se que a andlise cladistica seria

mais segura que a fenética, ja que neste tipo de andise os dados sdo utilizados na forma em

35



gue sdo coletados, enquanto na fenética podem-se perder informacdes nas transformagdes dos
dados, envolvidas namatriz de similaridade (LI & GRAUR, 1991).
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ABSTRACT

Pythium insidiosum is an aquatic oomycete that is the causative agent of pythiosis. Advances
in molecular methods have enabled increased accuracy in the diagnosis of pythiosis, and in
studies of the phylogenetic relationships of this oomycete. To evaluate the phylogenetic
relationships among isolates of P. insidiosum from different regions of Brazil, and aso
regarding to other American and Tha isolates, in this study it was used a total of thirty
isolates of P. insidiosum from different regions of Brazil which had their ITS1, 5.8S rRNA
and ITS2 rDNA (ITS) region and the partial sequence of cytochrome oxidase Il (COX 11)
gene sequenced and analyzed. The outgroup consisted of six isolates of other Pythium species
and one of Lagenidium giganteum. Phylogenetic analyses of ITS and COX |l genes were
conducted, both individually and in combination, using four different methods. Maximum
parsmony (MP); Neighbor-joining (NJ); Maximum likelihood (ML); and Bayesian analysis
(BA). Our data supported P. insidiosum as monophyletic in relation to the other Pythium
species, and COX |l showed that P. insidiosum appears to be subdivided into three major
polytomous groups, whose arrangement provides the Thai isolates as paraphyletic in relation
to the Brazilian ones. The molecular analyses performed in this study suggest an evolutionary
proximity among all American isolates, including the Brazilian and the Central and North
America isolates, which were grouped together in a single entirely polytomous clade. The
COX 1l network results presented signals of a recent expansion for the American isolates,
probably originated from an Asian invasion source. Here, COX |l showed higher levels bias,
although it was the source of higher levels of phylogenetic information when compared to
ITS. Nevertheless, the two markers chosen for this study proved to be entirely congruent, at

least with respect to phylogenetic relationships between different isolates of P. insidiosum.
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INTRODUCTION

Pythium insidiosum is an aquatic oomycete that is the causative agent of pythiosis, a disease
that causes inflammation of the skin and subcutaneous tissue and affects mainly horses, dogs
and human (1). Pythiosis is endemic in areas with tropical and subtropical climates; such
environmental conditions are crucia for the development of the pythiosis-causing organisms
in an ecosystem. The production of zoospores requires temperatures between 30 and 40 °C
and the accumulation of water in places like swamps and lakes (2). Most cases of human
pythiosis are reported in Thailand, and, sporadically, the disease has been reported in
Australia, Brazil, Haiti, New Zealand, USA, and other countries (3-5). In humans, the disease
has tree forms: subcutaneous, ophthalmic and systemic. Systemic pythiosis is associated with
hematological disorders such as 3 as a-thalassemia (6).

Brazil is among the endemic countries for equine pythiosis, and clinical cases have
been observed throughout the year, coinciding with the periods of greatest rainfal (7). In
horses, pythiosis is characterized by the formation of eosinophilic granulomas, with the
presence of necrotic masses referred to as kunkers. The lesions are found especially on the
limbs and abdomen of the animals (8-10). Severa preocedures have been recommended for
the treatment of pythiosis. surgical excision, the use of antimicrobial agents and
immunotherapy. The success of the therapy is strongly associated with an early diagnosis and
with afast onset of disease treatment (11).

Advances in molecular methods have enabled an earlier and more accurate diagnosis
of pythiosis (12-15) and the study of the phylogeny of this oomycete (16-20). In phylogenetic
studies, sequences analyses of intergenic transcribed spacer (ITS) of ribosomal RNA (rDNA)
has been frequently employed to study the relationships within and among Pythium species

(21, 22, 16, 20).

43



Although rDNA iswidely used in phylogenetic studies, the evolution of one gene may
not represent the evolution of the entire genome (23). Therefore, it is necessary to consider
other independent genes and to compare phylogenies derived from these genes. Genes that
encode metabolic structural proteins such as cytochrome ¢ oxidase subunit [ (COX [1) are
often used as independent genes in phylogenetic studies (18). COX |l is a mitochondrially
encoded gene that accumulates mutations throughout evolution, making it useful for the
determination of phylogenetic relationships (19, 24).

In the present study the phylogenetic relationships of isolates of P. insidiosum from
different regions of Brazil were investigated, using the analysis of sequences from the internal
transcribed spacer regions 1 and 2 including the intervening 5.8S gene of the ribosomal DNA
(ITS) and the partial sequence of cytochrome ¢ oxidase subunit 1| (COX Il) gene. We aso
assessed the levels of differentiation of the Brazilian isolates among themselves, and of these

to other North American and Thai isolatesin order to infer their evolutionary history.

MATERIALSAND METHODS

Brazlian isolates of P. insidiosum and DNA extraction

This study used a total of thirty isolates of P. insidiosum from different regions of Brazil
(Table 1). The isolates were grown in 150 mL of Sabouraud broth (2% glucose and 1%
peptone) and incubated under agitation (120 RPM) at 37 °C. Mycelia were collected 4 to 7
days later by filtration, washed with sterile water and frozen in liquid nitrogen overnight.
Total DNA was isolated according to the protocol described by Moller et al. (24) and
modified by Klassen et al. (25). The DNA concentrations were determined using

spectrophotometry.



