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RESUMO

A pitiose, cujo agente etioldégico € o oomiceto Pythium insidiosum, é uma
doenca que acomete diversas espécies animais, incluindo-se a humana, sendo
mais prevalente em equinos. A doenca € de dificil diagnostico e tratamento.
Estudos sobre a caracterizagdo proteica de P. insidiosum sdo escassos. O
objetivo deste estudo foi determinar o perfil proteico de Pythium insidiosum por
meio da estratégia espectrometria de massas e bioinformética, a fim de
identificar fatores de viruléncia. Para isso, foi padronizada uma técnica de
extracdo de proteinas totais de P. insidiosum, as quais foram quantificadas. A
partir do protocolo de extracdo de proteinas foi obtido o perfil das proteinas
expressas pelo oomiceto P. insidiosum por meio da andlise por eletroforese
bidimensional. Os géis analisados apresentaram 186 spots com massa
molecular de 12 a 89 KDa, e ponto isoelétrico entre 4-7, destes 103 foram
recortados e sequenciados. Um total de 36 proteinas foram identificadas e
agrupadas de acordo com suas fungdes, seis delas foram classificadas como
proteinas relacionadas a viruléncia - 1,3 glucano sintetase, Hsp 70, enolase,
peroxirredoxina 2, proteina G e proteassoma unidade (. Os resultados do
presente trabalho contribuirdo para o melhor entendimento dos mecanismos
patogénicos de P. insidiosum, bem como para novos estudos no campo

terapéutico e diagndéstico.

Palavras Chave: Pythium insidiosum, Pitiose, Protebmica, Eletroforese

bidimensional
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ABSTRACT

Pythiosis, whose etiologic agent is the oomycete Pythium insidiosum, is a
disease that affects several animal species, including human, being more
prevalent in horses. The disease has difficult diagnosis and treatment. Studies
on protein characterization of P. insidiosum are scarce. The objective of this
study was to determine the protein profile of Pythium insidiosum by mass
spectrometry and bioinformatics strategies aiming to identify virulence factors.
To this end, an extraction was standardized technique of total proteins of P.
insidiosum, which were quantitated. From the protein extraction protocol it was
obtained the profile of proteins expressed by the oomycete P. insidiosum
through analysis by two-dimensional electrophoresis. The gels had 186 spots
analyzed with molecular weight 12-89 kDa and an isoelectric point of 4-7, 103 of
these were cut and sequenced. A total of 36 proteins were identified and
grouped according to their functions, six of them were classified as proteins
related to virulence - B 1,3 glucan synthase, Hsp 70, enolase, peroxiredoxin 2,
G protein and the proteasome [ unit. The results of this work will contribute to
better understanding of the pathogenic mechanisms of P. insidiosum as well as

for further studies in the therapeutic field and diagnosis.

Key words: Pythium insidiosum, Pythiosis, Proteomics, two-dimensional

electrophoresis
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1. INTRODUCAO

A pitiose € uma doenca infecciosa causada por um patdgeno do reino
Stramenopila, classe Oomycetes, ordem Pythiales, familia Pythiaceae e género
Pythium. S&o micro-organismos aquaticos néo fungicos encontrados em paises
com climas tropical e subtropical (ALEXOPOULOS et al., 1996).

As espécies do género Pythium estdo presentes no solo e ambientes
aquaticos e possuem distribuicdo global; sdo importantes fitopatégenos e
causam grandes perdas econOmicas na agricultura (GAASTRA et al., 2010).
Pythium insidiosum, em contraste com outras espécies do género Pythium,
possui a habilidade de infectar humanos e animais (MENDOZA et al, 1993).
Calvano et al. (2011) diagnosticaram um caso de pitiose humana, em um
soldado de 21 anos de idade (combatente do Afeganistdo), causada pelo
Pythium aphanidermatum.

P. insidiosum é um agente colonizador de plantas aquaticas que se
reproduz assexuadamente pela producdo de esporangios que, maduros,
rompem-se e liberam zoo6sporos biflagelados, os quais correspondem a forma
infectante do patégeno. Estes, livres na dgua, movimentam-se até encontrar
outra planta ou animal com tecido injuriado, onde se encistam e emitem tubo
germinativo, dando origem a uma nova hifa, que induz o aparecimento das
lesbes (MENDOZA et al., 1993, 1996). Estudos discutem a possibilidade da
penetracdo dos zodsporos a partir da pele integra, sendo atraidos pelo foliculo
piloso (SANTURIO et al., 1998).

