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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.



10

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.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Pitiose

A pitiose € uma doenca infecciosa causada por um patdgeno do reino
Stramenopila, classe Oomycetes, ordem Pythiales, familia Pythiaceae, na qual
estdo inclusos os géneros Pythium e Phytophthora. Ambos os géneros séo
fitopatdogenos. Phytophthora infestans, é o agente causador da ferrugem da
batata, responsavel pelo episddio da “fome da batata”, que ocorreu na Irlanda
entre 1845 e 1849 [34]. Sdo micro-organismos semelhantes a fungos
encontrados em paises com climas tropical e subtropical [35].

As espécies do género Pythium estdo presentes no solo e ambientes
aguaticos e possuem distribuicdo global; sdo importantes fitopatbgenos e
causam grandes perdas econdmicas na agricultura [1]. Pythium insidiosum,
dentre as espécies do género Pythium, infecta humanos e animais [1,4]. No
entanto, foi relatado dois casos de pitiose humana, causados pela espécie
Pythium aphanidermatum, o que aumenta a importancia deste género na
Micologia Médica [36,37].

Pythium insidiosum é um agente colonizador de plantas aquaticas que se
reproduz assexuadamente pela producdo de esporangios que, maduros,
rompem-se e liberam zodsporos biflagelados, os quais correspondem a forma
infectante do patdgeno. Estes, livres na agua, movimentam-se até encontrar

outra planta ou animal com tecido injuriado, no qual se encistam e emitem tubo
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germinativo, dando origem a formacéo da hifa, que induz ao aparecimento das
lesbes [3,4]. Estudos discutem a possibilidade da penetracdo dos zodsporos a

partir da pele integra, sendo atraidos pelo foliculo piloso [38].

2.2. Epidemiologia

A pitiose é uma doenca ndo transmissivel de ocorréncia esporadica,
encontrada em regides de clima tropical e subtropical pelo mundo. Diferentes
espécies animais sdo afetadas pela doenca, como equinos, caes, gado e
pequenos ruminantes, gatos, animais selvagens e humanos [1,9,10,39-43]. No
entanto, as espécies mais afetadas sdo equinos, cdes e humanos [1].

Raca do animal, idade e sexo ndo séo considerados determinantes da
infeccdo. O fator mais importante a esse respeito € a permanéncia continua em
agua com material vegetal abundante, onde os zo0sporos podem penetrar na
pele lesionada [4,44]. Na Tailandia, a pitiose humana tem sido fortemente
associada a pacientes talassémicos [2,45].

Historicamente, a pitiose foi primeiramente reconhecida por veterinarios
britanicos em cavalos da Indonésia apresentando lesGes de pele, entretanto,
naquele momento, a doencga foi nomeada “hifomicose destruens equi” [46]. As
denominacbes populares da pitiose sao variadas, sendo conhecida em

” “* J) “*

diferentes regides por “bursatte”, “ficomicose”, “dermatite granular”, “granuloma
ficomicdtico”, “cancer dos pantanos” (swamp cancer) como é conhecida na
Flérida, ou ainda "Ferida Brava" e "Ferida da Moda" na regido do Pantanal Mato-
grossense [1,18,44,47].

A pitiose equina é encontrada principalmente no continente americano,

destacando a Regido Centro-Oeste do Brasil, no Pantanal dos estados Mato
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Grosso e Mato Grosso do Sul [47,48]. Devido a grande variedade e quantidade
de materiais vegetais, abundancia de agua e altas temperaturas, o Pantanal
brasileiro promove o desenvolvimento desse patdgeno no meio ambiente.
Durante a estacdo chuvosa (novembro a marcgo), esta regido observa varias
areas inundadas nas quais o gado é criado extensivamente em pastagens. Os
cavalos sao empregados como animais de trabalho para ajudar na remocao de
gado de areas alagadas.

Um estudo sorolégico realizado em equinos no Rio Grande do Sul, do total
de 1.002 soros testados pela técnica de ELISA, 11,1% (1C95% 9,23-13,22) foram
soropositivos para P. insidiosum. Dentre as variaveis analisadas evidenciou-se
maior soropositividade (74,4%) em propriedades com presenca de acudes,
apresentando associacado de 2,13 (IC95%, 1,16-3,91) em comparagcdo com
propriedades sem acude [49]. Poucos estudos apresentam o desfecho da pitiose
equina e merece destaque uma analise retrospectiva realizada por Watanabe et
al. [50], na qual relata-se o atendimento clinico-cirurgico de 28 casos de pitiose
equina atendidos junto ao Servico de Cirurgia de Grandes Animais, do Hospital
Veterinario da FMVZ/Unesp de Botucatu, chamando a atencdo para quanto mais
distal a lesdo nos membros, pior € o progndstico para essa espécie animal [50].
Aléem do Brasil [47,48,51], a pitiose equina também é relatada nos Estados
Unidos [52,53], Costa Rica [17], Venezuela [54], Egito [55], india [46] e Australia
[56,57] e, recentemente, o primeiro caso foi relatado na Tailandia [58].

A pitiose canina é relatada principalmente nos Estados Unidos [59-61] e
no Brasil [62-64]. Um uUnico caso de pitiose em cao foi relatado na Venezuela

[41] e na Africa [43]. Em gatos a pitiose foi relatada nos Estados Unidos [65].
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Em animais selvagens e aves a literatura relata sobre a ocorréncia de P.
insidiosum em dromedario [66], camelo [67], tigre de bengala [68] e dois casos
em aves, um nos Estados Unidos [69] e outro no Brasil [70].

A pitiose humana foi relatada pela primeira vez na Tailandia em meados
da década de 1980 [71,72]. Apesar da maioria dos casos de pitiose humana
serem observadas em pacientes tailandeses, alguns casos humanos também
foram relatados em outros paises, como Estados Unidos [73,74], Brasil [9,10],
india [75] e Israel [76]. Alguns casos de ceratite grave foram relatados em
pacientes apds nadar em regiées onde ocorre pitiose, como no Canada [77],
Franca [78] e Espanha [79]. Esses pacientes relataram nadar na Costa Rica,
Tailandia, Brasil ou Colémbia, respectivamente.

A pitiose humana no sudeste da Asia ocorre normalmente durante a
estacao chuvosa e verédo, com altas frequéncias durante o pico de producao na
lavoura de arroz, sendo a pitiose considerada uma doenga ocupacional aos
agricultores [80]. Como na Tailandia ha muitos pantanos, adequados ao ciclo de
vida de P. insidiosum, as pessoas que trabalham nessas areas tém maior
probabilidade de entrar em contato com o patdgeno e adquirir a infecgédo [2].

Apesar de apresentar distribuicdo global, faltam estudos epidemiologicos
de exposicao ao P. insidiosum na populacdo em geral. Neste intuito foi realizado
estudo de soroprevaléncia em 2641 individuos saudaveis na Tailandia
resultando na prevaléncia estatisticamente estimada de 0,07% (32.000 em toda
a populacao tailandesa). O numero estimado de 32.000 pessoas com anticorpos
anti-P.insidiosum séo significativos, considerando o risco em escala populacional
de exposicdo a um patdgeno que potencialmente leva a condicdo infecciosa de

dificil diagndstico e tratamento e com risco de vida [81].
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2.3. Patogenia

Pela presenca recorrente em regides com acumulo de agua, o equino € a
espécie mais acometida pela doenca no mundo, principalmente na regido do
Pantanal mato-grossense. 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 os
animais acometidos apresentam episédios de célica devido a obstrucao do
l[imen intestinal [5,6].

Nos caninos, segunda espécie em termos de prevaléncia da doenca, em
geral as infeccbes caracterizam-se pela formacdo de piogranulomas
gastrointestinais e cutaneos/subcutaneos. Na manifestacdo gastrointestinal
observa-se, frequentemente, quadros de vOmitos, anorexia cronica, perda de
peso e diarreia. Nas manifestacdes clinicas das lesbes cutaneas, observa-se
alopecia, lesbes granulomatosas e ulceragbes com presenca de grande
quantidade de células do sistema imunolégico, como macréfagos e neutrofilos
[41,82,83]. Geralmente, os caes afetados s&o oriundos de éareas rurais ou
permaneceram por um periodo de tempo em locais alagados [60].

A doencga pode ainda ser diagnosticada em outros animais domésticos,
como em ruminantes e felinos, levando a diferentes quadros clinicos, como
linfadenite e arterite [6,84,85].