Tablel List of isolates of Pythium and Lagenidium species used in this study for internal
transcribed spacer regions (ITS) and cytochrome ¢ oxidase subunit 11 (COX 1I) DNA
coding sequences.

Sequence accession number

GenBank
Species Isolate Source Location
ITS COX
P. insidiosum 118 Equine South /Brazil JIN126280 JIN126311
P. insidiosum 119 Equine South/Brazil JIN126281 JIN126312
P. insidiosum 121 Equine South/Brazil JIN126282 JIN126313
P. insidiosum 123 Equine South/Brazil JIN126283 JIN126314
P. insidiosum 124 Equine Midwest/Brazil JIN126284 JIN126315
P. insidiosum 125 Equine Midwest/Brazil JIN126285 JIN126316
P. insidiosum 126 Equine Midwest/Brazil JIN126286 JIN126317
P. insidiosum 129 Equine Midwest/Brazil JIN126287 JIN126318
P. insidiosum 136 Equine Midwest/Brazil JIN126288 JIN126319
P. insidiosum 138 Equine Midwest/Brazil JIN126289 JIN126320
P. insidiosum 143 Equine Midwest/Brazil JIN126290 JIN126321
P. insidiosum 146 Canine South/Brazil JIN126291 JIN126322
P. insidiosum 148 Equine South/Brazil JIN126292 IN126323
P. insidiosum 156 Equine South/Brazil JIN126293 JIN126324
P. insidiosum 175 Equine South/Brazil JIN126294 JIN126325
P. insidiosum 178 Equine Midwest/Brazil JIN126295 JIN126326
P. insidiosum 187 Equine South/Brazil JIN126296 JIN126327
P. insidiosum 205 Equine South/Brazil JIN126297 JIN126328
P. insidiosum 210 Equine South/Brazil JIN126298 JIN126329
P. insidiosum 219 Equine South/Brazil JIN126299 JIN126330
P. insidiosum 223 Equine South/Brazil JIN126300 JIN126331
P. insidiosum 227 Equine Midwest/Brazil JIN126301 JIN126332
P. insidiosum 232 Equine South/Brazil JIN126302 JIN126333
P. insidiosum 245 Equine Southeast/Brazil JIN126303 JIN126334
P. insidiosum 247 Equine South/Brazil JIN126304 JIN126335
P. insidiosum 258 Equine South/Brazil JIN126305 JIN126336
P. insidiosum 259 Equine South/Brazil JIN126306 JIN126337
P. insidiosum 260 Equine South/Brazil JIN126307 JIN126338
P. insidiosum 261 Equine South/Brazil JIN126308 JIN126339
P. insidiosum ATCC58637 Equine CostaRica JIN126310 IN126340
P. insidiosum 051 Water South/Brazil JIN126309 JIN126341
P. insidiosum MTPIO4 Equine Texas,/USA GQ475490°  GQ451571°
P. insidiosum PC3 Human Central/ Thailand GQ260122°  GQ451573°
P. insidiosum PC5 Human Central/ Thailand GQ260120°  GQ451590°
P. insidiosum PC6 Human Northeastern/ Thailand ~ FJ917389° GQ451574°
P. insidiosum PC10 Human Northeastern /Thailand ~ FJ917395 GQ451575"
P. insidiosum PCM1 Human Northern/ Thailand FJ917393° GQ451587°
P. insidiosum PCM2 Human Northern/ Thailand GQ260121°  GQ451591°
P. insidiosum PEC1 Water Central/ Thailand FJ917392° GQ451576°
P. insidiosum PECM7 Water Northern/Thailand EF016897° GQ451580°
P. insidiosum PECM11 Water Northern/ Thailand EF016906°  GQ451582°
P catenulatum ECU1 Water Central/ Thailand FJ917394° GQ451568°
P. aphanidermatum P36-3 Bentgrass Korea AB095052°  AB095073°
P. deliense MAFF305568 Pumpkin Okinawa/ Japan AJ233442° DQO71374°
P. graminicola ATCC96234 Sail Kumamoto/ Japan AB095045°  AB160849°
P.irregular NBRC 100110 Kidney bean Hokkaido/ Japan AB107995°  DQO071381°
P.ultimatum NBRC 100122 Sugar beet Hokkaido/ Japan D86515° DQO071398°
L. giganteum - Mosquito North Carolina/ USA AY151183"  AF086697°
Larvae

#Supabandhu J, Fisher MC, Mendoza L, Vanittanakom N. Isolation and identification of the human pathogen Pythium insidiosum from
environmental samples collected in Thai agricultural areas. Med Mycol. 2008;46:41-52.
bKammarnj esadakul P , Palaga, T., Sritunyalucksana, K., Mendoza, L., Krgagun, T., Vanittanakom, N., Tongchusak, S.,
Denduangboripant, J., Chindamporns, A. Phylogenetic analysis of Pythium insidiosum Thai strains using cytochrome oxidase Il (COX 1)
DNA coding sequences and internal transcribed spacer regions (ITS) Med Mycol.2011;49:289-295.
%YVilla NO, Kageyama K, Suga H, Phylogenetic relationships of Pythium and Phytophthora species based on ITS rDNA, cytochrome
oxidade Il and -Tubulin gene sequences. Mycol ogia.2006;93:410-422.
dSchurko AM, Mendoza L, Levesque CA, et al. A molecular phylogeny of Pythium insidiosum. Mycol Res. 2003;107:53 —544.
*Hudspeth D, Nadler S, Hudspeth M. A COX2 molecular phylogeny of the Peronosporomycetes. Mycol ogia.2000;92:67 —684.
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Amplification of specific segments of DNA and sequencing

