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Resumo

A pitiose, cujo agente etiologico é o oomiceto Pythium insidiosum, é uma doenca
emergente que ocorre principalmente em paises tropicais e subtropicais,
afetando diversas espécies animais, sendo mais frequente em cavalos no Brasil
e humanos na Tailandia. A doenca é dificil de diagnosticar, porque as hifas do
patbgeno sdo frequentemente confundidas com mucormicoses ou
entomoftoromicoses em cortes histologicos. Além disso, ndo ha antigeno
eficiente e especifico que possa ser utilizado para o diagnéstico rapido e o
tratamento eficiente da pitiose em diferentes espécies. Os antigenos sao
moléculas que o sistema imunoldgico reconhece, tornando essas moléculas
importantes alvos para o diagnostico de micro-organismos. Para a identificacao
de antigenos, a imunoprotedmica é considerada uma ferramenta poderosa.
Nesse sentido, investigamos quais antigenos de P. insidiosum s&o reconhecidos
pelo soro de equinos no Brasil e por soro de pacientes tailandeses com pitiose,
a fim de encontrar proteinas semelhantes que possam ser utilizadas para futuros
testes de diagndstico ou terapia para pitiose. Para identificar as proteinas
imunorreativas de P. insidiosum, foram utilizadas abordagens
imunoproteémicas, técnica de Western blot, seguida pela identificagcdo de
antigenos por espectrometria de massas. Consequentemente, foi possivel
identificar 23 antigenos reconhecidos entre 0s soros de equinos e humanos. Sete
antigenos foram correspondentes aos soros em ambas espécies: heat shock
cognate 70 KDa protein (Hsc 70), heat shock 70 KDa protein (Hsp 70), glucan
1,3-beta-glucosidase, fructose-bisphosphate aldolase, serine/threonine-protein
phosphatase, aconitate hydratase e 14-3-3 protein epsilon. Portanto, esses
resultados demonstram que existem antigenos de P. insidiosum comuns entre
0S soros de equinos e humanos testados que sao candidatos a biomarcadores
para futuros testes diagnosticos e novos candidatos a terapia da pitiose.

Palavras-chave: Diagnéstico, espectrometria de massas, imunoprotedmica,

pitiose, Pythium insidiosum.
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ABSTRACT

Pythiosis, whose etiological agent is the oomycete Pythium insidiosum, is an life-
threatening disease that occurs mainly in tropical and subtropical countries,
affecting several animal species, being more frequent in horses in Brazil and
humans in Thailand. The disease is difficult to diagnose, because the pathogen's
hyphae are often confused with Mucorales or Entomophthorales fungi in
histological sections. In addition, there is no efficient and specific antigen that can
be used for the rapid diagnosis and efficient treatment of pythiosis in different
species. Antigens are molecules that the immune system recognizes, making
these molecules important targets for the diagnosis of microorganisms. For the
identification of antigens, immunoproteomics is considered a powerful tool. In this
sense, we investigated which P. insidiosum antigens are recognized by horses in
Brazil and Thai humans’ serum with pythiosis, in order to find similar proteins that
could be used for future diagnostic tests or therapy approaches for pythiosis. To
identify the immunoreactive proteins of P. insidiosum, immunoproteomic
approaches were used, using the Western blot technique followed by the
identification of antigens by mass spectrometry. Consequently, it was possible to
identify 23 antigens recognized between the serum of horses and humans. Seven
antigens were similar to the two types of serum, being heat shock cognate 70
KDa protein, heat shock 70 KDa protein, glucan 1,3-beta-glucosidase, fructose-
bisphosphate aldolase, serine/threonine-protein  phosphatase, aconitate
hydratase and 14-3-3 protein epsilon. Therefore, these results demonstrate that
there are common antigens among the different serum tested and they may be
excellent candidates for putative biomarkers for future diagnosis and new

approaches for pythiosis therapy.