No homem, a doenca é comum no sudeste da Asia, principalmente na

Tailandia, podendo também ser encontrada nas Américas e Oceania.
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Normalmente, as lesdes cutdaneas e subcutdneas s&o de natureza
granulomatosa ou lesdes oculares, como ceratites e Ulceras de cérnea [7]. Outra
manifestacao clinica da doenca humana € a sistémica ou vascular, considerada
a de maior gravidade por resultar na oclusado dos vasos e/ou aneurisma, muitas
vezes levando a amputacdo de membros inferiores [8].

O primeiro relato de caso de pitiose humana no Brasil foi descrito no
estado de S&o Paulo, cuja fonte de infeccdo foi decorrente da atividade de
pescaria. O diagnéstico conclusivo so foi estabelecido apds sequenciamento da
regido ITS-5.8S do DNA ribossomal, evidenciando a dificuldade de se
estabelecer o diagnostico, pois a principio este paciente foi tratado para

zigomicose [9,10].

Figura 1. Manifesta¢@es clinicas da pitiose. (A) Pitiose cutanea/subcutanea em
equino, lesdo granulomatosa no membro anterior esquerdo mostrando grande
edema na regido afetada [86]. (B) Pitiose humana no Brasil [9]. (C) Pitiose ocular
na Tailandia [87]. (D) Pitiose vascular [88].

2.4. Diagnéstico e tratamento

O diagnostico da pitiose é tradicionalmente baseado na associacdo das
manifestagbes clinicas com isolamento do agente, exames histopatoldgicos,
sorodiagnadstico e ensaio molecular. Para o isolamento do agente a partir de uma
amostra clinica, o organismo pode ser cultivado em condi¢des aerdbias, em meio

Sabouraud dextrose, de preferéncia a 37 °C, e o crescimento de P. insidiosum é
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rapido, sendo observado em menos de 24 h, colénia ndo aérea, submersa,
coloracdo amarela a marrom. O isolamento do patdogeno em cavalos s6 €
possivel a partir da cultura realizada com “kunkers”. Nas demais espécies, 0s
tecidos infectados devem ser coletados assepticamente, lavado em solucéo
salina ou agua destilada estéreis, cortados em pequenos fragmentos e devem
ser imersos em meios de cultura (Sabouraud, agar-batata dextrose, agar-
sangue). Microscopicamente, as hifas de P. insidiosum s&o esparsamente
septadas, ramificadas, amplas, assemelham-se a fungos filamentosos, como
Fusarium spp., Aspergillus spp. e zigomicetos [89].

Em cortes histolégicos, observa-se que o P. insidiosum cora-se bem pelas
técnicas de Gomori-Grocott e PAS (Periodic Acid of Schiff), no entanto devido a
semelhanca entre as hifas de P. insidiosum e fungos filamentosos mencionados
acima, retarda o diagndstico, pois frequentemente a pitiose € confundida com
zigomicose [90]. Ensaio histologico com anticorpos especificos para P.
insidiosum, anti-P. insidiosum, torna-se necessario.

Keeratijarut et al. [91] desenvolveram um ensaio imunoperoxidase in
house para histodiagnéstico da pitiose, utilizando soro de coelhos infectados
contra amostras de proteinas totais de P. insidiosum. Os resultados dos ensaios
imunohistoquimicos de pitiose para 19 tecidos de pacientes mostrou 100% de
sensibilidade e 94% de especificidade na deteccao de P. insidiosum nos tecidos
infectados. No entanto, foi observada reacéo cruzada do anti-soro de coelho com
espécies de Fusarium [91].

Com a finalidade de melhorar a especificidade do diagnéstico, Inkomlue
et al. [14] desenvolveram um ensaio imuno-histoquimico usando anti-soro de

coelho contra a proteina elicitina (ELI025) de P. insidiosum. As elicitinas séo
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proteinas encontradas apenas nos oomicetos, principalmente nos géneros
Pythium e Phytophthora, e ndo estdo presentes nos fungos. Os ensaios com
anticorpo anti-ELIO25 de coelho apresentou especificidade maior (100%)
comparado ao estudo anterior (94%), quanto a reacao cruzada com fungos [14].

Estudos utilizando amostras de soros humanos e animais na detec¢éo de
anticorpo anti-P. insidiosum foram analisados para o diagnéstico eficiente da
pitiose. Inicialmente, foi desenvolvido um ensaio de imunodifuséo (ID) usando o
extrato de proteinas de P. insidiosum [22, 23]. No entanto, os ensaios de ID
foram comprometidos devido a sensibilidade baixa, aumentando os resultados
falso-negativos. Devido as desvantagens do ensaio de imunodifusdo foram
introduzidos ensaio imunoabsorvente enzimatico (ELISA) [18-20], que mantem
a especificidade e melhora a sensibilidade, e também andlise de Western blot,
relatando alta especificidade para a deteccédo de anticorpos anti-P. insidiosum
[2,25,92]. Entretanto, para uso clinico de ELISA e Western blot € complicado
devido ao tempo de resposta relativamente longo, procedimentos realizados em
varias etapas e equipamentos indisponiveis em laboratorios de rotina. Para
diagnostico rapido e facil da pitiose, foram desenvolvidos ensaio de
hemaglutinagdo (HA), que fornece resultados em uma hora, utiliza glébulos
vermelhos de ovinos revestidos com proteinas de P. insidiosum [11,21]. Devido
a deteccado limitada (84-88%) e especificidade (82-99%) dos ensaios de
hemaglutinacdo, foram realizados testes imunocromatograficos (ICA) para
proporcionar eficacia e rapidez [2,91].

O uso de ensaios moleculares para deteccdo do patdgeno se tornou
popular, devido a alta eficacia do diagnostico. A regido do DNA ribossomal

(rDNA; gene que contém 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA e
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intergenic Spacer) € popularmente utilizada para identificar muitos
microrganismos, incluindo P. insidiosum [93]. Em 2002, Grooters e Gee [18],
desenharam dois conjuntos de primers (nested PCR), para identificacdo
especifica de P. insidiosum. No entanto, as sequéncias ndo foram amplificadas
para as cepas de P. insidiosum da Tailandia. Vanittanakom et al. [26]
desenvolveram novos conjuntos de primers e foram bem sucedidos na
identificacdo de todas as cepas de P. insidiosum da Tailandia. Novos avangos
foram sendo desenvolvidos para identificacdo deste patdégeno, como o uso de
diferentes genes, incluindo o gene que codifica a glucanase, e uso de plataforma
de rapida amplificacdo (real-time PCR) [13].

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 [35,94]. O
tratamento com antifingicos convencionais é considerado pouco eficaz e sua
acado contra o P. insidiosum € questionavel. Comumente sado administrados
anfotericina B, cetoconazol, itraconazol e compostos iodinicos, como iodeto de
potassio e soédio [95]. Um estudo realizado 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 administragcdo do farmaco e em 20%
nao foram detectadas respostas significativas. Ainda, uma pesquisa avaliou a
eficacia da administragdo 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 [96,97].
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2.5. Controle e Saude Publica

N&o existe vacina com o objetivo de evitar novos casos de pitiose. Como
mencionado anteriormente, a vacina € empregada como imunoterapia no
tratamento da doenca.

Em relacdo aos animais, é recomendavel evitar a permanéncia destes em
locais de agua com vegetacao, ja que 0s zodsporos infecciosos sao encontrados
nesse ambiente. Entretanto, em muitas fazendas essa medida ndo € praticada,
uma vez que a pastagem esta mais disponivel nessas areas chamando atencdo
dos animais para alimentacdo. Uma boa pratica para prevenir novas infeccoes,
seria manter 0s animais em um ambiente mais seco.

Uma vez que é impossivel interromper as praticas agricolas, proibir a
natacao em rios e lagoas, a prevencao em seres humanos € também muito dificil.
O uso de equipamentos de protecdo individual (EPI), bem como Oculos de
natacao, luvas, botas de borracha, para entrar em campos inundados, devem
ser recomendados. Outra possibilidade € a sinalizacdo e aconselhamento de
risco em areas endémicas para pitiose.

A transmissao direta entre animais e humanos, transmissao zoonatica,
nao é relatada. A infeccdo é adquirida no ambiente aquatico a partir da
penetracdo de zodsporos pelo tecido injuriado. Nunca foi relatado infeccao
acidental em laboratorio, no entanto, todo cuidado deve ser tomado ao manusear

a producéo de zolsporos in vitro.

2.6. Pythium insidiosum e estudos proteicos
Pesquisas desenvolvidas por um grupo da Universidade Mahidol -

Tailandia, identificaram uma proteina com massa molecular de 74 KDa, a qual
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vem sendo considerada como antigeno imunodominante [2]. Esta proteina foi
investigada como uma B-glucanase, uma vez que apresentou homologia com
proteina semelhante em Phytophythora infestans, oomiceto filogeneticamente
proximo a P. insidiosum [31].