The amplification of the chosen genetic markers was performed by polymerase chain reaction
(PCR), through the use of the universal primers ITS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3)
and 1ITS4 (5 'CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) (27) for ITS, and FM58 (5-
CCACAAATTTCACTACATTGA-3) and FM66 (5-TAGGATTTCAAGATCCTGC - 3)
(28) for COX 11. All reactions were carried out in atotal volume of 50 ul, containing 20 pmol
of each primer, 1.25 units of Tag DNA polymerase (Invitrogen), 200 puM of
deoxynucleotides, 1X of the 10X enzyme buffer, 1.5 mM MgCl,, and 200 ng of DNA sample.
The amplifications were performed using PTC-100 Programmable Thermal Controller (MJ
Research) with the following cycling profile: 94 °C /5 min, 30 cycles of 94 °C/ 1 min, 55 °C
[/ Imin (ITS) or 52 °C / 1min (COX Il), 72 °C / 2 min, and finishing with 72 °C / 10min. P.
insidiosum isolate CBS 101555 was used as a positive control. PCR products were separated
on a 1.2% agarose gel, stained with ethidium bromide and visualized under UV light. After
the products were purified with the PureLink PCR Purification Kit (Invitrogen) and
sequenced in an automated sequencer (MegaBACES500) using the DYEnamic ET Kit

(Amersham) and the same primers used to the PCR reactions.

Phylogenetic Analysis

The chromatograms obtained were viewed and assembled using the Gap4 program of the
Staden package software (29). In addition to the 30 sequences obtained for each genetic
marker from all Brazilian isolates of P. insidiosum, nine sequences of isolates from Thailand,
one from Costa Rica and one from Texas (U.S.) were added to each of the two matrices. The
outgroup consisted of six isolates of other Pythium species (P. aphanidermatum, P.
catenulatum, P. deliense, P. graminicola, P. irregularity and P. ultimum) and one of

Lagenidium giganteum. All isolate sequences used in this study are available in GenBank
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the two data sets were conducted using the Clustal W agorithm in the MEGA 5 software
(30).

Phylogenetic analyses for ITS and COX |l were conducted, both individualy and in
combination, using four different methods: 1 analysis of Maximum Parsimony (MP)
performed in PAUP 4.0b10 (31); 2 Neighbor-joining analysis (NJ), also performed in PAUP
4.0b10; 3 analysis of Maximum Likelihood (ML), conducted in PhyML 2.4.4 (32); and 4
Bayesian analysis (BA), carried out in MrBayes 3.1.2 (33). The ML and NJ, evolutionary
models, were obtained using the models suggested by the Akaike Information Criterion (AIC
test) (34) performed in ModelTest 3.7 (35) in conjunction with PAUP 4.0b10. The BA
evolutionary model was created following the model suggested by the AIC test as applied by
MrModelTest 2.2.1 (36) in conjunction with PAUP 4.0b10. The anayses of MP were
obtained through a process of homogeneous weighing with gaps being treated as a new state.
These MP analyses were performed using a heuristic search with Tree Bisection-
Reconnection rearrangements (TBR) applied to the initial trees generated by 100 replicates of
random stepwise addition of OTUs (Operational Taxonomic Units). For the BA analyses,
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) was performed by 40,000,000 generations. Sampling
was achieved every 1,000 generations and using two runs of four chains, with a burn-in rate
of 25% for the early generations. In the BA model, the numbers that support each node
represent the posterior probability (PP) of each clade. In the MP, NJ and ML models, the
support of each node is based on 1,000 bootstrap replicates (BO).

COX Il haplotype networks were additionally constructed in Network 4.6

software (38) was used to measure the nucleotide diversity levels.
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RESULTS

The DNA sequences of all Brazilian isolates of P. insidiosum, used in this study, obtained
from sequencing are available in GenBank (Table 1), and the matrices analyzed were 49 x
470 and 49 x 594 for COX Il and ITS, respectively. The empirical and estimated molecular
evolution properties obtained for each of these markers, as well as their optimal substitution
models are listed in Table 2, which demonstrates that, in general, COX Il showed higher
levels of compositional and substitutional biases, leading to the adoption of more complex
evolutionary models. However, in both models considered, it was necessary to correct for
heterogeneity in substitution rates among sites, which was accomplished using a gamma
correction.

The phylogenetic trees obtained using BA methods of phylogenetic analysis with the
matrices are shown in Figure 1 (COX I1), Figure 2 (ITS) and Figure 3 (both concatenated
markers). The bootstrap values obtained for each of the clades presented in these phylogenies
according to the analysis of MP, NJ and ML are shown in Table 3. Only groups in agreement
on both the individual analysis, that presented support in the concatenated analysis (PP = 0.95

and / or BO = 70), are accepted as a plausible evidence of the evolutionary relationships.
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Table 2 Properties of each of the analises used molecular datasets.

