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RESUMO

O estudo de conidiobolomicose ovina tem sido realizado nos seus aspectos clinicos,
epidemioldgicos, patologicos e moleculares. Entretanto, informacgfes sobre a resposta imune
do hospedeiro na infeccdo por Conidiobolus lamprauges e da variabilidade genética da
espécie sdo escassos. O presente trabalho descreve a identificagdo de proteinas
imunorreativas de C. lamprauges pela técnica de western blot onde foram identificadas doze
bandas reativas, com massas moleculares variando de 35 a 198 kDa. Dentre estas, a proteina
de 198 kDa reativa em trés soros de ovinos e a de 53 kDa que apresentou a maior intensidade
comparativamente com outras bandas, sendo provavelmente imunodominante. Através da
andlise da variabilidade genética de sete isolados de C. lamprauges oriundos de casos clinicos
de conidiobolomicose de diferentes regides do Brasil pela técnica de Random Amplification
of Polymorphic DNA (RAPD) houve padrdes de amplificacdes variados sendo observadas de
4 a 17 amplicons. Ao analisar os perfis gerados foi observada variabilidade genética entre os
isolados, sendo possivel a separacdo em cinco grupos representativos em relagdo a forma
clinica da doenca e a origem geografica. Os dados gerados podem contribuir para o
entendimento dos mecanismos patogénicos e de resposta imune do hospedeiro e sobre os

aspectos eco-epidemioldgicos de C. lamprauges.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Zigomicoses sdo micoses invasivas causadas por fungos pertencentes a classe dos
zygomycetes, ordens Mucorales e Entomophthorales. Dentro dessa ultima, Conidiobolus
coronatus, Conidiobolus incongruus, Conidiobolus lamprauges, vém sendo descritos como
agentes da conidiobolomicose, micose granulomatosa de importancia médica e veterinaria
crescente (GUGNANI, 1992; RIBES et al., 2000; SILVA et al., 2007a; TADANO et al.,
2005; VILELA et al., 2010; KIMURA et al., 2011; ISA-ISA et al., 2012; BACHELET et al.,
2014).

Conidiobolus spp. sdo considerados sapréobios, comumente encontrados no solo e em
restos vegetais em decomposicao, que podem parasitar varias espécies de artrépodos, entre
esses insetos e aranhas (MORAES et al., 1997; RIBES et al., 2000; TADANO et al., 2005). A
infeccdo no homem e nos animais domeésticos estd frequentemente associada a rinite
granulomatosa e ocorre possivelmente pela implantacdo de esporos inalados ou através de
lesbes dermatoldgicas causadas por insetos infectados com conidios (MORAES et al., 1997;
RIBES et al., 2000; TADANO et al., 2005; SILVA et al., 2007a). A infeccdo ocorre, em
geral, na auséncia de imunodepressdo, todavia, ha relatos da infeccdo em individuos
imunocomprometidos (CARRIGAN et al., 1992; WALKER et al., 1992; MORAES et al.,
1997; STEPHENS & GIBSON, 1997; RIBES et al., 2000, BOONSAGSUK et al., 2001;
KIMURA et al., 2011).

Embora, Conidiobolus spp. sejam cosmopolitas, casos da conidiobolomicose
historicamente tém sido descritos em areas tropicais e subtropicais em humanos e animais
(RIBES et al., 2000). C. coronatus e C. incongruus sdo consideradas espécies de maior
relevancia epidemioldgica nos casos de conidiobolomicose (RIBES et al., 2000), contudo, C.
lamprauges vém despertando interesse da comunidade cientifica em casos de rinite e de
infeccdo disseminada em humanos (SILVA et al., 2007a; De PAULA et al., 2010; KIMURA
etal., 2011).

A conidiobolomicose no Brasil tem sido documentada em humanos e animais, com maior
ocorréncia da doenca em estados do Nordeste (JOHNSTON et al., 1967; ANDRADE et al.,
em 1967; COSTA et al., 1991; MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; COSTA et al.,
2004; TADANO et al., 2005;BITTENCOURT et al., 2006; SILVA et al., 2007a), no entanto,
casos de conidiobolomicose vém ocorrendo no Mato Grosso, Para, S&o Paulo e no Sul do
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Brasil (MORAES et al., 1994; CASTRO e SOUZA FILHO et al., 1992; TADANO et al.,
2005; BOABAID et al., 2008; PEDROSO et al., 2009).

Surtos da conidiobolomicose ovina no Brasil tém ocorrido em rebanhos das regides
Nordeste (SILVA et al., 2007a; RIET-CORREA et al., 2008), Centro-Oeste (BOABAID et
al., 2008;De PAULA et al., 2010) e Sul do Pais (PEDROSO et al., 2009; FURLAN et al.,
2010) sendo descritos como um problema sanitario grave acarretando perdas econémicas
consideraveis aos produtores nessas regides. Casos da doenca por C. lamprauges vém sendo
identificados nos estados de Mato Grosso (De PAULA et al., 2010, UBIALI et al., 2013,
SILVEIRA et al., 2013), Piaui (SILVA et al., 2007a; VILELA et al., 2010) e Santa Catarina
(FURLAN et al., 2010). Na espécie ovina, a doenca caracteriza-se pelo desenvolvimento de
quadro de rinite granulomatosa que pode ocorrer de duas formas clinicas: rinofaringea e
rinofacial (KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007a; BOABAID
etal., 2008; CAMARA et al., 2011).

Até o momento, a patogenia da conidiobolomicose ndo esta esclarecida. No entanto,
Conidiobolus spp. Produzem in vitro varias enzimas associadas com a proteolise facilitando o
processo de invasao e disseminacao tecidual (GUGNANI, 1992). Estudos recentes sugerem
que C. lamprauges possui fatores de viruléncia relacionados a termotolerancia (SILVA et al.,
2012; GODOY et al., 2014). Dessa forma, hd necessidade de estudos para um melhor
entendimento do papel das proteinas termotolerantes na patogenia e viruléncia do fungo.
Diante das informacdes, a identificacdo de antigenos que apresentem caracteristicas
imunogénicas, especificas, durante a infeccdo por C. lamprauges podera auxiliar no
entedimento dos mecanismos patogénicos e de viruléncia que desencadeiam uma resposta
imune no organismo do hospedeiro. Além disso, estudos como os de variabilidade genética
sdo importantes diante da caréncia de informagdes da epidemiologia molecular de C.
lamprauges.