Em pesquisa realizada por Lerksuthirat et al. [32], com o secretoma do P.
insidiosum, foi observada a presenca abundante de elicitina, ELI025,
principalmente em espécies do género Phytophthora e Pythium. Em oomicetos
fitopatogénicos, elicitinas estdo associadas ao transporte de moléculas e
estimulam a defesa da planta. Em teste realizado com anticorpos de coelho anti-
ELI025, verificou-se forte reacdo com ELIO25 em P. insidiosum e, a partir disto,
vem sendo desenvolvido um teste de identificacao especifico para a espécie. A
proteina ELIO25 foi encontrada somente em isolados de P. insidiosum, quando
comparada com outros fungos patogénicos [32]. Em ensaio imunohistoquimico
anti-ELI e anti-CFA, realizado com 38 secc¢bes histoldgicas de P. insidiosum,
observou-se 100% de sensibilidade. A partir dos resultados obtidos com a
ELIO25, a proteina pode se tornar um biomarcador para a realizagédo de testes
diagnosticos [14].

Um estudo do perfil proteico de P. insidiosum detectou antigenos de
diferentes massas moleculares. Foram testados soros de caes, coelhos, equinos
e bovinos, e proteinas de ~ 50 - 55 KDa e ~ 34 KDa foram reconhecidas pelos
soros das quatro espécies analisadas, as quais foram consideradas
imunodominantes. Novos ensaios sa80 necessarios para identificacdo e
caracterizacao das proteinas encontradas no estudo [33].

Um estudo recente, avaliou os espectros gerados da fragmentacao de

proteinas de 53 isolados de P. insidiosum provenientes de casos de pitiose
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humana e animal nos EUA e outros paises. A partir da analise foi possivel
identificar corretamente todos os isolados de P. insidiosum testados e diferencia-
los dos 18 fungos filamentosos utilizados como controle, incluindo quatro outras
espécies de Pythium e Phytopythium. Os isolados de P. insidiosum
geograficamente distintos mostraram diferencas nos espectros de proteinas. Os
resultados desse estudo apontaram a técnica de MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization-Time of Flight) como ferramenta para identificacdo
rapida e precisa de P. insidiosum no diagnéstico da pitiose [98]. Estudo
semelhante foi realizado por Krajaejun et al. [99], no qual foram analisadas por
MALDI-TOF 13 cepas de P. insidiosum (8 humanas e 5 animais) de diferentes
localizacOes geograficas. A partir da técnica foi possivel identificar as cepas de
P. insidiosum diferindo-as das demais espécies testadas (Fusarium, Aspergillus
e especies de fungos zigomicetos). Os espectros obtidos pela analise também
foram capazes de classificar P. insidiosum em trés grupos, Clado-I (linhagens
americanas), Il (linhagens asiaticas e australianas) e Il (linhagens tailandesas
principalmente) [99].

Krajaejun et al. [100] avaliaram o proteoma de P. insidiosum expostos a
diferentes temperaturas (25°C e 37°C), com intuito de identificar possiveis
fatores de viruléncia e patogenicidade. Extratos proteicos foram analisados por
espectrometria de massas, resultando na identificacdo de 1.052 proteinas, das
quais 219 foram expressas ha maior temperatura e 8 foram relacionadas como
putativos fatores de viruléncia. Os autores destacaram a importancia das
proteinas dependentes da temperatura e a patogénese de P. insidiosum [100].

Destaca-se que estudos de caracterizacdo do P. insidiosum por

abordagem protedmica ja vém sendo realizados em nosso laboratorio. Os géis
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analisados pelo software Image Master 2D Platinun v 7.05 (Ge Healthcare)
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 funcoes, trés
foram classificadas como proteinas relacionadas com a viruléncia - 8 1,3 glucano

sintetase, Hsp 70 e enolase [101].

2.7. Imunoprotedmica

A imunoprotedmica € uma ferramenta que interroga todo reportorio
antigénico com finalidade de auxiliar no conhecimento e progressao de doencas,
além de identificar candidatos a vacina e biomarcadores. Avanc¢os rapidos nas
abordagens gendmica e protedmica resultaram na identificacdo e quantificacéo
de proteinas em diversas areas da pesquisa [103].

Em um estudo envolvendo a identificacdo de proteinas imunoreativas de
quatro cepas do fungo Cryptococcus gattii (CG01, CG02, CG03 e R265),
genotipo VGII, a partir das técnicas de eletroforese bidimensional, imunoblotting
e espectrometria de massas, observou-se 38 proteinas imunodominantes nas
quatro amostras. Dentre as proteinas identificadas, foram mapeados 374
peptideos alvos potenciais de células B. As proteinas e peptideos identificados
sao importantes no desenvolvimento de ferramentas de imunodiagnéstico para
criptococose [104].

Abordagem imunoprotedmica identificou 49 proteinas reativas em soros
de pacientes com diferentes quadros de imunossupressdo portadores de

aspergilose invasiva causada por Aspergillus fumigatus. A maioria dos antigenos

detectados tém papel na resposta ao estresse e metabolismo primario, sendo 18
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deles novas descobertas na literatura. Os antigenos encontrados no presente
estudo podem servir de base para o desenvolvimento de uma imunoterapia para
aspergilose invasiva [105,106]. Gautam et al. [71] identificaram 16 proteinas
provenientes de filtrado de cultura de A. fumigatus, a partir da técnica de Western
blotting com soros de pacientes asmaticos sensibilizados por este fungo. Entre
os alérgenos encontrados destacam-se as proteinas Asp f 2 e Asp f 13, ambas
descritas como alérgenas [107].

Haro-Hernandez et al. [108] analisaram as proteinas de Saccharomyces
cerevisiae com o proposito de identificar proteinas antigénicas em cepas
virulentas. Foi utilizada abordagem protedmica, 2D-PAGE seguida por Western
blot, para comparar a resposta sorolégica de cepas virulentas e ndo-virulentas
de S. cerevisiae. Foram identificadas 36 proteinas envolvidas na resposta ao
estresse e vias metabdlicas, que provocaram resposta sorolégica em ratos. A
selecdo de proteinas como possiveis biomarcadores para infec¢cdes por S.
cerevisiae foi avaliada em testes de soros em ratos infectados por S. cerevisiae
contra Candida albicans e Candida glabrata. As proteinas relacionadas ao
estresse, Ahp 1, Yhb 1, Oye 2, gIn 1, e a proteina de ligacdo oxisterol Kes 1, ja
descritas em infec¢cdes por C. albicans, também foram encontradas em S.
cerevisiae, podendo ser candidatas a biomarcadores para ensaios diagnésticos
em infecgdes por S. cerevisiae [108].

Um estudo imunoprotedmico realizado com soros de camundongos
experimentalmente infectados por Candida tropicalis, resultou na identificacéo
de 12 proteinas imunodominantes, 10 delas foram previamente relatadas como
antigenos de C. albicans. As outras duas proteinas, Kgd2p pela primeira vez foi

revelada como antigénica para espécies de Candida, enquanto Idh2p foi ja foi
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descrita como antigeno da Candida parapsilosis. As proteinas imunogénicas
encontradas nesse estudo foram consideradas alvos para o desenvolvimento de
ensaio imunodiagnaostico e vacina, além de contribuir para o conhecimento sobre
a patogenicidade de C. tropicalis [109].

Utilizando anélise imunoprotedmica para C. albicans, Pitarch et al. [110],
encontraram 87 anticorpos da classe IgG, dos quais 43 foram reconhecidas por
soros controle e de pacientes com candidemia. Duas proteinas distintas,
fosfoglicerato quinase e enolase, foram testadas e classificadas na diferenciagéao
de soros de pacientes com infecgédo por Candida albicans e controle. Os autores
destacam a importancia desses antigenos especificos como potencial aplicacdo
no diagnostico ou candidatos a vacinas para candidemias [110].

Outro importante fungo estudado foi o Sporothrix brasiliensis, causador da
esporotricose zoonética. Castro et al. [111] 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 produzida
no citoplasma [111]. Estudo similar foi desenvolvido por Rodrigues et al. [112],
explorando a presenca e diversidade de anticorpos especificos contra antigenos
de Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii em gatos com esporotricose,
analisando a eficacia destes anticorpos para sorodiagnostico. A realizacdo da
técnica de Western blotting indicou a presenca 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 na
esporotricose felina. A andlise por eletroforese bidimensional revelou seis

isoformas da proteina de 60 KDa no proteoma de S. brasiliensis, apresentando
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semelhanca na resposta humoral para esporotricose humana, felina e murina
[112,113].