COX 1l ITS Combined
N° of positionsin the alignment 470 594 1064
N° of OTUs 49 49 49
N° of variable sites 121 218 339
N° of parsimoniously informative
_ 81 140 221
sites
Average nucleotide frequencies’
-A 321 212 26.2
-C 11.6 19.6 16.0
-G 16.5 278 227
-T 39.9 31.4 35.2
Transition/Transversion ratio® 0.48 1.10 0.79
) GTR + G for COX
MrModel Test AIC test best fit
GTR+ G HKY + G Il;
model
HKY + Gfor ITS
Model Test AlIC test best fit model GTR+G HKY + G TVM +1+G
Proportion of invariable sites - - 0.4395
Gamma distribution shape
) 0.1982 0.3476 1.0520
parameter
Rate matrix”
-rAC 1.6613 - 0.8037
-rAG 41132 - 2.6639
-rAT 6.2657 - 1.9592
-rCG 0.6628 - 1.0235
-rCT 6.6255 - 2.6639
Ti/Tv Ratio - 1.2814 -

3 Empirical values as obtained by Mega 3.1 program. "Maximum likelihood settings from the best fit model

selected by AIC in Model Test 3.7.

Abbreviations: GTR, Genera Time Reversible (Rodriguez et a. 1990); HKY, Hasegawa-Kishino-Y ano model
(Hasegawa et al. 1985); TVM, transversional model; 1, proportion of invariable sites; G, shape parameter of

gamma distribution.
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Figure 1 Bayesian analysis (BA) majority-rule consensus tree based on cytochrome oxidase 11
(COX I1) sequences. The posterior probability of each clade is indicated beside its respective
internal node. At the front of the internal branches there is an arbitrarily defined letter
representing the clade that follows and which can be used to interpret Table 3.
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node. At the front of the internal branches there is an arbitrarily defined letter representing
the clade that follows and which can be used to interpret Table 3.
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representing the clade that follows and which can be used to interpret Table 3.
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Table 3 Bootstrap values presented for each of the clades shown in Fig.1, Fig. 2 and
Fig. 3 by the trees constructed using different phylogenetic reconstruction methods.

Clade Phylogenetic reconstruction
method
BA'  MP? NJF ML?
a 0,63 - 58 -
b 0,60 - 63 -
c 0,72 - - 55
d 1,00 97 100 97
e 1,00 100 100 100
f 0,99 86 88 96
COXIlI g 1,00 100 100 100
h 0,72 69 54 51
i 1,00 93 91 95
i 0,54 - - 40
I 0,87 75 51 57
m 1,00 99 100 99
n 1,00 98 98 100
0 0,98 100 83 82
a 0,63 69 65 -
b 0,94 93 92 93
c 1,00 90 98 97
ITS d 0,86 85 98 75
e 1,00 100 100 100
f 0,63 100 51 93
g 0,98 92 84 92
h 1,00 100 100 100
a 0,83 - 80 61
b 0,90 99 99 100
c 0,69 - 62 45
d 0,96 61 69 57
e 0,89 100 99 96
CA’ f 069 71 98 84
g 1,00 100 100 100
h 0,52 - - -
i 1,00 100 100 100
j 1,00 100 100 100
I 1,00 100 99 100
m 1,00 100 100 100

'BA-Bayesian analysis

M P-Maximum parsimony
3NJ-Neighbor-joining
*ML-Maximum likelihood
"CA-Concatenated



Phylogenetic tree based on COX |1 region

The matrix of nucleotide sequences of COX Il showed that 26% of sites were polymorphic
(121 out of 470 sites) with no indel. The mean ratio between transitions and transversions for
COX Il was 0.48 with extremes of 0.14 and 2.16 in the second and first position of codons,
respectively. Analysis of nucleotide composition showed a much skewed distribution, with a
percentage 32.1% A, 11.6% C, 16.5% G and 39.9% T, (Table 2).

The overall mean distance among the P. insidiosum COX |l sequences was of 1.8%,
with a minimum of 0.0% and a maximum of 6%, as presented in the comparisons between
PECM11 and PEC1/PC3/PC5. The phylogenetic relationships among the P. insidiosum
isolates, when compared with other Pythium species and L. giganteum, showed the
subdivision of a monophyletic P. insidiosum into three major polytomous groups (Figure 1),
al with PP = 1.00 and BO’'s = 97 (Table 3): PI-A formed by all the Brazilian isolates of P.
insidiosum evaluated in this study, one isolate from Costa Rica and another from Texas (US),
which together account for 78% of the isolates evaluated; PI-B and PI-C were composed only
of isolates of P. insidiosum from Thailand (12% and 10%, respectively), with both these Thai
clades intermingling water and human isolates. The COX Il network anaysis (Figure 4)
further supported this particular subdivision, but underlined a peculiar star-like pattern for the
American P. insidiosum samples, which were revealed only poorly diversified (Table 4). At
contrast, the Thai isolates presented more differentiated and diversified sequences (Figure 4

and Table 4).
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Figure 4 Network obtained for the COX Il haplotypes of P. insidiosum. Haplotypes are
represented by circles, whose area is proportional to frequency, and numbers in the lines

connecting circles indicate substitutions. Minor red circles denote inferred hapl otypes.