Pela presenca recorrente em regiées com acumulo de agua, o equino é
a espécie mais acometida pela doenca no mundo. Nestes, as lesdes cutaneas
sdo as mais frequentes, acometendo principalmente as extremidades distais
dos membros e porcéo ventral da parede toraco-abdominal e se caracterizam
por lesdes exsudativas granulomatosas de bordas irregulares e pruriginosas.
Sao observadas hifas recobertas por células necréticas que formam massas
branco-amareladas denominadas “kunkers”. A forma intestinal também pode
estar presente e 0s animais acometidos apresentam episddios de célica devido
a obstrucao do limen intestinal (REIS et al., 2003; SANTURIO et al., 2008).

Nos caninos, segunda espécie em termos de prevaléncia da doenca, em

geral as infeccbes caracterizam-se pela formacdo de piogranulomas
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gastrointestinais e cutaneos/subcutaneos. Na manifestacdo gastrointestinal
observa-se, frequentemente, quadros de vomitos, anorexia cronica, perda de
peso e diarreia. Em relacdo as manifestacGes clinicas das lesdes cutaneas,
observa-se alopecia, lesbes granulomatosas e ulceracdes com presenca de
grande quantidade de células de defesa, como macréfagos e neutrofilos
(HOWERTH et al, 1989; GROOTERS, 2003; MENDOZA et al., 2005).
Geralmente, os cées afetados sdo oriundos de areas rurais ou permaneceram
por um periodo de tempo em locais alagados (DYKSTRA et al.,, 1999). O
primeiro caso de pitiose canina no Brasil foi relatado por Larson et al. (1997)
em uma fémea que apresentava lesado cutanea no membro posterior direito.

A doenca pode ainda ser diagnosticada em outros animais domeésticos,
como em ruminantes e felinos, levando a diferentes quadros clinicos, como
linfadenite e arterite (MILLER et al., 1985; RAKICH et al., 2005; SANTURIO et
al., 2008).

Em animais selvagens e aves a literatura relata sobre a ocorréncia de P.
insidiosum em dromedario (WELLEHAN et al.,, 2004), tigre de bengala
(BUERGELT et al., 2006), caraina (PESAVENTO et al., 2008) e lesdo vulvar
em camelo (VIDELA et al., 2011).

No homem, a doenca é comum no sudeste da Asia, principalmente na
Tailandia, podendo também ser encontrada nas Américas e Oceania,
manifestando lesdes cutaneas e subcutédneas de natureza granulomatosa ou
mesmo lesBes oculares, como ceratites e Ulceras de coérnea. Outra
manifestacao clinica da doenca humana € a sistémica ou vascular, considerada
a de maior gravidade por resultar na oclusdo dos vasos e/ou aneurisma
(TRISCOTT et al., 1993).

O primeiro relato de caso de pitiose humana no Brasil foi descrito no
estado de Séo Paulo, cuja fonte de infeccdo foi decorrente da atividade de
pesca. O diagnostico conclusivo sé foi estabelecido apés sequenciamento da
regido ITS-5.85 do DNA ribossomal, evidenciando a dificuldade de se
estabelecer o diagnostico, pois a principio este paciente foi tratado para
zigomicose (BOSCO et al., 2005, MARQUES et al., 2006).

O diagnostico da pitiose é tradicionalmente baseado na associacdo das
manifestacbes clinicas com exames histopatolégicos e isolamento do agente.

Em cortes histolégicos, observa-se que o P. insidiosum cora-se bem pelas
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técnicas de Gomori-Grocott e PAS, evidenciando hifas largas, ramificadas e
esparsamente septadas, caracteristicas comuns também de fungos
zigomicetos, fato que retarda o diagndstico, pois frequentemente a pitiose €
confundida com zigomicose (KAUFFMAN, 1998).

Por diferir dos fungos verdadeiros na composicéo de sua parede celular,
contém beta-glucanas, hidroxiprolina e pequena quantidade de celulose ao
invés de quitina e auséncia de ergosterol em sua membrana plasmatica
(ALEXOPOULOS, 1996). O tratamento com antifingicos convencionais €
considerado pouco eficaz e sua agao contra o P. insidiosum € questionavel.
Comumente sdo administrados anfotericina B, cetoconazol e compostos
iodinicos, como iodeto de potassio e sédio (SANTURIO et al., 2003). Em
estudo realizado por McMullan et al. (1977) com ficomicoses subcutaneas em
equinos (nome anteriormente dado a pitiose equina), observou-se eficiéncia de
30% no tratamento Unico com a administracdo de anfotericina B, 50% na
associacdo do procedimento cirdrgico e administracdo do farmaco e em 20%
nao foram detectadas respostas significativas. Ainda, uma pesquisa avaliou a
eficacia da administracdo de anfotericina B pela técnica de perfusdo regional
intravenosa em membros de equinos diagnosticados com pitiose e submetidos
previamente ao procedimento cirdrgico. Os resultados mostraram cicatrizacao
das feridas, sem presenca de recidiva, em 92% dos casos (DORIA et al.,
2012).