Assim, diante do exposto e considerando a importancia da conidiobolomicose, o presente
trabalho objetivou: (1) identificar proteinas imunorreativas de C. lamprauges, através da
técnica de western blot; (2) estudar a variabilidade genética dos isolados pela técnica de
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Conidiobolus spp.

Zigomicoses sdo infecgdes causadas por fungos pertencentes a classe dos
Zygomycetes, a qual é subdividida em duas ordens Mucorales e Entomophthorales. Com base
em estudos de filogenia molecular foi proposta nova classificacdo dos Entomophthorales
(grego entomon, insetos) no filo Entomophthoromycota, classe dos Entomophthoromycetes
(HUMBER et al. 2012; GRYGANSKYI et al. 2012). A ordem Entomophtorales inclui o
género Conidiobolus com mais de 70 espécies descritas atualmente no MycoBank (2015).
Dessas, Conidiobolus coronatus, Conidiobolus incongruus e Conidiobolus lamprauges sdo as
principais espécies de importancia médica e veterinaria e estdo frequentemente associadas a
quadros de rinite granulomatosa crénica no homem e em varias espécies de animais
(HUMBER et al., 1989; CARRIGAN et al., 1992; WALSH et al., 1994; TADANO et al.,
2005; VILELA et al., 2010; KIMURA et al., 2011; ISA-ISA et al., 2012; BACHELET et al.,
2014; MACKEY et al., 2015).

A distribuicdo de Conidiobolus spp. ¢ mundial e o seu habitat natural estd associado ao
solo e a agua sendo este micro-organismo considerado um saproéfito tendo restos vegetais em
decomposicdo como a principal fonte de nutrientes (HUMBER et al., 1989; CARRIGAN et
al., 1992; GROOTERS et al., 2003). Estes sdo conhecidos como patégenos de insetos, sendo
em determinadas ocasides utilizadas no controle bioldgico dos mesmos (GUGNANI 1992;
MORAES et al., 1997; CHEN et al., 2014). Embora encontrados em todo mundo, ocorrem
preferencialmente em regides de clima tropical e subtropical, areas quentes e de alta umidade
que favorece a sobrevivéncia do fungo no ambiente (CARRIGAN et al., 1992; GUGNANI,
1992).

Conidiobolus spp. sdo termofilicos, crescem a temperatura de 22 a 37 °C e podem se
cultivados em meios micoldgicos padrdes como Agar Sabouraud Dextrose (SDA) 2% e Agar
Batata Dextrose (PDA) 2% (RIBES et al., 2000; VALLE et al., 2001). Em SDA, as colonias
apresentam-se esbranquicadas ou pigmentadas (amareladas), aderidas ao meio e de aspecto
enrugado com formacdo de colbnias satélites. No cultivo em PDA, as colbnias séo planas,
lisas de aspecto seroso com formacdo de uma prega central. Microscopicamente apresentam
hifas cenociticas, com raros septos e ramificacdes irregulares com presenca de conidios
esféricos (14-22um) de paredes finas e papilas proeminentes (MORRIS et al., 2001; VILELA
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et al., 2010). Baseado em caracteristicas morfologicas e nas estruturas reprodutivas é possivel

fazer a diferenciagdo entre as trés principais espécies patogénicas (VILELA et al., 2010).

2.2. Conidiobolomicose

2.2.1. Epidemiologia

A conidiobolomicose foi descrita pela primeira vez por Emmons & Bridges, com o
isolamento de C. coronatus, em 1961 nos EUA em um equino com lesdo granulomatosa
nasal. Em 1963, foi relatado o primeiro caso da infeccdo em humano nas Antilhas (BRAS et
al., 1963). No Brasil, o primeiro caso foi em um muar no estado de Sdo Paulo (JOHNSTON
et al.,, 1967), enquanto que a primeira descricdo em humano foi em 1967 na Bahia
(ANDRADE et al., 1967). Em ovinos, os primeiros relatos da conidiobolomicose em rebanho
brasileiro ocorreram em 2007 no estado do Piaui (SILVA et al., 2007a). Desde entdo, a
conidiobolomicose ovina vem sendo relatada em diferentes estados brasileiros (SILVA et al.,
2007a; RIET-CORREA et al., 2008; PEDROSO et al., 2009; FURLAN et al., 2010). No
estado de Mato Grosso, casos de conidiobolomicose humana e ovina ja foram descritos
(TADANQO et al., 2005; BOABAID et al., 2008).

Embora as espécies de Conidiobolus spp. possam ser encontrados como micro-
organismos ambientais em todo mundo, casos da conidiobolomicose historicamente tém sido
descritos em areas tropicais e subtropicais (RIBES et al., 2000; HIBBERT et al., 2007). O
modo de transmissdo de Conidiobolus spp. ndo esta bem esclarecido. No entanto, acredita-se
que o fungo infecte os seus hospedeiros através da inalacdo de conidios ambientais que se
alojam na cavidade nasal, pela implantagdo traumatica de conidios por picadas de insetos ou
por inoculacdo direta dos esporos em microlesdes provocadas por plantas pontiagudas
(GUGNANI, 1992, CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992; RIBES et al., 2000;
TADANO et al., 2005). O fungo tem predilecdo pelo trato respiratorio superior (infeccdo
primaria) que se manifesta clinicamente como uma infiltracdo granulomatosa crénica da
mucosa nasal. O curso da doenca é determinado pela resposta imune do hospedeiro, no
entanto, se a resposta ndo for adequada pode ocorrer a dissemina¢do para outros 6rgdos e
sistemas (KETTERER et al., 1992; RIBES et al., 2000; TADANO et al., 2005; SILVA et al.,
2007a).
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A doenca vem sendo descrita em humanos (BUSAPAKUN et al., 1983; VALLE et al.,
2001; TADANO et al., 2005; KIMURA et al., 2011; BACHELET et al., 2014) e em varias
espécies de animais como equinos (MENDONZA & ALFARO, 1985; HUMBER et al., 1989;
ZAMOS et al., 1996), cervos (STEPHENS & GIBSON, 1997; MADSON et al., 2009),
ovinos (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 2001; SILVA et
al.,, 2007a; BOABAID et al., 2008), cédes (BAUER et al., 1997; GROOTERS, 2003;
MACKEY et al., 2015), golfinhos (MEDWAY, 1980), Ihamas (MOLL et al., 1992; FRENCH
& ASHWORTH, 1994) e primata (ROY & CAMERON, 1972) em regides tropicais e
subtropicais.