Table4 COX Il nucleotide diversity values for each of the
P. insidiosum clades (Figure 1)

Average number of Nucleotide

differences diversity (p)
P. insidiosum 8.584 0.01830
PI-A 1.138 0.00243
PI-B 5.800 0.01237
PI-C 1.500 0.00320
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Phylogenetic analysis based on ITSregion
The matrix of nucleotide sequences covering the ITS region showed a 37% of polymorphic
sites (218 out of 594 sites) with 44% of the sites (263 out of 594 sites) showing indels. In this
matrix, the ratio between transitions and transversions was 1.1 and the average nucleotide
composition was 21.2% A, 19.6% C, 27.8% G and 31.4% T (Table 2).

The average distance between the ITS sequences in the P. insidiosum isolates was
0.9%, with a minimum of 0.0% and a maximum of 8.2%, a vaue found in comparisons
involving PC5 and LAPEMI219. The molecular phylogeny obtained for ITS (Figure 2)
showed P. insidiosum as monophyletic in relation to the other Pythium speciessMP BO=100
(Table 3)], thus indicating the formation of alarge polytomous group, which includes up 90%
of the evaluated specimens and includes the American and Tha isolates previousy
subdivided into clades PI-A and PI-B by COX Il (Figure 1), with low PP and BO support
(Table 3). The four remaining Thai sequences formed a polytomy with basal positioning with

relation to the previous clade.

Phylogenetic analysis based on the combined matrix containing ITS+ COX |1

The phylogenetic tree resulting from BA method of the concatenated data (Figure 3) also
presents P. insidiosum as monophyletic in relation to the other evaluated species [PP = 1.00
and BO = 100 (Table 3]. However, athough the Thai isolates subdivision between PI- B and
PI-C is properly recovered, PI-A the American samples appeared as paraphyletic in relation to

PI-B [athough support for this result is not high (Table 3)].
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DISCUSSION

Although the ITS region is widely used for phylogenetic studies, other studies have been
proposing that metabolic genes that encode proteins such as cytochrome ¢ oxidase subunit 11
(COX 11) are better candidates to investigate the phylogenetic relationship of the oomycetes
(18). Previous studies using COX |1 were successful in the differentiation of Pythium genera
and species (19, 28, 39). Villa et al., (28) stated that the alignment of genes encoding
metabolic proteins is less ambiguous when compared to rDNA. On the other hand, it is known
that mutations are more frequent in mitochondrial genes (such COXIl) compared to nuclear
genes, because the mitochondria has an efficient DNA repair system like that which operates
on the nuclear genes (40).

In agreement with the above expectations and with Kammarnjesadakul et al., (18), in
this study the COX Il provided higher levels of phylogenetic information and resolution as
compared to ITS. Nevertheless, the two genetic markers chosen proved to be entirely
congruent to the phylogenetic relationships among different isolates of P. insidiosum. In fact,
the only difference found between the trees obtained for COX Il and ITS refers to
relationships which are polytomic or poorly supported in one of the analysis sets. Although
concatenation is commonly considered a way to amplify signal over noise (41, 42), we
observed a dilution of the COX Il signa when COX Il was combined with ITS.
Consequently, from now on we can consider that the phylogeny of COX Il isthus far the best
available reflection of the evolution of Brazilian isolates of P. insidiosumin comparison to the
other American and Thai isolates.

The molecular analysis presented in this study supports the evolutionary affinity
among American P. insidiosum isolates. All of the Brazilian, Centra American and North
American isolates were clustered in a single, entirely polytomic group, which presented only

low levels of nucleotide diversity. On the other hand, the nine Thai isolates were subdivided
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into two different clades, PI- B and PI-C, both basal and well differentiated as regards to the
American group. Shurko et al., (17) measured intraspecific variation levels among several
isolates of P. insidiosum based on restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis
of the ribosomal intergenic sequences (IGS and ITS regions). In that study, the single
Brazilian isolate of P. insidiosum (CBS 101555) that was analyzed showed the same
molecular profile of isolates from Costa Rica and United States, all grouped in cluster I,
which isin agreement with the clustering of samples of these three countriesin group PI-A, as
obtained in our analyses. Moreover, also in consistency with our results, the phylogeny and
molecular characterizations obtained by Shurko et al., (16) demonstrated the presence of a
genetic differentiation among isolates of P. insidiosum native of the Americas, Asia and
Audtralia. As concerns the Asian samples, a more detailed analyses of the phylogenetic
relationships of isolates of P. insidiosum of human and environmental origin from Thailand
was recently conducted by Kammarnjesadakul et al., (18) using the COX Il and the ITS
regions. These authors demonstrated the formation of three main groups (Aty, Bty and Crp),
where Bty and Cry were formed only by Thai strains and Aty was achieved only by
American strains. In our study, the five Thai isolates belonging to the group Bty (18) were
clustered into the PI-B clade, while the four Thai isolates previously grouped into the Cry
(18) were clustered in the PI-C group.