A identificacdo de proteinas imunodominantes também vem sendo
estudada em microalgas do género Prototheca. Estes micro-organismos tratam-
se de algas unicelulares que causam infec¢des intramamarias em bovinos e
infeccdes cutaneas e/ ou sistémicas em diversas espécies animais e no homem
[114]. Estudo realizado com a espécie Prototheca zopfii gendtipo 2 revelou, a
partir da técnica de Western blotting, 28 proteinas e a anélise 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 patdégenos eucarioticos [115].

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, responsaveis por colonizar o sistema vascular de plantas.
A identificacédo de proteinas secretadas por estes fungos indicaram biomoléculas

ricas em cisteinas, indutoras de necrose e enzimas, importantes para a

patogenicidade do micro-organismo [116].

3. OBJETIVOS

Identificar e caracterizar as proteinas imunodominates de Pythium insidiosum na

pitiose equina e humana.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1- Isolados de Pythium insidiosum e condicdes de cultivo

Os isolados de Pythium insidiosum utilizados neste estudo, denominados
“‘Eq-10, EQ-12, EQ-15, EQ-16 e EQ-20”, foram previamente identificados e
confirmados molecularmente por sequenciamento de DNA da regiao ITS
(Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal utilizando os primers ITS4-
ITS5 [81]. Essas cepas sdo subcultivadas quinzenalmente e mantidas a 27°C no
acervo do Laboratério de Micologia Médica, no departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP.

Os fragmentos miceliais dos isolados foram transferidos para
Erlenmeyers, contendo 100 mL de meio Sabouraud Dextrose Both (Difco,
Detroit, EUA), e incubados sob agitacédo (Agitador-Incubador Orbital ES-20), 120
rpm a 37°C por cinco dias. Apos esse periodo, caldo Sabourad foi removido, a
massa micelial foi lavada com agua deionizada e submetida a extracdo de
proteinas.

4.2- Extracéo de proteinas de P. insidiosum

A extracdo de proteinas de P. insidiosum foi obtida conforme descrito por
Rodrigues et al. [112], com modificacdes. A massa micelial foi congelada em
nitrogénio liquido e macerada em gral e pistilo estéreis. O micélio macerado foi
homogeneizado no instrumento Precellys 24 (Bertin Technologies) (2 ciclos de
20 segundos), em 1 mL de tampéo 20mM Tris-HCI pH 8,8 contendo 2mM CaClz,
coquetel de inibidores de protease (1:100; GE Healthcare, EUA), enzimas
RNAse e DNAse (1:100; GE Healthcare, EUA); e glass beads (Sigma 425-600
pum). Entdo, os restos celulares e glass beads foram removidos por centrifugacao

a 14.000 x g durante 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e acrescido
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de 20mM ditiotreitol-DTT (Sigma). A concentracao de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford (Bio-Rad) [118] e as amostras foram mantidas a -80°C.
4.3- Amostras de soros de equinos e humanos

Amostras de soros de cavalos com pitiose foram coletadas em Botucatu,
no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ/UNESP) e armazenadas a -20°C até o uso. Todos os cavalos tiveram a
confirmacdo diagnéstica por isolamento de P. insidiosum em cultivo
microbiolégico. A fim de aumentar o reconhecimento de proteinas imunorreativas
e evitar efeitos especificos do animal, as amostras foram analisadas em pooled
(n = 22). Soros de equinos (n = 5) sem evidéncia de doencas micol6gicas foram
utilizados como controle.

Immunoblotting também foi realizado com pooled (n = 10) de soros de
humanos com pitiose provenientes da Tailandia. Esses pacientes tiveram o
diagnéstico confirmado por identificacdo do agente etiolégico em cultura e testes
sorologicos no Hospital Ramathibodi, Departamento de Patologia, Bangkok,
Tailandia. Os soros foram armazenados a -20 °C até o uso. Soros de humanos
saudaveis, da Divisdo de Banco de Sangue, Ramathibodi Hospital, foram

utilizados como controle.

4.4- Eletroforese bidimensional

As proteinas (150 ug) foram precipitadas usando acetona 80% (1:4), apds
1h30min a 4°C, e centrifugacdo a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C. A eluicao do
pellet foi conduzida em solucéo de reidratacdo (DeStreak, GE Healthcare, Little
Chalfont, Reino Unido) e 1% [v/v] de tampéao de focalizacéo isoelétrico (IEF, GE

Healthcare, USA) pH 4-7, volume final de 125 uL. A focalizacdo isoelétrica foi
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realizada utilizando o sistema Ettan IPGphor Il (GE Healthcare, EUA). As fitas
IPG (pH 4-7, 7 cm) foram reidratadas durante 16h e posteriormente focalizadas
em 300 V por 1h, 1000 V por 1h, 5000 V por 1h e 5000 V por 40min. Finalmente,
a voltagem foi ajustada para 5000 V até 7000 Vhr (Voltage holding ratio). Todos
os procedimentos de eletroforese bidimensional (2D) foram realizados a 20°C.
As fitas de gradiente de pH imobilizado (IPG) foram equilibradas em 19 mM de
ditiotreitol (DDT) em tampéao de equilibrio (50 mM Tris-HCI pH 8,8; 6 M ureia,
20% glicerol, 2% [m/v] SDS e 0,01% [m/v] azul de bromofenol) durante 15 min,
seguido de 0,2 M iodoacetamida em tampédo de equilibrio durante 15 min. A
segunda dimenséo foi realizada em gel de poliacrilamida a 12,5% (m/v), selado
com 0,5% de agarose e as proteinas separadas usando instrumento Tetra Mini-
Protean (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA; 150 V por 15min e 200 V por 100min).
Apoés a separacgéao, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250
(50% [v/v] etanol, 5% [v/v] acido acético) por 60 min [119] ou diretamente
transferidos no caso de analise de immunoblotting. Os géis foram digitalizados
usando o ImageScanner lll (GE Healthcare Life Sciences) calibrado no modo de

transmissao.

4.5 - 2DE immunoblotting das proteinas de P. insidiosum

As proteinas de P. insidiosum foram separadas por eletroforese
bidimensional seguida de immunoblotting. As proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose de 0,2 ym (Trans-Blot Turbo Transfer Pack; Bio-
Rad, EUA) a 25 V durante 15 min usando o sistema de transferéncia Trans-Blot®
Turbo™ (Bio-Rad, EUA). A transferéncia foi confirmada usando-se a coloragéo

com Ponceau (0,15% Ponceau e 1% [v/v] &cido acético).



32

As membranas foram descoradas com agua destilada e bloqueadas
durante 16 h em tampao TBST (20 mM Tris-HCI, pH 7.4; 137 mM NacCl; 0,1%
[viv] Tween 20, suplementado com 5% [m/v] leite desnatado, 1% de albumina
sérica bovina, pH 7,4) a 4°C sob agitacdo constante. As membranas foram
incubadas com anticorpo primario diluido 1:100 (pooled dos soros de cavalos)
por 4 h a 4°C, sob agitagcdo constante. Entdo, as membranas foram lavadas trés
vezes com tampao Tris (1 M; pH 7,5) contendo 0,05% [v/v] Tween 20 (TBST) por
5 min e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de equino conjugado com
peroxidase, anticorpo produzido em coelho (Sigma, ref. A6917, EUA), diluicéo 1:
1000 durante 2 h a temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram
lavadas com TBST e a marcagdo foi conduzida por quimiluminescéncia
(ImmobilonR Classico Western HRP Substrate, Merck Millipore, EUA) e
analisador de imagem Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences). O
immunoblotting com soros provenientes da Tailandia foi realizado com algumas
modificagdes. As membranas foram incubadas com anticorpo primario diluido
1:1000 (pooled dos soros de pacientes) por 2 h em temperatura ambiente, sob
agitacdo constante. Apds, as membranas foram lavadas trés vezes com tampao
Tris (pH 7,5) contendo 0,05% [v/v] Tween 20 (TBST) por 5 min e incubadas com
anticorpo secundario imunoglobulina G anti-humano conjugada com peroxidase
(Bio-Rad, EUA), diluicdo 1:5000 por 2 h em temperatura ambiente. Em seguida,
as membranas foram lavadas com TBST e a marcacdo foi realizada por
quimiluminescéncia (Pierce ECL Western Blotting Substrate; Thermo Fisher,
USA) e analisador de imagem ChemiDocTM MP Imaging System (Bio-Rad, EUA)
[30]. As imagens dos géis e das membranas foram analisadas pelo software

Image Master 2D Platinum (versao 7.0, GE Healthcare, EUA).
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4.6- Digestéo enzimatica e espectrometria de massas

Os spots proteicos correspondentes as proteinas imunorreativas foram
excisados manualmente dos géis, descorados com etanol a 50% [v/v] e solu¢éo
de 4cido acético a 2,5% [v/v], desidratados com acetonitrila 100% [v/v] (gradiente
grau; Merck, Alemanha) e bicarbonato de amoénio 50 mM (99,5% de pureza;

Sigma Chemical, Espanha) e digeridos com tripsina (Promega, Espanha) [120].