C. coronatus e C. incongruus sdo consideradas espécies de maior relevancia
epidemiolégica sendo amplamente estudadas em seus aspectos clinicos, epidemiolégicos e
patoldgicos (RIBES et al., 2000). Contudo, observa-se C. lamprauges em lesbes
granulomatosas de equino (HUMBER et al., 1989), em casos clinicos de rinite micética
granulomatosa em ovinos (CARRIGAN et al., 1992; SILVA et al., 2007a; BOABAID et al.,
2008; VILELA et al., 2010) e em infeccdo disseminada em humanos (KIMURA et al., 2011).
Em Mato Grosso, as especies C. coronatus e C. lamprauges foram descritas em humanos e
ovinos respectivamente (TADANO et al., 2005; BOABAID et al., 2008; De PAULA et al.,
2010; SILVEIRA et al.,, 2013; UBIALI et al., 2014).

2.2.2. Patogenia

H& diversos aspectos a serem elucidados referentes a patogenia das infeccGes
determinadas por Conidiobolus spp. Todavia, diferentes enzimas produzidas por
Conidiobolus spp. Foram identificadas em sistemas in vitro, incluindo: elastases, esterases,
colagenases, lipases e quitinases envolvidas na patogénese da infeccdo pelo fungo
(GUGNANI, 1992; FREIMOSER et al., 2003; CHARNLEY, 2003; BANIA et al., 2006;
BOGUS et al., 2010; WIELOCH et al., 2011).

Estudos realizados em cuticula de insetos sugerem a superexpressao de genes associados
a protedlise, principalmente do tipo subtilisina e tripsina, que degradam a cuticula. Estes
genes podem estar associados ao processo de invasdo tecidual local facilitando a
disseminacdo no hospedeiro por fornecer nutrientes, como amino&cidos necessarios para o
crescimento do fungo apo6s a invasdo. Estudos sugerem que algumas lipases secretadas

podem hidrolisar acidos graxos presentes em tecidos subcutdneos e as colagenases podem
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facilitar invasao do tecido muscular. Outros genes associados ao metabolismo de carboidratos
também estavam aumentados sugerindo que o crescimento rapido seja um fator importante
para o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro (GUGNANI 1992; FREIMOSER et al.,
2003; CHARNLEY, 2003; KENDRA & BOGUS, 2006; BANIA et al., 2006; BOGUS et al.,
2010; WIELOCH et al., 2011).

E conhecido que alguns fungos patogénicos como Paracoccidioides brasiliensis e
Cryptococcus neoformans (KRAUS et al., 2004, ROSA e SILVA et al., 2008) regulam o seu
perfil de genes expressos de acordo com as condicdes a que sdo submetidos. Estudos tém sido
realizados no sentido de identificar possiveis determinantes de viruléncia de C. lamprauges
associados a capacidade de termo resisténcia em diferentes temperaturas (SILVA et al., 2012;
GODOQY et al.,, 2014). Assim, foi identificada a superexpressdo do gene que codifica a
enolase sugerindo que essa enzima metabdlica possa estar associada a resposta adaptativa do
fungo a tolerancia térmica (SILVA et al., 2012). Outro estudo analisou o crescimento in vitro
de isolados de C. lamprauges em diferentes temperaturas e comparou o perfil de expressao
diferencial das proteinas, sendo observada que a temperatura 6tima de crescimento a de 35°C.
Na andlise de expressdo diferencial de proteinas, foram encontrados 16 spots
diferencialmente expressos, sete com expressao diminuida e nove com expressao aumentada
a 37°C, quando comparado a condi¢do de 28°C (GODOY et al., 2014). Dessa forma, esses
estudos sugerem que C. lamprauges produza fatores de viruléncia relacionados a
termorregulacdo possivelmente com papel importante na patogénese da doenca.

Na infeccdo por zigomicetos, os neutrofilos desempenham papel crucial na fagocitose
do fungo nos estagios iniciais da infeccdo, apesar do tamanho dos elementos das hifas e a sua
incapacidade de serem fagocitadas por células inflamatdrias, os neutrofilos sdo capazes de
desencadear resposta imunoldgica no hospedeiro, eliminando o fungo. Os neutréfilos sdo
atraidos por fatores quimiotaticos, que sdo gerados apos a ativacdo do sistema complemento,
pelas hifas e usando o seu sistema citotdxico oxidadativo, sdo capazes de causar danos nas
estruturas fungicas (LACAZ et al., 1991; RIBES, et al., 2000).

Histologicamente o quadro € de inflamag&o cronica granulomatosa multifocal, com &rea
de necrose caseosa, presenca de macrofagos, neutrofilos, linfocitos, células epitelidides e
celulas gigantes. Sdo observadas hifas largas envoltas por formacfes radiadas caracteristicas
da reacdo de Splendore-Hoeppli (CARRIGAN et al., 1992; GUGNANI, 1992; MORRIS et
al., 2001; SILVA et al., 2007a).
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A literatura ndo apresenta dados de resposta imunolégica do hospedeiro frente a infeccéo

por C. lamprauges.