Our results demonstrate that the Brazilian isolates collected from different regions of
Brazil are genetically similar and share a single common ancestor, possibly proceeding from
Asian regions, since the Thai isolates were repeatedly shown as paraphyletic in relation to the
American isolates. Moreover, all of the American isolates also have shown low levels of
nucleotide diversity and their COX Il haplotypes were distributed in a star-like network,
which is consistent with a recent expansion (43). Additional sampling and the sequencing of

genes with faster evolutionary rates will be useful in clarifying the suggestive evolutionary
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clues obtained at this time for P. insidiosum. Once this scenario is accomplished it will be
possible to understand the evolutionary strategies adopted by this opportunistic oomycete to
invade and adapt to hosts in different tropical and subtropical regions, and search for
immunological plans efficient in a broader perspective. The complete sequencing of P.
insidiosum genome could also clarify some questions regarding to the virulence factors and

host-parasite relationship which are so poorly far known in this oomycete.
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5. DISCUSSAO

Nos Ultimos anos, observou-se uma ascensdo has pesquisas sobre pitiose, devido ao
crescente nimero de casos diagnosticados e, principalmente, as dificuldades encontradas no
tratamento das espécies afetadas (SANTURIO et al., 2006a). Os entraves nas terapias
antifugicas utilizadas podem ser explicado devido a auséncia de esterdides na membrana
plasmatica que € o componente-alvo de acdo da maioria dos antifungicos (FOIL, 1996). O
oomiceto P. insidiosum possui estrutura molecular da membrana plasmética diferente da dos
fungos verdadeiros, sendo capaz de resistir a maioria das substancia antifungicas
comercialmente disponiveis. Os estudos envolvendo o uso da imunoterapia avancaram
significativamente, a partir de 1998 (SANTURIO et a., 2003), tornando a imunoterapia uma
importante ferramenta no tratamento da pitiose equina, apresentando indices de cura que variam
em torno de 70 a80% (MONTEIRO, 1999; MENDONZA et a., 2003).

O Brasil é considerado endémico para a pitiose equina, sendo o Pantanal Matogrossense
o local onde existe uma alta prevaléncia da doenca (LEAL et a., 2001), entretanto em outros
estados também ha relatos de aumento desta enfermidade (SANTURIO & FERREIRO, 2008).
Diante deste fato, 0 uso do imunoterapico Pitium-Vac® produzido no Pais vem aumentando em
todos os estados brasileiros. Contudo, existe a ocorréncia de alguns casos ndo responsivos a
imunoterapia e que podem acarretar na morte do equino (PEREIRA et a., 2007).

Estes eventos demandam a realizac8o de estudos mais aprofundados sobre as interagcOes
entre agente-hospedeiro, especialmente envolvendo a identificacdo e caracterizagdo molecular
dos fatores de viruléncia do agente etioldgico, bem como dos fatores relacionados a resposta
imunolégica do hospedeiro. Recentemente KRAJAEJUN et a., (2011) indentificaram
sequéncias génicas como possiveis fatores de viruléncia em um isolado humano de
P.insidiosum da Tailandia. Porém, andlises para comprovar a sintese e a funcdo desses fatores
de viruléncia precisam ser demonstradas. Tais informagdes poderdo fornecer subsidios
necessarios a0 aprimoramento do imunoterapico existente e a0 desenvolvimento de novas

opcOes terapéuticas.
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Na producdo do imunoterapico disponivel no Brasil, utilizase uma cepa de P.
insidiosum (CBS 101555) caracterizada molecularmente e isolada de um eqlino no RS. A
possibilidade de acréscimo de novos isolados visando a melhoria deste imunotergpico
impulsionou este estudo molecular na busca de variages genéticas entre os isolados brasileiros
oriundos de diferentes regies do Pais. A existéncia de variagfes genéticas entre os isolados de
P. insidiosum de distintos continentes ja € conhecida e foi demonstrada por SCHURKO et al.,
(2003a).

Os avancos nos métodos moleculares tém permitido a caracterizagdo e estudos mais
detalhados das rel agdes fil ogenéticas existentes entre os varios organismos. Os dados relativos a
biologia e & patogénese do P. inisidiosum em niveis moleculares ainda sdo pouco conhecidos,
sendo somente disponibilizadas sequéncias de quatro genes deste oomiceto: rRNA, exo-1,3-
beta glucanase, quitina sintetase 2 e a cytochrome ¢ oxidase subunidade Il (KRAJAEJUN et al.,
2011). Dentre estes genes destaca-se a utilizago das regides espagadoras intergénicas do RNA
ribossomal (rRNA). A regido ITS, como marcador génico tem sido utilizada devido ao fato da
variabilidade na segquéncia de nucleotideos ser relativamente alta (VILLA et a., 2006).
Também ha disponibilidade de oligonucleotideos iniciadores que fornecem uma adequada
seguéncia de DNA passivel de ser utilizada na caracterizagdo molecular de varios organismos
eucariotos (WHITE et a., 1990).

Embora a regido ITS sgja amplamente utilizada para andises filogenéticas, outros
estudos propdem o emprego de genes codificadores de proteinas metabdlicas, tais como o
citocromo c oxidase subunidade Il (Cox 1) (MARTIN, 2000; VILLA et a., 2006; GARZON
et a., 2007; KAMMARNJESADAKUL et al., 2011). Tais propostas sdo justificadas devido
aos alinhamentos dos genes codificadores de proteinas metabdlicas serem mais precisos
quando comparados a regido ITS (VILLA et a., 2006). Além disso as mutacfes sdo mais
freglientes nos genes mitocondriais em comparagdo com genes nucleares, pois a mitocondria
apresenta um sistema de reparagdo de DNA diferenciado dos genes nucleares (BROWN,
2002).