Como ja exposto anteriormente, tanto o diagnostico como o tratamento
da pitiose sdo extremamente dificeis e, seguramente, esta serd uma frente de
trabalho que deverd estimular a realizacdo de pesquisas visando, a
identificacdo das proteinas expressas por P. insidiosum para um melhor
entendimento dos mecanismos patogénicos do agente, favorecendo o
desenvolvimento de novas terapias para o tratamento e diagnéstico. Neste
sentido, pesquisas realizadas por um grupo da Universidade Mahidol -
Tailandia, mostraram, pela técnica de Western blotting realizada com soros de
pacientes com pitiose, uma proteina com massa molecular de 74 KDa, a qual
vem sendo considerada como antigeno imunodominante (KRAJAEJUM et al.,
2006). Esta mesma proteina foi investigada por analise de espectrometria de
massas (MALDI-TOF/TOF) e foi identificada como sendo uma B-glucanase,

uma vez que apresentou homologia com proteina semelhante em
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Phytophythora infestans, oomiceto filogeneticamente proximo a P. insidiosum
(KRAJAEJUM et al., 2010).

Em pesquisa realizada por Lerksuthirat et al. (2015), com o secretoma
do P. insidiosum, foi observada a presenca abundante de elicitina, ELIO25,
proteina encontrada apenas em oomycetos, principalmente em espécies do
género Phytophthora e Pythium. Em oomycetos fitopatogénicos, elicitinas estéo
associadas ao transporte de moléculas e estimulam a defesa da planta. Em
teste realizado com anticorpos de coelho anti-ELI025, verificou-se forte reacao
com ELIO25 em P. insidiosum e, a partir disto, vem sendo desenvolvido um
teste de identificacdo especifico para a espécie. A proteina ELIO25 foi
encontrada somente em isolados de P. insidiosum, quando comparada com
outros fungos patogénicos. Em ensaio imunohistoquimico anti-ELI e anti-CFA,
realizado com 38 secc¢des histoldgicas de P. insidiosum, observou-se 100% de
sensibilidade. A partir dos resultados obtidos com a ELI025, a proteina pode se
tornar um biomarcador para a realizacdo de ensaios imunohistoquimicos
(INKOMLUE et al., 2016).

Vale ressaltar que pesquisas realizadas por Schurcko et al. (2003)
evidenciaram a existéncia de cluster genéticos distintos entre diferentes
isolados de P. insidiosum. Foram avaliados um total de 31 isolados de P.
insidiosum, obtidos de humanos, equinos, céaes, felinos, ursos e de uma larva
de Culex quinquefasciatus (mosquito causador de filariose), provenientes dos
continentes americano, asiatico e Oceania. Observou-se que existem trés
clusters genéticos distintos, sendo que em um deles todos os isolados
provenientes do continente asiatico foram juntamente agrupados (cluster III).
Da mesma maneira, todos os isolados do continente americano foram
agrupados no cluster I.

Uma vez que a abordagem protebmica foi a estratégia investigativa
escolhida na presente proposta, cabe ressaltar que, a analise protebmica € o
estudo em larga escala das proteinas, usualmente por métodos bioquimicos
(ANDERSON et al. ,1996; CELIS et. al.,1996; WILKINS et al.,1996; WILKINS et
al.,1997). Este método eficaz de analise surgiu no final da década de 1970,
quando pesquisadores iniciaram a formacéo de bancos de dados de proteinas,
utilizando a técnica de eletroforese de gel bidimensional (GALDOS, 2009). Isso

resultou na catalogacdo extensiva de spots nos géis bidimensionais para se
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criar bancos de dados das proteinas expressas numa amostra biolégica. A
protebmica estd relacionada com o conjunto de tecnologias que tém por
objetivo separar e identificar proteinas em amostras bioldgicas complexas
(O'FARREL,1975). Essas moléculas controlam a maioria dos processos
celulares, podendo agir como enzimas, anticorpos, hormoénios, componentes
estruturais e receptores celulares (ISFOR, 2002; AEBERSOLD et al., 2003).
Tais fatos impulsionaram o desenvolvimento de novas tecnologias para o
estudo deste conjunto de proteinas diferencialmente expressas.