2.2.3. Conidiobolomicose em humanos

A conidiobolomicose humana estd descrita em regides de clima tropical e subtropical
particularmente na Africa, America do Sul e Asia (BRAS et al., 1965; GUGNANI, 1992;
MORAES et al., 1994; RIBES et al., 2000; SHARMA et al., 2003; MICHAEL et al., 2009;
YANG et al., 2009; BENTO et al., 2010). No Brasil, a maior prevaléncia da doenca esta na
regido Nordeste (COSTA etal., 1991; MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; COSTA et
al., 2004; BITTENCOURT et al., 2006). Existem relatos também nos estados do Para
(MORAES et al., 1994; MORAES et al., 1997; MIGUITA e SOUZA et al., 2014), Sao Paulo
(CASTRO e SOUZA FILHO et al., 1992), e Mato Grosso (TADANO et al., 2005).

C. coronatus é o principal agente patogénico da conidiobolomicose em humanos e tem
sido descrito em casos de infeccGes localizadas e disseminadas (JAFFEY et al., 1990;
MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; TADANO et al., 2005; BITTENCOURT et al.,
2006; FISCHER et al., 2008; MICHAEL et al., 2009; SUBRAMANIAN & SOBEL, 2011;
JAYAWICKRAMA et al., 2012; BACHELET et al., 2014), entretanto, C. incongruus tém
sido descrito em casos de infec¢bes invasivas em humanos (BUSAPAKUM et al., 1983;
WALSH et al., 1994; STEPHENS & GIBSON, 1997; SHARMA et al., 2003; MADSON et
al., 2009). Em 2011, C. lamprauges foi descrito como patdégeno humano em um caso de
micose disseminada no Japédo (KIMURA et al., 2011).

A maioria dos individuos infectados por Conidiobolus spp. sdo do sexo masculino,
principalmente trabalhadores rurais possivelmente pela caracteristica saprofitica do fungo, e o
numero de casos em homens superam os observados em mulheres numa proporcao de 10:1
(LEOPAIRUT et al.,, 2010). Acomete principalmente adultos, sendo raros os relatos em
criangas e adolescentes (GUGNANI, 1992; MIGUITA E SOUZA et al., 2014). A doenca
vem sendo descrita em individuos imunocompetentes (JAYAWICKRAMA et al., 2012; ISA-
ISA et al., 2012; BACHELET et al., 2014), contudo ha relatos, da infeccdo em
imunocomprometidos, como pacientes HIV-positivos (BOONSAGSUK et al., 2001),
transplantados (WALKER et al., 1992) e oncoldgicos (KIMURA et al., 2011).

A manifestacdo clinica em humanos inicia com tumefagdo da mucosa do turbinado

inferior podendo disseminar para os tecidos faciais levando ao comprometimento da boca,
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palpebras pela formacéo de nddulos subcutaneos firmes e indolores que levam a deformacao
da face (GUGNANI, 1992; MORAES et al., 1997; TADANO et al., 2005; BITTENCOURT
et al., 2006).

2.2.4. Conidiobolomicose em ovinos

A conidiobolomicose ovina ocorre principalmente, em paises de clima tropical como
Australia, Trinidad Tobago e Brasil (KETTERER et al., 1992; CARRIGAN et al., 1992;
MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007b). No Brasil, casos da doenca vém sendo descritos
nos estados do Piaui (SILVA et al., 2007a), Paraiba (RIET-CORREA et al., 2008), Mato
Grosso (BOABAID et al., 2008), Rio Grande do Sul (PEDROSO et al.,, 2009) e Santa
Catarina (FURLAN et al., 2010) sendo um problema sanitario grave acarretando perdas
econdmicas consideraveis aos produtores.

No estado de Mato Grosso, os surtos da conidiobolomicose foram associados a C.
lamprauges (De PAULA et al., 2010; UBIALI et al., 2013; SILVEIRA et al., 2013), assim
como no Piaui (SILVA et al., 2007a) e Santa Catarina (FURLAN et al., 2010; VILELA et al.,
2010).

Baseado em dados epidemioldgicos, a ocorréncia da enfermidade é sazonal ocorrendo
principalmente no periodo chuvoso e de altas temperaturas (SILVA et al., 2007b; BOABAID
et al., 2008). Por outro lado, surtos da doenga também foram observados no periodo seco na
regido semiarida do Nordeste brasileiro (AGUIAR et al., 2014). A associacdo de fatores
como habitos de pastejo dos animais, pastejo constante as margens de acudes com matéria
vegetal decomposta e solo rico em matéria organica expde 0s animais a infeccdo por
Conidiobolus spp. e predispdem a ocorréncia de focos da doenca (SILVA et al., 2007b;
AGUIAR et al., 2014). Estudos sugerem que ndo € necessaria depressdo imunologica para o
estabelecimento da infec¢do em ovinos (KETTERER et al., 1992; AGUIAR et al., 2014).

Nesta espécie a doenca cursa com quadro de rinite granulomatosa que pode ocorrer de
duas formas clinicas: rinofaringea e rinofacial (KETTERER et al., 1992; MORRIS et al.,
2001; SILVA et al., 2007a; BOABAID et al., 2008; CAMARA et al.,, 2011). A forma
rinofaringea se caracteriza por alteragcdes na regido etmoidal, faringe, 0ssos turbinados, seios
paranasais, palato duro e mole com presenca de massa nodular, de coloragdo amarelada ou
branca e necrose da regido etmoidal. Nesta forma, as lesdes se estendem para 0s seios nasais,

placa cribiforme podendo invadir a orbita ocular e o cérebro (KETTERER et al., 1992;
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MORRIS et al., 2001; BOABAID et al., 2008; RIET-CORREA et al., 2008). Na forma
rinofacial sdo observadas lesdes ulceradas na mucosa nasal e no palato duro associadas ao
aumento de volume na regido do vestibulo nasal, unido muco-cutanea do nariz e da pele da
regido da face e labio superior (SILVA et al.,, 2007a; RIET-CORREA et al., 2008). A
enfermidade em ovinos deve ser diferenciada da rinite ocasionada pelo oomiceto Pythium
insidiosum que frequentemente afeta o tecido subcuténeo, vestibulo nasal e palato duro,
sendo denominada rinite rinofacial (BOABAID et al., 2008; UBIALI et al., 2013).