Nas investigagdes filogenéticas dos oomicetos, o gene Cox Il tem demonstrado
melhor eficiéncia na distingdo das relacOes existente entre os isolados da mesma espécie
(MARTIN, 2000; VILLA et al., 2006; GARZON et a., 2007; KAMMARNJESADAKUL et
al., 2011). Considerando que estes genes possuem relevancia para estudos de filogenia, neste
trabalho ambos os marcadores genéticos foram analisados.

A filogenia molecular obtida no presente estudo, para a regido ITS, demonstrou P.

insidiosum como sendo monofilética em relagdo as outras espécies de Pythium avaliadas,
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evidenciando a formac&o de um grande clado politdmico (PI-A+PI-B) que incluiu 90% dos
isolados analisados, além disso, este clado abrangeu todos os isolados brasileiros, um isolado
da Costa Rica, um isolado do Texas e cinco isolados tailandeses. As demais sequéncias
avaliadas de P. insdiosum oriundas da Tailandia formaram uma politomia com
posicionamento basal com relacéo a PI-A+PI-B. SHURKO et al., (2003b) mediram os niveis
de variagdo intraespecifica entre os varios isolados de P. insidiosum baseada em andlise de
polimorfismo de fragmentos (restriction fragment lenght polymorphism, RFLP) das
sequéncias ribossomais intergénicas do rDNA. Porém apenas um isolado brasileiro de P.
insidiosum (CBS 101555) foi analisado e apresentou 0 mesmo perfil molecular de isolados de
Costa Rica e Estados Unidos. Neste trabalho os isolados americanos de P. insidiosum foram
predominantemente reunidos em um grupo (cluster 1). Em nossos resultados, os isolados
oriundos das Américas também foram agrupados no mesmo grupo (PI-A+PI-B). Os isolados
tailandeses por sua vez, apresentaram diferencas filogenéticas, formando grupos distintos
visualizados tanto no presente trabalho quanto em estudos prévios (SCHURKO et a., 20033,
KAMMARNJESADAKUL et al., 2011)

As andlises das sequéncias geradas pela amplificacdo do gene da Cox |l
proporcionaram maiores niveis de informacgdo filogenética, estando de acordo com as
informacbes obtidas por KAMMARNJESADAKUL et a. (2011). Esses autores
demonstraram a formagéo de trés grupos principais, sendo Bty e Cry constituidos somente
por linhagens tailandesas e Aty formado apenas por cepas americanas. Na presente andlise
também foi observada a formacdo de trés grupos distintos, os quais foram denominados de:
PI-A, composto pelos isolados oriundos das Américas, PI-B e PI-C, formados pelos isolados
tailandeses. Desta forma, podemos considerar que a regido COX |l é a melhor opgéo para
estudar as relagtes filogenéticas entre os isolados de P. insidiosum.

No entanto, os dois marcadores genéticos escolhidos mostraram-se inteiramente
congruentes com as relagdes filogenéticas entre os diferentes isolados brasileiros de P.
insidiosum. A Unica diferenca encontrada entre as arvores filogenéticas obtidas para a regido
COX Il e ITS refere-se as relagdes politdmicas, ou sgja, ha a formac&o de diferentes grupos,
entre os isolados de P. insidiosum. O emprego das andlises concatenadas € geralmente
considerado como uma forma de amplificar os dados obtidos nas andlises individuais
(BAKER & DE SALLES, 1997; REMSEN & DE SALLES, 1998). Na andlise conjunta dos
dados, observou-se uma dilui¢go dos grupos anteriormente obtido pela andlise individua da

regido COX |1, pois somente 0s grupos, PlI-B e PI-C, foram devidamente recuperados.
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Ao verificar-se os niveis de afinidade evolutiva os isolados de P. insidiosum
originarios das Américas, foram observados baixos niveis de diversidade de nucleotideos e
seus haplotipos COX 1l foram distribuidos em uma rede consistente com uma expansio
recente (SLATKIN & HUDSON, 1991). A andise molecular realizada demonstrou que os
isolados oriundos das diferentes regides do Brasil sdo geneticamente semelhantes e
compartilham um Gnico ancestral comum, possivel mente proveniente da Asia. Neste contexto,
os resultados obtidos indicam que a cepa utilizada na produgdo do imunotergpico Pitium-
Vac® é representativa dos isolados brasileiros de P. insidiosum, n&o havendo a necessidade de
incluir nenhum dos isolados avaliados.

Estudos futuros incluindo maior nimero de isolados e 0 sequenciamento de genes que
possam apresentar uma répida velocidade de evolucdo serdo Uteis para esclarecer os indicios
de evolucéo de P. insidiosum obtidos neste trabalho. Além disso, auxiliard na compreensdo
das estratégias evolutivas utilizadas por este oomiceto oportunista, as quais o tornam capaz de
invadir e se adaptar a diferentes hospedeiros, nas regiGes tropicais e subtropicais. O
sequienciamento completo do genoma do P. insidiosum poderia, também, esclarecer algumas
questles referentes aos fatores de viruléncia e a relagéo organismo-hospedeiro, ainda pouco

conhecidos neste patégeno.
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6. CONCLUSOES

- Existe uma relagéo filogenética muito proxima entre os isolados de P. insidiosum
oriundos das diferentes regides do Brasil;

- Osisolados brasileiros de P. insidiosum apresentam uma baixa diversidade genética;