Um estudo protedmico realizado por Lau et al. (2013), com o fungo
dimérfico Penicillium marneffei, principal causador de micose sistémica no
Sudeste Asiatico, revelou que existem 12 tipos diferentes de proteinas
expressas, destacando-se a GAPDH (gliceraldeido 3-fostafo hidrogenase) na
fase micelial e HSP 60 (proteina de choque térmico, HSP - heat shock protein)
na fase leveduriforme. Os autores hipotetizam que essas proteinas
extracelulares estdo envolvidas nos processos de colonizacdo no tecido
hospedeiro.

De maneira similar, Toyotome et al. (2013) determinaram o principal
alérgeno no fungo Basideomiceto Schizophyllum commune, um fungo causador
de micose broncoalveolar alérgica, sinusite alérgica fuangica e impactacao
mucosa de brénquios. Por meio de analise de espectrometria de massas foi
caracterizada a proteina Sch ¢ 1, a qual apresentou homologia com
glucoamilase. Esta proteina foi purificada e empregada em testes sorolégicos,
sendo observados maiores titulos de IgE e IgG em soros de pacientes quando
comparados aos voluntarios saudaveis.

Outro importante fungo na micologia médica recentemente estudado
pela estratégia da protedmica foi o Sporothrix brasiliensis, causador da
esporotricose zoonoética no Rio de Janeiro. Por meio da analise de MALDI Tof-
Tof, Castro et al. (2013) analisaram que a expressao de Gp70 em isolados de
menor viruléncia foi significativamente maior que nos isolados virulentos, tanto
para S. brasiliensis como para Sporothrix schenckii. Estes autores localizaram
também o sitio de producéo desta proteina, que é localizado na parede celular
do fungo. Projeto similar foi desenvolvido por Rodrigues et al. (2015)
explorando a presenca e diversidade de anticorpos especificos contra

antigenos de Sporothrix em gatos com esporotricose, analisando a eficacia

23



destes anticorpos para sorodiagnostico. Os extratos estudados incluiram
proteinas de S. brasiliensis e S. schenckii. A realizacdo da técnica de Western
blotting indicou a presenga da proteina ciclase 3-carboxymuconate, com massa
molecular de 60 KDa em amostras de S. brasiliensis e de 70 KDa para S.
schenckii, sendo antigeno imunodominante de esporotricose felina. A analise
por eletroforese bidimensional revelou seis isoformas da proteina de 60 KDa no
proteoma de S. brasiliensis, apresentando semelhanca na resposta humoral
humana para esporotricose.

A identificacdo de proteinas imunodominantes vem sendo estudada em
microalgas do género Prototheca. Estes micro-organismos tratam-se de algas
unicelulares que causam infeccbes intramamarias em bovinos e infeccfes
cutaneas e/ ou sistémicas em diversas espécies animais e no homem
(SUDMAN, 1974). Estudo realizado com a espécie Prototheca zopfii genoétipo
2, revelou, a partir da técnica de Western blotting, 28 proteinas e a andlise por
MALDI-Tof identificou 15 proteinas, sendo quatro delas (malato desidrogenase,
S-adenosil-L-homocisteina hydrolase, EF-la e Hsp 70) ja descritas como
imunogénicas em outros patdgenos eucariéticos (IRRGANG et al., 2014).

Interessante destacar também que, além de caracterizar antigenos
imunodominantes e marcadores de viruléncia, a estratégia protedmica também
é (til para a identificacdo de micro-organismos de maneira geral. E crescente a
demanda de métodos que permitam a identificacdo precoce de micro-
organismos causadores de infeccdo sistémica, principalmente as associadas
ao ambiente hospitalar (nosocomial infections), uma vez que quanto mais cedo
se estabelece a etiologia da infec¢cdo, melhor € o desfecho para o paciente.
Nesse sentido, Valencia-Shelton e Loeffelholz (2014) discutem a realizacao de
técnicas de diagnéstico que ndo sejam dependentes de cultura. A
espectrometria de massas, especialmente MALDI-Tof (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time-of-flight Mass Spectrometry) foi apontada como
uma ferramenta para auxiliar na identificagdo rapida de micro-organismos, no
entanto ainda ndo pode ser usada isoladamente, uma vez que os bancos de
dados empregados para as analises ainda ndo sdo tdo diversos como 0s
bancos de dados de sequéncias de DNA. Guo et al. (2014) analisaram a
concordancia na identificacdo de bactérias por métodos automatizados (VITEK