As analises dos peptideos tripticos por espectrometria de massas foram
realizadas por meio de um equipamento de nanocromatografia liquida Ultimate
3000 LC (Dionex, Germering, Germany) acoplado a um equipamento de
espectrometria de massas Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany). As fases mdveis utilizadas foram: A) &cido formico 0,1% [v/v] em agua
LCMS e B, acido férmico 0,1% [v/v] em acetonitrila 80% [v/v]. Os peptideos foram
carregados em uma pré-coluna C18, 30um x 5mm (Codigo 164649, Thermo
Fisher Scientific), e dessalinizados num gradiente isocratico de 4%B por 3
minutos a um fluxo de 300 nL/min. Em seguida, os peptideos foram fracionados
por uma coluna analitica Reprosil-Pur C18-AQ, 3 um, 120 A, 105 mm, Cédigo
1PCH7515-105H354-NV, PICOCHIP) utilizando um gradiente linear de 4-55% B
por 30 min, 55% a 90% B por 1 min, mantido a 90% B por 5 minutos e
reequilibrado a 4% B por 20 minutos a um fluxo de 300 nL/min. A ionizacgé&o foi
obtida utilizando uma fonte Nanospray ion source (PICOCHIP). O modo de
operacdo foi ionizac¢ao positiva utilizando o método DDA. Os espectros MS foram
adquiridos de m/z 200 & m/z 2000, resolucéo de 70.000 e 100 ms de tempo de
injecdo. A camara de fragmentacao foi condicionada com energia de colisdo
entre 29 a 35% com resolucéo de 17.500, 50 ms de tempo de injecéo, 4,0 m/z

de janela de isolamento e exclusdo dinamica de 10s. Os dados de
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espectrometria foram adquiridos por meio do software Thermo Xcalibur (verséo

4.0.27.19, Thermo Fisher Scientific Inc.).

4.7. Bioinformética

Os dados brutos, formato.RAW, foram analisados pelo software
PatternLab (versdo 4.0.0.84 [121]) para a identificacdo das proteinas. Os
principais parametros utilizados nesta ferramenta foram: banco de dados NCBI
(taxonomia Phytophthora infestans); enzima tripsina; permissao de 2 clivagens
perdidas; modificacdo pos-traducional carbamidometilacdo dos residuos de
cisteinas; modificacdo pos-traducional variavel oxidacdo dos residuos de
metionina; erros de tolerancia MS 40 ppm e MS/MS de 0,0200 ppm. A taxa de
FDR (Falso Discovery) maxima foi considerada de = 1%.

As caracterizacfes das proteinas foram feitas utilizando o UniProt [122].
As analises comparativas dos dados foram realizadas pelo software Venny 2.1
[123]. A rede de interacdo proteina-proteina foi construida usando o banco de

dados online STRING (https://string-db.org) versdo 11.0. A andlise da rede

STRING foi realizada com nivel de confianca médio (0,4) [124].


https://string-db.org/
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Abstract

Pythiosis, whose etiological agent is the oomycete Pythium insidiosum, is a 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 missdiagnosed with Mucorales or Entomophthorales fungi in
histological sections. In addition, there is no specific antigen for a rapid diagnosis,
that could contribute to improve the prognosis of pythiosis in different animal
species. Antigens are molecules that the immune system recognize, and are
used as targets for the diagnosis of microorganisms. Immunoproteomics is
considered a promising and powerful tool for antigen identification and, in this
sense, we investigated which P. insidiosum antigens may be recognized by
horses and humans with pythiosis from Brazil and Thailand, respectively, by
using 2D Western blot followed by mass spectrometry for identification of
antigens. We identified 23 antigens 14 recognized between a pooled of serum
from horses and humans. Seven antigens were commonly recognized by both
species, such as: 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 recognized by the
immune responses of horses and humans and these antigens may be studied as

biomarkers for improving diagnosis and therapy approaches.

Keywords: Pythium insidiosum, pythiosis, antigens, diagnosis,

immunoproteomics, 2D Western blot.
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1. Introduction

Pythiosis, whose etiological agent is the oomycete Pythium insidiosum, is
an emerging and life-threatening disease that occurs most frequently in tropical
and subtropical countries, affecting several animal species, especially horses,
dogs and humans 3. This pathogen is a colonizing agent of aquatic plants, in
which occurs the asexual reprodution by the production of sporangia which, when
mature, rupture and release zoospores, the infective form of P. insidiosum.
Zoospores move in the water until they find another plant or animal with injured
tissue, in which they encyst and emit a germ tube, creating a new hypha that
induces the appearance of lesions 34.

Due to the recurrent presence in regions with water accumulation, the
horse is the species most affected by the disease in the world, with skin lesions
being the most frequent. In the lesions, hyphae are observed covered by necrotic
cells that form white-yellowish masses called "kunkers". The intestinal form may
also be present and the animals affected have episodes of colic due to
obstruction of the intestinal lumen %6,

In humans, the disease is common in Southeast Asia, mainly in Thailand,
and can also be found in the Americas and Oceania. Cutaneous and
subcutaneous lesions are usually granulomatous or eye lesions, such as keratitis
and corneal ulcers 7. Another clinical manifestation of human disease is systemic
or vascular, which is considered to be the most serious because it results in
occlusion of the vessels 8. In Brazil, a single report of human pythiosis was
described, in the state of Sdo Paulo, whose source of infection was due to fishing
activity 10,

The disease is difficult to diagnose, since the pathogen’s hyphae are often
confused with Mucorales or Entomophthorales in histological sections and
diagnostic methods used in the identification of P. insidiosum is time-consuming
1115 The diagnosis of pythiosis is traditionally based on the association of clinical
manifestations with culture identification!6-'8, serodiagnostic tests!1519-26 gnd
molecular assays'®1827-2° The treatment of pythiosis is also difficult because the
pathogen does not respond satisfactorily to the available antifungals, and it is
necessary to perform surgical procedures, often extensive, when possible 2.

Studies involving P. insidiosum antigens from human pythiosis, have

identified a 74 KDa protein, which has been considered as an immunodominant
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antigen 3, This protein was identified as R-glucanase, once it showed homology
with similar protein in Phytophythora infestans, an oomycete phylogenetically
close to P. insidiosum 3L, Elicitin antigen, found in the P. insidiosum secretome,
was analyzed in immunohistochemical tests showing 100% sensitivity in the
histological sections of pythiosis tested 1432, Protein profile of P. insidiosum from
equine pythiosis, detected antigens of different molecular weights (~ 50-55 KDa
and ~ 34 KDa), when incubated with serum from infected dogs, rabbits, horses
and cattle. However, serum immunoreactive proteins have not been identified 33,

Given the above, the present study was conducted with the objective of
identify similar P. insidiosum antigens in equine and human pythiosis, with
potential for putative biomarker in diagnosis, as well as therapeutics in pythiosis.
For that, the immunoproteomic analysis was performed to select the

immunoreactive molecules to the serum of these infected species.

2. Materials and methods
2.1. Pythium insidiosum strain and culture conditions

Pythium insidiosum strain used in this study, named “Eq10”, was isolated
from a male horse with pythiosis from state of Sdo Paulo. The identification of this
isolate was confirmed molecularly by DNA sequencing of ITS (Internal
Transcribed Spacer) region of ribosomal DNA with the panfungal primers ITS4-
ITS5. The mycelial fragments of the isolate were transferred to Erlenmeyers,
containing 100 mL of Sabouraud Dextrose Broth (Difco, Detroit, USA), and
incubated under shaking (ES-20 Orbital Shaker-Incubator) at 120 rpm at 37°C for
five days. After that period, Sabourad both was removed and the mycelial mass

was washed three times with deionized sterile water.