A infeccdo, em alguns casos, pode disseminar para diversos 6rgdos como linfonodos,
pulmdo, coracdo, rim e cérebro (CARRIGAN et al., 1992; SILVA et al, 2007b).
Clinicamente os animais apresentam apatia, febre, anorexia, perda de peso, tumefacdo nasal,
exoftalmia unilateral, assimetria cranio-facial, descarga nasal muco-hemorragico, dispnéia,
aumento da frequéncia cardio-respiratéria e morte (MORRIS et al., 2001; KETTERER et al.,
1992; CARRIGAN et al., 1992; RIET-CORREA 2008; SILVA et al., 2007a; SILVA et al.,
2007b; SILVA et al., 2010).

A incidéncia da enfermidade é baixa atingindo em alguns casos 2,80% da populacdo. A
mortalidade, entretanto, é de 100% e atinge animais de todas as idades (CARRIGAN et al.,
1992; KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007b; AGUIAR et al.,
2014). O curso clinico e a morte dos animais acometidos estdo relacionados a possiveis
fatores de viruléncia do fungo, susceptibilidade do hospedeiro e auséncia de tratamento
(SILVA et al., 2007b).

2.3. Diagnostico

O diagnostico da conidiobolomicose baseia-se em achados epidemiolégicos, clinico-
patoldgicos associados ao isolamento do fungo em cultivo. A classificacdo definitiva é
realizada por técnicas moleculares (RIBES et al., 2000). Nesse contexto, a conidiobolomicose
ovina por C. lamprauges tem sido relatada através do isolamento do agente (SILVA et al.,
2007a; BOABAID et al., 2008), por técnicas moleculares, como reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (De PAULA et al., 2010; VILLELA et al., 2010; SILVEIRA et al., 2013,
UBIALI et al., 2013), anélise de diferenca representacional (RDA) (SILVA et al., 2012),
imuno-histoquimica (UBIALI et al., 2013) e recentemente através da expressao diferencial de
proteinas através de eletroforese bidimensional (2D) (GODOQY et al., 2014).
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2.3.1. Métodos imunoldgicos

Antigenos fangicos estimulam no homem ou em animais infectados a producéo de
anticorpos, geralmente imunogénicos, isto é, que tem a capacidade de estimular a formacao
de anticorpos e de combinar, de modo especifico, com os anticorpos formados contra ele
(LACAZ et al., 1991). A identificacdo dos diferentes antigenos expressos pelos fungos pode
levar ao conhecimento dos mecanismos de patogenicidade desencadeados durante a infeccéo
abrindo novas perspectivas para entendimento da doenca (BLANCO & GARCIA, 2000). As
reacdes de antigeno-anticorpo podem ser detectadas através de métodos imunoldgicos, como
as reacdes de aglutinacdo, reacdes de precipitacdo, fixacdo de complemento, técnicas
imunoenzimaticas, imunoeletroforese e de imunofluorescéncia (LACAZ et al., 1991). Com o
objetivo de identificar reacBes de antigeno-anticorpo, diversas técnicas soroldgicas foram
testadas na deteccdo da conidiobolomicose, dentre essas imunodifusdo em gel de agar (ID),
immunoblot e a imuno-histoquimica (MENDONZA & ALFARO, 1985; KAUFMAN et al.,
1990; RIBES et al., 1992; GUGNANI, 1992; MENDONZA et al., 1992).

Kaufman et al. (1990) demonstraram a sensibilidade e especificidade do teste de ID na
diferenciacdo das zigomicoses causadas por Basidiobolus ranarum e C. coronatus, como para
pitiose (P.insidiosum) em amostras de animais e humanos.

O método imuno-histoquimico, também foi utilizado como técnica para avaliar a
diferenciacdo das infeccdes por C. lamprauges e P. insidiosum em amostras histopatoldgicas
de ovinos com quadro de rinite micoética, os dados obtidos demonstraram bons resultados na
diferenciacdo das duas doencas (UBIALI et al., 2013).

Em 1992, Mendoza et al. desenvolveram a técnica de western blot buscando identificar
antigenos imunodominantes de P. insidiosum em amostras de soros de equinos obtidos
durante a infeccdo, a técnica detectou antigenos imunogénicos especificos, entretanto, um
antigeno de 44kDa reagiu de forma cruzada com antigeno de C. coronatus ndo sendo

esclarecida a relagéo antigénica.
2.4. Metodo de Tipificagdo Molecular
Algumas técnicas tém sido utilizadas para a tipificacdo molecular de Conidiobolus spp.

baseada no padréo de amplicons incluindo RAPD (Random Amplification of Polymorphic

DNA e na regido ITS (Internal Transcribed Spacers) do fungo.
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As regides ITS, dividida em ITS 1 e ITS 2, evoluem rapidamente sendo regides
apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma
espécie (HILLIS & DIXON, 1991). A técnica de RAPD baseia-se na utilizacdo de iniciadores
curtos de sequéncia arbitraria que detecta polimorfismos no DNA. A vantagem deste método
é que ndo ha necessidade de se conhecer a sequéncia gendmica gerando assim, padrdes de
amplicons que podem ser analisados filogeneticamente (WILLIAMS et al., 1990). Esta
técnica vem sendo empregada em estudos da variabilidade genética intra e interespecificas de
varios organismos incluindo fungos, dos géneros Paracoccidioides (SOARES et al., 1995;
HAHN et al., 2003; JOAO BATISTA JUNIOR et al., 2013), Malassezia (CASTELLA et al.,
2005; GANDRA et al., 2006; DUARTE et al., 2009), Cryptococcus (HORTA et al., 2002;
ANDRADE-SILVA et al.,, 2012; PEDROSO et al., 2012) procurando determinar as
similaridades e as diferencas entre isolados de diferentes hospedeiros, origem geogréfica e
fontes de infecgéo.