Keywords: Diagnosis, mass spectrometry, immunoproteomics, pythiosis,

Pythium insidiosum.
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1. INTRODUCAO

A pitiose, doenca infecciosa causada pelo oomiceto Pythium insidiosum,
€ uma doenca emergente e com risco de vida que ocorre com mais frequéncia
em paises tropicais e subtropicais, afetando véarias espécies animais,
principalmente cavalos, cédes e seres humanos [1-3]. Pythium insidiosum é um
agente colonizador de plantas aquéticas, e reproduz-se assexuadamente pela
producdo de esporangios que, quando maduros, rompem-se e liberam
zoOsporos, 0s quais correspondem a forma infectante do patégeno. Os
zoOsSporos se movem na agua até encontrar outra planta ou animal com tecido
injuriado, no qual se encistam e emitem tubo germinativo, dando origem a uma
nova hifa, que induz ao aparecimento de lesdes [3,4].

Devido a presenca recorrente em regiées com acumulo de agua, o cavalo
€ a espécie mais afetada pela doenca no mundo, sendo as lesGes cutaneas as
mais frequentes. Nas lesdes sdo observadas hifas cobertas por células
necréticas que formam massas branco-amareladas chamadas "kunkers". A
forma intestinal também pode estar presente e os animais afetados apresentam
episodios de colica devido a obstrucdo do lumen intestinal [5,6].

Nos seres humanos, a doenca é comum no sudeste da Asia,
principalmente na Tailandia, e também pode ser encontrada nas Américas e
Oceania. As principais manifestacdes clinicas sédo lesGes cutaneas e
subcutaneas, ceratites e Ulceras da cérnea [7]. Outra manifestacao clinica é a
sistémica ou vascular, considerada a mais grave por resultar em ocluséo dos
vasos [8]. No Brasil, foi descrito um Unico caso de pitiose humana, no estado de

Séo Paulo, cuja fonte de infeccdo foi decorrente da atividade de pescaria [9,10].
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A doenca é dificil de diagnosticar, uma vez que as hifas do patégeno séo
frequentemente confundidas com fungos zigomicetos em secdes histologicas e
os métodos de diagnéstico utilizados na identificacdo de P. insidiosum
consomem tempo, agravando o progndstico [11-15]. Tradicionalmente, o
diagnéstico da pitiose baseia-se na associacdo de manifestacdes clinicas,
isolamento do agente em cultura [16-18], testes sorodiagnésticos [15,19-26] e
ensaios moleculares [13,18,27-29]. O tratamento da pitiose também é dificil, pois
0 patdgeno ndo responde satisfatoriamente aos antifingicos disponiveis e é
necessario realizar procedimentos cirlrgicos, muitas vezes extensos, quando
possivel [1,3].

Estudos envolvendo antigenos de P. insidiosum, provenientes de pitiose
humana na Tailandia, identificaram uma proteina de 74 KDa, considerada um
antigeno imunodominante [30]. Essa proteina foi identificada como 3-glucanase,
uma vez que apresentou homologia com proteina semelhante em Phytophythora
infestans, oomiceto filogeneticamente proximo a P. insidiosum [31].

No secretoma de P. insidiosum, foi observada a presenca abundante da
proteina elicitina, ELI025, que quando analisada em testes imunohistoquimicos,
mostrou 100% de sensibilidade nas secg¢des histologicas de pitiose [14,32].

O perfil proteico de P. insidiosum, proveniente de isolados de pitiose
equina no Brasil, detectou antigenos de diferentes massas moleculares (~ 50-55
KDa e ~ 34 KDa), quando incubados com soros de céaes, coelhos, cavalos e
bovinos infectados. No entanto, estas proteinas imunorreativas nao foram
identificadas [33].

Diante do exposto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de

identificar antigenos de P. insidiosum, principalmente na pitiose equina, mais
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prevalente no Brasil, com potencial para utilizacdo como biomarcador para o
diagnéstico e/ou terapéutica da pitiose. Para isso, foi realizada analise
imunoprotebmica para selecionar as proteinas imunorreativas aos soro de

equinos e humanos com pitiose.
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