2.2. Protein sample extraction

The extraction of P. insidiosum proteins was obtained as described by
Rodrigues et al., with modifications 2. The mycelial mass was frozen in liquid
nitrogen and disrupted by grinding with a pestle until a fine powder was obtained.
The powder mycelium was submitted to the Precellys instrument (2 cycles of 20
seconds; Bertin instruments), in 1 mL of Tris—Ca?* buffer (20 mM Tris—HCI pH
8.8, 2 mM CacCl?) containing a commercial cocktail of protease inhibitors (1:100;
GE Healthcare, USA), RNAse, and DNAse enzymes (1:100; GE Healthcare,



52

USA); and glass beads (Sigma 425-600 um). After, cell debris and glass beads
were removed by centrifugation at 14,000 x g for 10 minutes at 4°C, and
dithiothreitol (20 mM; Sigma) added to the supernatant. The protein concentration
was determined by the Bradford (Bio-Rad) method®® and the sample was kept at
-80° C.

2.3. Serum samples from infected horses and humans

Serum samples from confirmed infected horses were collected during
animal care at the Veterinary Hospital from the School of Veterinary Medicine
and Animal Sciences, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brazil, during the years
2008 and 2018 and stored at -20°C until use. In order to increase the recognition
of seroreactive spots and avoid patient-specific effects, the samples were pooled
(n=22). Normal horse serum samples (n=5) from animals without evidences of
other mycotic diseases were used as a control.

Immunoblot was also performed with pooled serum from humans (n=10)
with pythiosis from Thailand. These patients had the diagnosis confirmed by
culture identification and serological tests at Ramathibodi Hospital, Department
of Pathology, Bangkok, Thailand. All serum samples were stored at -20°C until
use. Serum from healthy Thai humans, who came to the Blood Bank Division,

Ramathibodi Hospital, were used as control.

2.4. Two-dimensional gel electrophoresis

Proteins (150 ug) were precipitated using acetone 80% (1:4), following
1h30min at 4°C and centrifugation at 14,000 x g for 10 minutes at 4°C. Proteins
were diluted with commercial rehydration solution, DeStreak (GE Healthcare,
Little Chalfont, UK) and 1% [v/v] isoelectric focusing (IEF) buffer (GE Healthcare,
USA) pH 4-7, final volume of 125 pL. Isoelectric focusing was performed using
the Ettan IPGphor 11l system (GE Healthcare, USA). IPG strips (pH 4-7, 7 cm)
were rehydrated overnight and subsequently focused at 300 V for 1 h, 1000 V for
1 h, 5000 V for 1 h, and 5000 V for 40 min. Finally, the voltage was set to 5000 V
until 7,000 Vhr, all performed at 20 °C. The Immobilized pH gradient (IPG) strips
(GE Healthcare, SWE) were equilibrated in 19 mM Dithiothreitol (DDT) in
equilibration buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M urea, 20% glycerol, 2% [w/V]
SDS, and 0.01% [w/v] bromophenol blue) for 15 min, followed of 0.2 M
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iodoacetamide in equilibrium buffer for 15 min. The second dimension was
performed on 12.5% (w/v) polyacrylamide gels, sealed with 0.5% agarose and
proteins separated using Mini-Protean Tetra cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA,;
150 V for 15 min and 200 V for 100 min). After separation, gels were stained with
Coomassie Brilliant Blue R-250 (50% [v/v] ethanol, 5% [v/v] acetic acid) for 60
min3® or directly transferred in the case of immunoblot analysis. The gels were
scanned using the ImageScanner Il (GE Healthcare Life Sciences) calibrated in

transmission mode.

2.5. 2D immunoblot of P. insidiosum proteins

Pythium insidiosum proteins were resolved by 2D gel electrophoresis
followed by immunoblot in order to evaluate seroreactive spots to serum from
horses and humans with pythiosis. The proteins were transferred onto a 0.2 um
nitrocellulose membrane using Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad, USA)
at 25 V for 15 min using Trans-Blot® Turbo™ Blotting System (Bio-Rad, USA).
The transference of the spots to the membrane was evaluated by Ponceau'S
(0.15% Ponceau'S and 1% [v/v] acetic acid) staining.

The membranes were destained and then blocked overnight in TBST
blocking buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.4; 137 mM NacCl; 0.1% [v/v] Tween 20,
supplemented with 5% [w/v] skim milk; pH 7.4) at 4°C under constant shaking.
To perform immunoblot from horse’s serum, the membranes were probed with
primary antibody diluted 1:100 (pooled serum from horses) for 4 h at 4°C, under
constant shaking. After, the membranes were washed three times with washing
buffer (TBS, pH 7.5; 0.05% Tween 20) for 5 min and incubated with secondary
antibody anti-horse IgG (whole molecule)- Peroxidase, antibody produced in
rabbit (Sigma, ref. A6917, USA) at a 1:1000 dilution for 2 h at room temperature.
The membranes were washed with washing buffer and labeling was conducted
by chemiluminescence (Immobilon® Classico Western HRP Substrate, Merck
Millipore, USA) and image analyzer Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare Life
Sciences). Immunoblot from Thai patient’'s serum was performed with some
modifications. Membranes were probed with primary antibody diluted 1:1000
(pooled serum of human patients) for 2 h at room temperature, under constant
shaking. After, the membranes were washed three times with washing buffer
(TBS, pH 7.5; 0.05% Tween 20) for 5 min and incubated with secondary antibody
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goat anti-human immunoglobulin G conjugated with horseradish peroxidase (Bio-
Rad, USA) at a 1:5000 dilution for 2 h at room temperature. Next, the membranes
were washed with washing buffer and labeling was conducted by
chemiluminescence (Pierce ECL Western Blotting Substrate; Thermo Fisher,
USA) and image analyzer ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA),
The gels and membranes images were analyzed by software Image Master 2D
Platinum (7.0 version, GE Healthcare, USA).

2.6. Trypsin digestion and mass spectrometry

The 2D immunoblot seroreactive proteins were manually excised,
destained with 50% [v/v] ethanol, and 2.5% [v/v] acetic acid solution, dehydrated
with 100% [v/v] acetonitrile (gradient grade; Merck, Germany), and 50 mM
ammonium bicarbonate (99.5% purity; Sigma Chemical, Spain), and digested
with trypsin (sequencing grade; Promega, Spain)?’.

The analyzes of the triptych peptides by mass spectrometry were
performed using an Ultimate 3000 LC liquid nanochromatography equipment
(Dionex, Germering, Germany) coupled to a Q-Exactive mass spectrometry
equipment (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). The mobile phases
used were: A) 0.1% [v/v] formic acid in LCMS water and B, 0.1% [v/v] formic acid
in 80% [v/v] acetonitrile. The peptides were loaded on a C18 pre-column, 30um
x 5mm (Code 164649, Thermo Fisher Scientific), and desalinated in an isocratic
gradient of 4% B for 3 minutes at a flow of 300 nL/min. Then, the peptides were
fractionated by a Reprosil-Pur C18-AQ analytical column, 3 um,120 A, 105 mm,
Code 1PCH7515-105H354-NV (PICOCHIP) using a linear gradient of 4-55% B
for 30 min, 55% at 90% B for 1 min, maintained at 90% B for 5 minutes and
rebalanced at 4% B for 20 minutes at a flow of 300 nL/min. lonization was
achieved using a Nanospray ion source (PICOCHIP). The mode of operation was
positive ionization using the DDA method. The MS spectra were acquired from
m/z 200 to m/z 2000, resolution of 70,000 and 100 ms of injection time. The
fragmentation chamber was conditioned with collision energy between 29 to 35%
with a resolution of 17,500, 50 ms of injection time, 4.0 m/z of isolation window
and dynamic exclusion of 10s. Spectrometry data was acquired using the Thermo

Xcalibur software (version 4.0.27.19, Thermo Fisher Scientific Inc.).
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2.7. Bioinformatics analysis

The analysis of the raw data, of the mass spectrometry, in the .RAW format
were submitted to the PatternLab software (version 4.0.0.84)% to obtain the
protein identification. The main parameters used in this tool were: NCBI database
(taxonomy Phytophthora infestans); trypsin enzyme; permission for 2 missing
cleavages; post-translational carbamidomethylation modification of cysteine
residues; variable post-translational modification oxidation of methionine
residues; tolerance errors MS 40 ppm and MS/MS 0.0200 ppm. The maximum
FDR (False Discovery) rate was considered to be =2 1%.

The localization of protein was made using UniProt*®. Comparative
analyses of data were performed in Venny 2.1 program?°. The protein—protein
interaction networks were constructed using the online STRING database
(https://string-db.org) version 11.0. The STRING network analyze was performed

with a medium confidence level (0.4)L.