No estudo de Peres-Martinez et al. (2012), as técnica de RAPD e PCR-ITS foram
padronizadas para investigar a variabilidade genética intra-especifica entre isolados de C.
coronatus, evidenciando 48 fragmentos polimdrficos com variacdo genética entre os isolados
analisados, o quais foram agrupados de acordo com a sua origem: inseto, composto organico,
solo e humanos. Os autores observaram que isolados obtidos de lesdes em humanos
apresentaram maior variabilidade em relacao aos isolados obtidos de outras fontes.

Estudos da variabilidade genética de C. lamprauges ainda sdo inexistentes.

2.5. Tratamento

A conidiobolomicose vem ganhando importancia pela dificuldade no tratamento em
funcdo da baixa resposta terapéutica a maioria dos antifingicos disponiveis. O tratamento da
infecgdo por Conidiobolus spp. em humanos e animais € baseado na administracéo de iodetos
e antifungicos, como anfotericina B, flucitocina, terbinafina e triazois utilizados isoladamente
ou em combina¢fes com diferentes graus de sucesso (GUGNANI, 1992; KETTERER et al.,
1992; BOABAID et al., 2008; KIMURA et al., 2011; ISA-ISA et al., 2012; TONDOLO et
al., 2013).

Tondolo et al. (2013) avaliaram a susceptibilidade in vitro de isolados clinicos de C.
lamprauges, os quais demonstraram susceptibilidade dos isolados a terbinafina e resisténcia

aos triazois, anfotericina B e resisténcia a equinocandina.
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Procedimentos cirargicos também sdo realizados para a retirada dos nodulos e na
reconstrucgéo facial em humanos (RIBES et al., 2000; VALLE et al., 2001).



26

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar proteinas imunorreativas de Conidiobolus lamprauges de isolados de ovinos
infectados e detectar a presenca de variabilidade genética de isolados clinicos através da
técnica de RAPD.

3.2. Objetivos Especificos

- Analisar o extrato proteico de C. lamprauges;

- Padronizar a técnica de ELISA para a quantificacdo de anticorpos frente a proteinas de C.
lamprauges;

- Identificar antigenos de C. lamprauges envolvidas na resposta imunoldgica;

- Avaliar a variabilidade genética dos isolados de C. lamprauges.
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The study of sheep conidiobolomycosis has been carried out in its clinical, epidemio-
logical, pathological and molecular aspects. Information, however, about the host immune
response in infection Conidiobolus lamprauges is absent. This study aimed to identify im-
munoreactive proteins that may play an important role in the immune response of she-
ep naturally infected by C. lamprauges. For protein and immunological characterization,
C. lamprauges (strain FIOCRUZ-INCQS 40316) isolated from a sheep with clinical signs of
conidiobolomycosis in the MT state and five sera samples of naturally infected sheep were
used. The presence of IgG antibody was observed in all patients with reagent titers in dilu-
tions up to 1:1600. In immunoblot technique, the antigenic profile against infected sheep
sera showed twelve reactive bands with molecular weights ranging from 35 to 198 kDa.
Among them, the 198 kDa protein was reactive against sera from three sheep and the 53
kDa showed increased intensity compared to other bands probably being immunodomi-
nant. Healthy animal serum samples showed no reactivity demonstrating the specificity of
the technique. The presence of antigenic proteins of C. lamprauges and specific IgG in she-
ep sera observed in this study may assist in the development of early diagnostic methods
and the use of protein as candidate vaccines for the control and prevention of infection in
animals and human.

INDEX TERMS: Conidiobolus lamprauges, sheep, immunogenic antigen.

RESUMO.- O estudo de conidiobolomicose ovina tem sido
realizado nos seus aspectos clinicos, epidemiolégicos, pa-
tolégicos e moleculares. Informacdes, entretanto, sobre a
resposta imune do hospedeiro na infeccdo por Conidiobolus
lamprauges sdo inexistentes. Este estudo teve por objetivo
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a identificacdo de proteinas imunorreativas que possam
desempenhar papel importante na resposta imune de ovi-
nos naturalmente infectados por C. lamprauges. Para a ca-
racterizacio protéica e imunolédgica foi utilizada a cepa de
C. lamprauges (FIOCRUZ-INCQS 40316) isolada de ovino
com sinais clinicos de conidiobolomicose no Estado do MT
e cinco amostras de soro de ovinos infectados naturalmen-
te pelo fungo. A presenca de anticorpos IgG foi observada
em todos os animais doentes com titulos reagentes em di-
luicdes de até 1:1.600. Na técnica do immunoblot, o perfil
antigénico frente aos soros ovinos com a doenca apresen-
tou doze bandas reativas, com massas moleculares varian-
do de 35 a 198 kDa. Dentre estas, a proteina de 198 kDa foi
reativa em 3 soros de ovinos e a de 53 kDa apresentou a
maior intensidade comparativamente com outras bandas,
sendo provavelmente imunodominante. Amostras de soro
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de animais sadios nao apresentaram reatividade demos-
trando a especificidade da técnica. A presenca de proteinas
antigénicas de C. lamprauges e 1gG especificos em soros de
ovinos observados no presente trabalho poderad auxiliar no
desenvolvimento de métodos de diagndstico precoces e na
utilizacdo de proteinas candidatas a vacinas para o controle
e prevencdo da infeccdo em animais e humanos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Conidiobolus lamprauges, ovinos, anti-
genos imunorreativos.