2), sequenciamento de DNA da regiao ribossomal 16S e por MALDI-Tof. Foram
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analisados um total de 1.025 bactérias, classificadas em 55 espécies e 25
géneros, sendo que 1.021 (99,6%) e 957 (93.37%) foram corretamente
identificadas por MALDI-Tof a nivel de género e espécie, respectivamente.
Observou-se concordancia em 92,59% dos dois métodos, no entanto a taxa de
erros pela técnica de MALDI-Tof foi menor quando comparada ao VITEK2 (e
5.56% e 6.24%, respectivamente), o que torna esta técnica perfeitamente
viavel para um futuro préximo devido sua rapidez de execucao e baixo custo de
analise. Seguindo esta linha de pesquisa, Almeida et al. (2015) realizaram um
estudo empregando a técnica MALDI-Tof na diferenciagdo entre as espécies
Paracoccidioides lutzii e Paracoccidioides brasiliensis, demonstrando que o
meétodo € promissor em testes clinicos e laboratoriais para determinar possiveis
diferencas entre doencas causadas pelas duas espécies.

A caracterizacdo de proteinas também € estudada na busca de
marcadores de viruléncia para fungos patogénicos relevantes na agricultura.
Entre os principais fungos fitopatogénicos, encontram-se o Fusarium
oxysporum e Verticillium dahliae, responséveis por colonizar o sistema vascular
de plantas. A identificacdo de proteinas secretadas por estes fungos indicaram
biomoléculas ricas em cisteinas, indutoras de necrose e enzimas, importantes
para a patogenicidade do micro-organismo (SAIN & REP, 2015).

O perfil proteico do oomiceto patogénico de plantas Phytophthora capsici
revelou um total de 1336 proteinas nas trés variedades da espécie (Hd3: tipo
selvagem; R3-1 e R3-2: variedades mutantes e resistentes a pyrimorph). A
abordagem prote6mica utilizando as ferramentas de analises Clusters de
Grupos Orthologous de Proteinas (COG) e Kyoto Enciclopédia de Genes e
Genomas (KEGG), identificou 35 proteinas envolvidas no modo de acédo de
pyrimorph contra o patégeno e 62 proteinas relacionadas a resposta ao
estresse de P. capsici perante ao fungicida. Os resultados permitiram
direcionar pesquisas futuras na busca por novos fungicidas (PANG et al.,
2015).

Shen et al. (2015) realizaram um estudo envolvendo a expressao
proteica de isolados de Candida glabrata, patégeno frequentemente
diagnosticado em candidiase, resistentes e susceptiveis ao fluconazol. A partir
da andlise protebmica, identificaram 12 proteinas expressas diferentemente.

Destas, oito estavam presentes apenas em isolados resistentes e quatro
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expressas somente em isolados susceptiveis ao fluconazol. As proteinas
identificadas estavam envolvidas no metabolismo energético, resposta ao
estresse e sintese de macromoléculas, podendo estar associadas com o
desenvolvimento de resisténcia de C. glabrata ao fluconazol.

Diante do exposto, ressalta-se a importancia da identificacdo de
proteinas expressas por P. insidiosum a partir da estratégia protedmica. O
conhecimento do perfil proteico podera auxiliar tanto no diagnostico precoce
quanto no campo terapéutico, duas importantes frentes de trabalho que

precisam ser pesquisadas na pitiose e em seu agente etioldgico.
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5. CONCLUSOES

A padronizacdo da extracdo de proteinas do P. insidiosum permitiu
comparar protocolos distintos de obtencdo de proteinas e com isso determinar
o protocolo de maior rendimento proteico e variabilidade de bandas.

Quanto a extracdo de proteinas e preparagcdo da amostra para a
realizacdo de eletroforese bidimensional os resultados foram satisfatorios. Os
isolados avaliados mostraram um perfil proteico bem definido e fiel ao se
sobrepor os géis com a mesma quantidade de proteinas.

A caracterizacdo das proteinas majoritarias do P. insidiosum, foi
realizada por meio das técnicas analiticas eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas. Foram identificadas 36 proteinas do patdgeno,
dentre elas destacam-se a [ 1,3 glucano sintetase, Hsp 70, enolase,
peroxirredoxina-2, proteina G e proteassoma unidade [, as quais foram
relacionadas a viruléncia.

O presente trabalho é inédito, pois a caracterizacdo proteica deste
patdogeno esta sendo descrita pela primeira vez. Estas informacfes sdo de

extrema valia para o melhor conhecimento do micro-organismo estudado.
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