3. Results
3.1. Protein profile of Pythium insidiosum and immunoreactive proteins

The protein profile, the location of the spots and the identification of
proteins, shown in our previous work*?, were consistent with the results obtained
in the present study, thus demonstrating the robustness of the methodology used.
The protein profile of the different P. insidiosum isolates studied is similar in terms
of the number and molecular weight of bands and spots observed in the 1D and
2D-PAGE electrophoresis, respectively (Supplemental Figure S1 and S2).
Therefore, we conducted the present work using the P. insidiosum strain called
"Eq-10".

The protein extraction protocol, Tris-Ca?*, was suitable for the study of P.
insidiosum antigenic molecules, generating samples with a high quantity of
proteins (2,23 pg/uL) and not degraded (Figure 1; Supplemental Figure S1 and
S2). To evaluate the samples, 150 ug of proteins were separated by two-
dimensional electrophoresis. Initially, immobilized pH gradient (IPG) strips
ranging from 3 to 10 were used. The gels obtained showed low resolution of spots
in the pH range from 3 to 10 and better separation of spots by isoelectric point

using strips with pH range of 4-7 (Supplemental Figure S3). Thus, the 2D
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electrophoresis were conducted using an immobilized pH gradient of 4-7,
obtaining better sample resolution and separation.

Two-dimensional gel Western blotting analysis revealed a total of 23 spots
of proteins that were immunoreactive to the pooled serum of horses and humans
diagnosed with pythiosis (Fig. 1). Nineteen spots with molecular weight (MW)
ranging from 28 to 88 KDa and isoelectric point (pl) between 4.58 and 6.60 were
detected by the horse sera (Fig. 1A) and human sera (Fig. 1B). The control serum

of horses and humans were not immunoreactive (data not shown).
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Figure 1. 2D protein profile of Eg-10 isolate of Pythium insidiosum (Al, B1).
Identification of immunoreactive proteins from P. insidiosum by 2-D Western blot
analysis in pooled horse serum (A2) and pooled human serum (B2). The numbers
of the spots refer to the identification used in Tables 1 and 2. The experiments

were run in triplicate.

A total of sixteen individual proteins were successfully identified by mass
spectrometry from 23 immunoreactive spots (Table 1 and Table S1). Ten spots
(1-5, 9, 14, 17, 18 and 19; Fig. 1 A2 and B2) were immunoreactive for both horse



Table 1. Summary of immunoreactive proteins in Pythium insidiosum identified by mass spectrometry.
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and human serum, identified and corresponded to seven individual proteins listed

in Table 2.

Spot Protein name Accession Gene Pred pl Protein Coverage
no no MwW Score (%)
(Uniprot) (KDa)

Heat shock cognate 70 kDa protein DONHI7 PITG_11913 86 5.54 66.239 16

2  Heat shock cognate 70 kDa protein DONHI7 PITG_11913 86 5.65 54.232 14
Glucan 1,3-beta-glucosidase DONEL9 PITG_10218 69 5.65 40.664 7

3 Heat shock cognate 70 kDa protein DONHI7 PITG_ 11913 86 5.74 41.397 14
Glucan 1,3-beta-glucosidase DONEL9 PITG_10218 69 5.74 17.895 5

4 Aconitate hydratase DONY26 PITG_18048 88 6.26  122.175 23
5 Aconitate hydratase DONY26 PITG_18048 88 6.35 191.649 27
6 Aconitate hydratase DONY26 PITG_18048 88 6.47  164.533 26
7 Chaperonin CPN60-1 DONHMS8 PITG_11966 63 5.07 293.798 34
8 Chaperonin CPN60-1 DONHMS8 PITG_11966 63 5.12  359.499 35
9 Heat shock 70 kDa protein DONSJ5 PITG_15786 68 4.90 12.61 8
10 6-phosphogluconate DONE49 PITG_10032 53 5.46 82.972 28

dehydrogenase
11 Vacuolar proton pump subunit B DONG6F5 PITG_06118 57 5.55 248.97 50
12 Isocitrate dehydrogenase [NADP] DON755 PITG_07056 48 6.47  188.754 43
13  Isocitrate dehydrogenase [NADP] DON755 PITG_07056 48 6.60 183.697 44
14 Serine/threonine-protein DOMXY7 PITG_03574 35 5.06 10.346 23
phosphatase
15 40S ribosomal protein SA DOMUES8 PITG_01922 31 5.22 72.538 26
16 Transaldolase DON3B2 PITG_05636 37 5.74 24.121 16
17 Fructose-bisphosphate aldolase DOMX78 PITG_02785 43 6.00 25.961 4
18 Fructose-bisphosphate aldolase DOMX78 PITG_02785 43 6.14  246.075 26
19 14-3-3 protein epsilon DONYS2 PITG_19017 28 458  425.094 82
20 Arginase DON266 PITG_04851 38 5.00 59.674 13
21 Arginase DON266 PITG_04851 38 5.10 115.704 17
22 Glycerol-3-phosphate DONOGS8 PITG_04065 38 5.34 46.334 20
dehydrogenase [NAD(+)]
23 Triosephosphate isomerase DOMZB6 PITG_03078 25 5.81 52.947 14
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Table 2. Immunoreactive proteins matching between pooled horse and human

serum. Biological process based on Uniprot database.

Spot no Protein Biological process
1,2and Heat shock cognate 70 kDa protein stress response
3
2 and 3 Glucan 1,3-beta-glucosidase carbohydrate metabolic
process
4 and 5 Aconitate hydratase tricarboxylic acid cycle
9 Heat shock 70 kDa protein protein folding and
stress response
14 Serine/threonine-protein phosphatase phosphoprotein
phosphatase activity
17 and Fructose-bisphosphate aldolase glycolytic process
18
19 14-3-3 protein epsilon signaling protein ligands

3.3. Bioinformatics identification

Immunoblot of P. insidiosum with pooled horse and human serum resulted
in sixteen proteins, represented in the Venn diagram (Fig. 2). Horse and human
sera showed thirteen and ten proteins, respectively. Among these proteins, six
(37.5%) of which were exclusive from horses, three (18.8%) from humans and

seven (43.8%) were common (Fig. 2).
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protein
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L 4
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Figure 2. Venn diagram (left) of proteins identified in the immunoblot with horse

(A) and human serum (B). Network interaction (right) of the seven matching

antigens between pooled horses and human’s serum.

Protein interaction occurs among 14-3-3 protein epsilon, heat shock 70

KDa protein (Hsp 70) and heat shock cognate 70 KDa protein (Hsc 70). The other
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proteins, glucan 1,3-beta-glucosidase, fructose-bisphosphate aldolase,
serine/threonine-protein phosphatase and aconitate hydratase, showed no

connection.

4. Discussion

Early diagnosis is essential for successful treatment of pythiosis. Actually,
the accurate diagnosis of pythiosis includes culture identification¢-*8, which is
time-consuming and may fail to grow the organism; molecular assays, based on
PCR, requiring qualified personnel and specialized equipment!326-29;
serodiagnostic tests (immunodiffusion, enzyme-linked immunosorbent assay
[ELIZA], immunochromatographic tests, Western blot and hemagglutination) for
the detection of antibodies in the serum, however such tests produce false-
negative results!1519-26. The present work adopted an immunoproteomic
approach to compare antibody responses in horse and human serum for the
identification of new serodiagnostic targets in pythiosis.

The proteins extracted from P. insidiosum were fractionated in 2-D PAGE
and evaluated using the Western blot technique with pooled horse and human
serum with pythiosis. Twenty-three immunoreactive spots were detected and
resulted in the identification of sixteen individual proteins, since the same protein
was identified in two or more spots. The presence of the same protein in multiple
spots can be observed due to the existence of natural isoforms, post-translational
modifications, or differences in sample preparation®3,

Among the seven matching spots, the protein identification revealed heat
shock cognate 70 KDa protein (Hsc 70), heat shock 70 KDa protein (Hsp 70),
glucan 1,3-beta-glucosidase, fructose-bisphosphate aldolase, aconitate
hydratase, serine/threonine-protein phosphatase,14-3-3 protein epsilon (Table
2). Heat shock cognate 70 KDa protein was detected in three spots (1, 2 and 3;
Table 1, Fig. 1), this protein belongs to the heat shock protein 70 family*+4°, along
with heat shock 70 KDa protein (spot 9; Table 1, Fig. 1). Hsp 70 and Hsc 70 are
chaperones found in all organisms, from bacteria to humans, in the cell
membrane, cytoplasm, nucleous, endoplasmic reticulum and mitochondria and
play a critical role in various routine biological processes involving both systemic
and cellular stress related to changes in temperature*®“®. In Saccharomyces

cerevisiae, a mutation in the gene Y7, caused temperature sensitivity during its
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growth. Analyzing the mutant yeast suppressor genes, the SSB1 gene was
observed, which codes for heat shock cognate 70 KDa protein. The introduction
of this gene in mutant cells supplied the defects in temperature sensitivity and
facilitated the degradation of proteins encoded by genes with the mutation*®. Hsp
70 protein from Paracoccidioides brasiliensis was recognized by serum from
patients with paracoccidioidomycosis®. Studies related to Hsp 70 and Hsc 70
proteins and their functions in oomycetes are scarce. We believe that these
proteins are important in the pathogenicity of P. insidiosum, since the pathogen
is found in the environment and when it invades a host tissue, it needs to adapt
to the higher temperature promoting the repair and modeling of proteins
fundamental to its growth??.