INTRODUGAO

Zigomicoses invasivas sdo causadas por fungos das ordens
Mucorales e Entomophthorales. Dentro dessa tiltima, os
fungos saprofitos do género Conidiobolus (C.) tém impor-
tancia médica e veterindria e estdo frequentemente asso-
ciados com rinite granulomatosa crénica no homem e em
varias espécies animais (Humber et al. 1989, Zamos et al.
1996, Bauer et al. 1997, Tadano et al. 2005, Kimura et al.
2011, Isa-Isa et al. 2012), sendo Conidiobolus coronatus, C.
incongruus e C. lamprauges as principais espécies patogé-
nicas (Humber et al. 1989, Carrigan et al. 1992, Ribes et al.
2000, Vilela et al. 2010). A conidiobolomicose vem ganhan-
do importancia pela dificuldade no tratamento em funcio
da baixa resposta terapéutica a maioria dos antifiingicos
disponiveis (Boabaid et al. 2008, Kimura et al. 2011, Ton-
dolo etal. 2013).

A enfermidade na espécie ovina vem ocorrendo em pa-
ises de clima tropical e subtropical (Carrigan et al. 1992,
Ketterer et al. 1992, Morris et al. 2001, Silva et al. 2007a).
No Brasil, casos da doenca ji foram identificados nos Es-
tados do Piaui, Paraiba, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, sendo descritos como um problema sani-
tdrio grave acarretando perdas econdémicas considerdveis
aos produtores de ovinos nessas regioes (Silva etal. 20073,
2007b, Riet-Correa et al. 2008, Boabaid et al. 2008, Pedroso
et al. 2009, De Paula et al. 2010, Furlan et al. 2010) com
taxa de letalidade de 100% (Silva et al. 2007Db). Nos Esta-
dos do Piaui, Mato Grosso e Santa Catarina a etiologia da
doenca estd associada a infeccio por C. lamprauges (Silva
et al. 2007a, De Paula et al. 2010, Furlan et al. 2010, Vilela
etal. 2010).

0 diagndstico da doenca tem como principio os achados
epidemioldgicos, clinico-patolégicos associados ao isola-
mento do agente em cultivo com a classificacdo definitiva
realizada através de técnicas moleculares como a PCR (Pro-
phet et al. 1992, Ribes et al. 2000, Riet-Correa et al. 2008,
Vilela et al. 2010, De Paula et al. 2010, Ubiali et al. 2013,
Silveira et al. 2013).

A patogenia da conidiobolomicose nio esta esclarecida.
Genes associados a viruléncia foram estudados na infeccido
do fungo em insetos (Freimoser et al. 2003) e a sua capaci-
dade de termo resisténcia em diferentes temperaturas (Sil-
vaetal 2012, Godoy etal. 2014).

Dados de resposta imunoldgica do hospedeiro nio foram
descritos até o momento. Desta maneira, este estudo teve
por objetivo a identificacio de proteinas imunorreativas que
possam desempenhar papel importante na resposta imune
de ovinos naturalmente infectados por €. lamprauges.

MATERIAL E METODOS

Cepa de referéncia. No presente estudo, foi utilizada a cepa
de Conidiobolus lamprauges M290/07 (FIOCRUZ-INCQS 40316),
isolada de ovino com conidiobolomicose oriundo do municipio de
Nobres/MT, para a caracterizacdo protéica e imunoldgica. O iso-
lado foi mantido em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) 2% a
37°C.

Amostras de soro. Cinco amostras de soro (4, B, C, D e E) fo-
ram coletadas de ovinos com sinais clinicos e diagnéstico confir-
mado de conidiobolomicose de quatro diferentes municipios do
Estado de Mato Grosso (Quadro 1). A doenca foi confirmada por
isolamento e PCR. Como controle negativo foram utilizadas duas
amostras de ovinos sauddveis (F e G). As amostras de sangue fo-
ram coletadas por venopuncado da jugular em tubos sem antico-
agulante, centrifugadas, separadas e os soros estocados a -20°C.

Extracio de Proteinas de Conidiobolus lamprauges. Para
obtencdo da proteina, o isolado INCQS 40316 foi cultivado sobre
papel filtro em meio SDA e incubado a 37°C durante cinco dias. A
extracio de proteinas foi realizada segundo adaptagdes do pro-
tocolo descrito por Lakshman et al. (2008). A quantificacdo das
amostras foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford
(1976).

Ensaio imunoenzimatico (ELISA). A técnica foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Santurio et al. (2006) com
modificacdes. Placas de poliestireno de 96 cavidades (BD- Bios-
ciences) foram sensibilizadas com 1lpg/poco de extrato protéi-
co diluido em tampdo carbonato-bicarbonato 0,05M (pH 9,6) e
incubadas em cidmara umida “overnight” a 4°C. Posteriormente,
as placas foram submetidas a trés lavagens com PBS-T (137mM
NaCl; 2,7mM KCL; 10mM Na,HPO,; 2mM KH PO dgua destilada
qsp 1000ml; pH 7,4; 0,1% Tween 20) seguida de incubacdo com
100uL tampado PBS-TB (PBS-T acrescido de leite em pd desnatado
a 5% ) e incubadas a 37°C por uma hora. Apds um nove ciclo de
trés lavagens das placas com PBS-T, as mesmas foram incubadas
por uma hora a 37°C com anticorpos primdrios em diluicées se-
riadas (1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600) PBS-T. Foram realizadas trés
lavagens com PB5-T seguidas da adicdo de 100 pL de anticorpos
secunddrios anti-IgG ovino conjugado com peroxidase (Sigma) na
diluicdo de 1:2000 e incubado durante uma hora a 37°C. Em segui-
da realizaram-se trés lavagens com PBS-T, e adicionou-se 100pL
do substrato cromdgeno 3,3,5,5 tetramethylbenzidine (TMB) por
5 min a temperatura ambiente. A leitura das amostras foi realiza-
daa 595 nm, em duplicatas, no espectrofotémetro Epoch (Biotek).