- Os isolados americanos de P. insidiosum compartilham de um ancestral comum,
possivelmente originério de alguma regido do continente asi atico;

- A cepa CBS 101555 utilizada na producdo do imunoterdpico Pitium-Vac® é
representativa dos isolados brasileiros de P. insidiosum;

- A regido COX Il é a melhor opgdo para estudar relacdes filogenéticas entre os

isolados de P. insidiosum.
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7. PERSPECTIVAS

Pesquisas futuras com o Pythium insidiosum deveriam incluir o sequenciamento de
genes capazes de esclarecer os indicios de evolucdo observados neste trabalho. Além disso, o
seguienciamento completo do genoma do P. insidiosum se tornara uma ferramenta importante
na elucidagdo de questbes, especialmente envolvendo a identificacdo e a caracterizagdo
molecular dos fatores de viruléncia deste oomiceto, bem como os fatores relacionados a
resposta imunolégica do hospedeiro e as demais interacbes agente-hospedeiro. Estes
conhecimentos fornecerdo subsidios necess&rios ao aprimoramento do imunoterdpico

existente e ao desenvolvimento de estratégias de controle e profilaxia da pitiose.
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GLOSSARIO

Arvores filogenéticas sdo confeccionadas a partir de uma matriz contendo os dados
disponiveis (morfol 6gicos, quimicos ou genéticos) sobre os taxons estudados. Estes dados sdo
comparados, e os taxons agrupados em clados, grupos ou ramos de acordo com as

semelhancas e diferencas entre si.

Apomorfia é o termo designado para definir uma caracteristica mais recente derivada de uma

caracteristica primitiva de uma espécie ancestral .

cDNA é um DNA complementar, sendo a molécula do DNA sintetizado a partir de uma

molécula de RNA mansageiro, em uma reacdo catalisada pela enzima transcriptase reversa.

Clado ou clade é um grupo de organismos originados de um Unico ancestral comum.

Cladograma é um diagrama usado em cladistica que mostra as relacfes ancestrais entre

organismos, pararepresentar a arvore da vida evolutiva.

Cladistica € um método de andlise das relacfes evolutivas entre grupos de seres vivos, de
modo a obter a sua "genealogia’. A Cladistica se assenta no principio fundamental de que os
organismos devem ser classificados de acordo com as suas relagdes evolutivas.

Delecéo é quando ocorre aremogao de um ou mais nucleotideos da sequéncia de DNA.

Fenética é um método de analise que agrupa espéci es baseada na similaridade fenotipica.

Fenograma é um diagrama usado em fenética que mostra as relacbes de similaridade

(taxonomia numérica).
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Filogenia (ou filogénese) € o termo comumente utilizado para hipGteses de relagBes
evolutivas (ou sgja, relactes filogenéticas) de um grupo de organismos, isto €, determinar as

relacdes ancestrais entre espécies conhecidas.

Haplotipos é uma combinagcdo de alelos em diferentes locus no cromossomo, que Sdo
transmitidos juntos. Um hapldétipo pode ser um locus, varios locus ou um Cromossomo

inteiro, dependendo do nimero de eventos de recombinagéo que ocorreram.

I nser ¢do é quando ocorre pela adicdo de um ou mais nucleotideos na sequéncia de DNA.

Locus € o local fixo num cromossomo onde esté localizado determinado gene ou marcador

genético.

Marcador genético é uma porcdo de DNA gue tem sequéncia e posicdo dentro do genoma

conhecidas.

Monofilético é um clado (que pode ser um téxon) que, de acordo com o conhecimento mais
recente sobre as suas caracteristicas anatdbmicas e genéticas, inclui todas as espécies derivadas

de uma Unica espécie ancestral, incluindo esse mesmo ancestral.

Parafilético denomina-se um téxon que inclui um grupo de descendentes de um ancestral
comum em que estdo incluidos vérios descendentes desse ancestral, porém n&o inclui todos

eles.

Plesomorfia € um termo empregado em cladistica para designar uma caracteristica
considerada primitiva que foi modificada para uma outra mais recente, dentro de uma
linhagem. Para o estabelecimento das plesiomorfias, € necessaria a comparagdo de uma
linhagem estudada com um grupo externo (uma outra linhagem supostamente aparentada

filogeneticamente daguela em questdo) para verificar o grupo supostamente mais primitivo.

Politomico indica a formacéo de trés ou mais grupos em uma analise filogenética.
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Taxon é uma unidade taxondmica, essenciamente associada a um sistema de classificagdo
cientifica. Taxons (ou taxa) podem estar em qualquer nivel de um sistema de classificacéo:
um reino € um taxon, assim como um género é um taxon, assim também como uma espécie

também € um taxon ou qualquer outra unidade de um sistema de classificacéo dos seres vivos.

Transcriptoma refere-se ao conjunto completo de transcritos (RNAs mensageiros, RNAs
ribossdmicos, RNASs transportadores e os microRNAS) de um dado organismo, 6rgdo, tecido

ou linhagem celular. Portanto, ele é o reflexo direto da expressdo dos genes.

Transicdo € uma modificagdo que ocorre quando: uma purina se transforma em outra purina

(A < G), ou uma pirimidina se transforma em outra pirimidina(C < T).

Transversdo é uma modificacdo que ocorrer quando: uma purina é trocada por uma
pirimiding, e vice-versa (C/T « A/G).
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