The glucan 1,3-beta-glucosidase protein was identified in the spots 2 and
3 (Fig. 1), although this enzyme is not the most abundant protein in both spots,
heat shock cognate 70 KDa protein appears as the first identification with highest
score (Table 1, Supplemental Table S1). However, this enzyme has been
previously found in isolates of P. insidiosum in Brazil*? and also described as
being immunodominant in studies conducted with serum from Thai patients with
pythiosis3%:31. Phylogenetical analysis with the exol gene, which codes for exo-
1,3-B-glucanase, grouped this gene close to other oomycetes and far true fungi.
The authors highlight this enzyme as a target for the development of vaccines
and drugs against the pathogen®!. A study carried out with the pathogenic fungi
Histoplasma capsulatum, identified two proteins, endo and exo-3-1,3-glucanase,
highly active in yeasts under infection conditions, while in the mycelial form
(environmental form) these proteins are minimally expressed. These proteins
were related to the pathogenicity of H. capsulatum 52%3, Glucanase enzyme,
endo-1,3(4)-beta-glucanase, was also found as an antigen in the secretome of
Paracoccidioides spp. (P. americana, P. brasiliensis, and P. restrepiensis) yeast
forms®4. The B-glucans are the main structural components of fungal cell walls,
in combination with other molecules that provide strength and rigidity®®°6. Many
fungi produce exocellular enzymes that degrade 3-glucans, the 3-glucanases ([3-
1,3 and R-1,6-glucanases)®’*8. The glucan 1,3-beta-glucosidases identified in the
present study is essential in the development of P. insidiosum, because they play
a fundamental role in the morpho-physiological processes of the cell wall, thus

favoring the growth of hyphae.
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Mass spectrometry and bioinformatics of the spots 17 and 18 (Fig. 1, Table
1) resulted in the identification of the fructose- 1,6-bisphosphate aldolase (Fba)
protein, with molecular mass of 43 KDa and isoeletric points of 6.00 and 6.14,
respectively (Table 1). Fba proteins are enzymes used in glycolysis and
gluconeogenesis, and are classified into class | and class Il %61, Class | enzymes
are present in plants, animals, algae and prokaryotes. Class Il, on the other hand,
requires a metallic ion (Zn?* or Fe?*) in the catalytic cycle. Class Il is absent in
animals and plants, but it is essential to protozoa, micro-algae, bacteria and fungi,
favoring studies with this enzyme as targets for new drugs 2%, This enzyme was
highlighted in a recent study with the pathogenic fungus Paracoccidioides lutzii,
by identifying 215 proteins of P. lutzii that interacted with macrophage proteins.
Among the proteins identified, two were identified as serine proteinase (also
found in this study, spot 14, Fig. 1) and Fba, both expressed on the surface of
the pathogen during interaction with macrophages in the infectious process 4.
Fba was one of the Candida albicans proteins selected, by peptide epitope
search algorithms, for developing a vaccine for candidiasis and showed the best
results in reducing renal fungal load %5, In pathogenic fungi Cryptococcus
neoformans 8’ and Paracoccidioides lutzii %8, Fba binds to host molecules and
performs an adhesion function, in addition to their glycolytic activity. In this sense,
we believe that the Fba protein found in our study may be involved in the
interaction with host cells in the adhesion process, participating in the virulence
process of P. insidiosum.

Serine/threonine-protein phosphatase (spot 14, Fig. 1, Table 1) identified
in the present study is an important mediator of fungal proliferation and
development, as well as infection-related morphogenesis and transduction.
These proteins have the function of phosphorylation and are essential to
fundamental processes in fungi, such as cell cycle and transcription °. A study
with Saccharomyces cerevisiae showed that the deletion of the SIT4 gene, which
encodes the serine/threonine-protein phosphatase, increases the sensitivity of
the yeast to azoles, cycloheximide, daunorubicin, rhodamine B and rhodamine
6G, suggesting a new therapeutic approach’®. The deletion of the gene that
codes for this same protein was also analyzed in C. albicans "* and Aspergillus
fumigatus 72, resulting in more sensitivity to oxidative stress of immune cells of

the host 73.Undoubtedly this may be an important discovery, since to avoid the
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host's innate immune system, pathogens need to survive oxidative conditions in
neutrophils and macrophages 4.

Another antigen detected was the aconitate hydratase or aconitase (spots
4 e 5, Fig. 1, Table 1). Aconitase plays a role in the Krebs cycle, catalyzing the
conversion of citric acid to isocitric acid, resulting in molecules that produce
energy and essential precursors for carbohydrates and amino acids 7. In
addition, to its role in the Krebs cycle, this enzyme functions as an iron regulatory
protein, controlling the expression of the ferritin and transferrin receptor in
mammalian cells’®. In S. cerevisiae, aconitase was characterized as a conjugated
protein containing an iron-sulfur prosthetic group, which acts on both substrates
linking to the active site or in catalysis’’. The expression of this enzyme was
evaluated in P. brasiliensis in the yeast and mycelium phases, under cultivation
conditions in carbon sources or different levels of iron. Aconitase was more
abundant in the yeast phase and when the fungus was incubated with C2 carbon
source or high iron concentration’. An increase in the expression of aconitase
over a high iron concentration was also observed in C. neoformans’. The
possible role of aconitase in regulating the mechanisms of iron levels is
supposed’®. Many pathogens, both prokariotes and eukaryotes, need iron in its
vital metabolic process’®®!l. Genetic studies with P. insidiosum isolates from
Thailand showed the gene that encodes for the enzyme ferrochelatase &, which
is needed for the heme biosynthesis by catalyzing the introduction of iron into
porphyrin”®. Information about iron metabolism in P. insidiosum is scarce,
however, an important predisposing factor in human pythiosis, in Thailand, is
thalassemia. Patients presenting thalassemia show an overload of circulating iron
that could benefit P. insidiosum. Anemic rabbits experimentally infected with P.
insidiosum showed lesions larger than those in the control group®3,

Finally, spot 19 (Fig. 1, Table 1) identified the 14-3-3 protein epsilon, which
is highly conserved in eukaryotes and abundant in phospho-serine/ threonine
binding proteins®8. The 14-3-3 epsilon media metabolism and signal
transformation networks through bonds to other proteins 887, these bonds affect
the conformation and function of target proteins®. Deregulation of this protein is
involved in disease progression and pathogenesis®’. In Paracoccidioides
brasiliensis, the 14-3-3 protein (Pb14-3-3) is highly expressed in virulent isolates

and has the function of an adhesion protein®. Downregulation of Pb14-3-3
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expression exhibit modifications such as more elongated cells, impairment in
dimorphism, decreased interaction with pneumocytes and reduction in bud
number 8, Still in P. brasiliensis, Marcos et al.°° observed that the downregulation
of the 14-3-3 protein alters the pathogen's ability to cause host cell apoptosis,
which may be due a consequence of decreased secretion of Pb14-3-3 or the loss
of putative adherence mediated by 14-3-3. In Pythium insidiosum this protein may
be related to the virulence of the pathogen favoring the adhesion process, as
mentioned in the literature.

In the present study we have identified and characterized antigens
recognized by horses and human’s sera with pythiosis. These proteins can be
prospecting as biomarkers for new diagnosis of pythiosis, as well as for

therapeutic purposes of this important neglected disease.

5. Conclusion

A total of 23 immunoreactive spots were identified for pooled horses’
serum from Brazil and human’s serum from Thailand. The spots were identified
by mass spectrometry and bioinformatics analysis, resulting in 16 unique
proteins. Seven matching antigens were discussed and related to their functions
in different pathogenic fungi, are their glucan 1,3-3-glucosidase, Hsc 70, Hsp 70,
aconitate  hydratase, serine/threonine-protein  phosphatase, fructose-
biphosphate aldolase, 14-3-3 protein epsilon. The seven matching antigens
found here may be promising for studying new methods for diagnosing and
therapy of pythiosis.
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