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) e Im-
munoblot. Para a realizacio da eletroforese, 50 ug de extrato
protéico total foi precipitado com solucio de acido tricloroacético
(TCA): acetona (1:9), seguido de incubacdo a -20°C, por 30 min
e centrifugacdo a 12.600g durante 20 min. O precipitado forma-
do foi lavado com 1mL de acetona e ressuspendido em 100pL de
tampdo de amostra desnaturante 1X (Tris-HC1 0,5M pH 6,8, gli-

Quadro 1. Descri¢do das amostras de soro ovino utilizados
no estudo

Soro Municipio Diagnéstico Forma clinica
Rinofacial Rinofaringea
A Poconé C. lamprauges +
B Bardo Melgaco C. lamprauges +
C Alto Paraguai C. lamprauges +
D Nobres C. lamprauges +
E Nobres C lamprauges +
F Sto A do Leverger . . .
G Sto A. do Leverger . . .

» Controle negativo, + Positivo.
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cerol 10%, 2-mercaptoetanol 4%, SDS 2% e azul de bromofenol
0,01%) seguido de homogeneizacdo e incubagio a 100°C por 5
minutos. A separacio protéica foi realizada em gel de poliacrila-
mida segundo Laemmli (1970). Os géis foram submetidos 4 colo-
racdo de Coomassie “overnight” e descorados em solucdo descolo-
rante de acordo com Ausubel et al. (2003).

Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel
para uma membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) (Hy-
bond-P, GE Heathcare), conforme instrucdes do fabricante. As
membranas foram bloqueadas com PBS-TB e submetidas a lava-
gem com PBS-T a temperatura ambiente por 1 hora e 5 minutos,
respectivamente. A membrana foi incubada com os soros dos dife-
rentes animais (Quadro 1). Apds essa etapa, as membranas foram
lavadas duas vezes com PB5-T por 10 min, seguida de incubacdo
por 1 hora em anticorpo secundirio Anti-IgG de carneiro marca-
do com peroxidase (Sigma) diluido 1:2000. Apds esse periodo,
foram submetidas a trés ciclos de lavagens de 10 min com PBS-T.
Apés aretirada do excesso de PBS-T, foi adicionada 4 membrana o
cromégeno TMB com interrupcio da reacio com acido sulfiirico
1M. Todas as lavagens e incubacdes foram realizadas 4 temperatu-
ra ambiente e todas as capturas de imagens realizadas no sistema
ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad) com auxilio do software Image Lab™
(Bio-Rad).

RESULTADOS

Na quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford
(1976) o rendimento do extrato obtido foi de 7pg/pL. A
andlise de 50pg do extrato protéico de Conidiobolus lam-
prauges por SDS-PAGE corado com Coomassie permitiu
evidenciar presenca de bandas com massas moleculares
variando de 6 a 198 kDa (Fig.1).

Em relacdo a presenca de anticorpos especificos, todas
as amostras de soros de animais doentes foram reativas. Os
titulos de anticorpos para proteinas de C. lamprauges fo-
ram observados em diluicdes variando de 1:100 a 1:1.600
(Fig.2). Para estabelecer o ponto de corte da reacdo foi con-
siderada a média dos valores de leitura de densidade 6tica

1 A B C DE F G

198 Kda-
115 Kda- s
-

96 Kda-

53 Kda- =

37 Kda-
19 Kda-

6 Kda-

1

Fig.1. Perfil protéico de Conidiobolus lamprauges (INCQS 40316)
de micélio em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) e imuno-
blot com soro de ovinos doentes por C. lamprauges. (1) Extrato
protéico de C. lamprauges (INCQS 40316); (A-E) Soro de ovi-
nos naturalmente infectados; (F,G) Soro de ovinos saudaveis.
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Fig.2. Titulos médios de duplicatas das amostras de soro de ovi-
nos naturalmente infectados com Conidiobolus lamprauges
[A-E) e saudaveis (FG) por ELISA.

(OD) das amostras negativas acrescidas de duas vezes o
desvio padrio (Fig.2). Os soros apresentaram positivida-
de até diluicdes de 1:400. Somente a amostra do animal A,
entretanto, apresentou titulos altos com positividade em
diluicées de 1:800 e 1:1600 (Fig.2).

Durante a realizacdo do Immunoblot, o perfil antigénico
resultante da reacdo do extrato protéico de C. lamprauges
frente aos soros de ovinos com a enfermidade apresentou
doze bandas reativas. As massas moleculares destas foram
198,115, 96, 90, 80, 75, 70, 65, 60, 53, 50 e 35 kDa em qua-
tro amostras de soros (4, B, C e D). Algumas bandas foram
reativas apenas para um dos soros testados (bandas de
115,75, 60, 50 e 35 kDa na amostra A, e asde 90, 80, 70 e
65 kDa na amostra B). Duas proteinas reagiram de maneira
similar para dois soros (96kDa paraossoros Be Ce 53 kDa
para os soros A e B). A proteina de 198 kDa reagiu com trés
soros (B, Ce D). O soro E ndo reagiu com nenhuma das pro-
teinas. Da mesma forma, os soros utilizados como controle
negativos (F e G) ndo apresentaram reatividade frente as
proteinas extraidas de C. lamprauges (Fig.1).

DISCUSSAO

A andlise do perfil protéico do extrato miceliano submeti-
do A separacdo por SDS-PAGE permitiu visualizar o padrio
de bandas do isolado de Conidiobolus lamprauges sendo
evidenciadas bandas em toda extensido do gel, com massas
moleculares variando de 6 2 198 kDa. A diversidade de ban-
das observadas neste estudo difere do observado em estu-
do prévio realizado por Mendonza et al. (1992) utilizando
outra espécie, . coronatus, onde os mesmos evidenciaram
pela coloracio de prata 16 bandas, nove de alto peso mole-
cular (97 a 31 kDa) e sete com massa molecular inferior a
31kDa. A diferenca no niimero de bandas observadas neste
estudo pode estar relacionada a diferencas entre as espé-
cies utilizadas, as condicées de cultivo do fungo e do prepa-
ro dos antigenos (Camargo & Franco 2000).

No teste de ELISA foi possivel detectar anticorpos anti-
-extratos protéicos de C. lamprauges. Os niveis de deteccdo
de anticorpos variaram conforme o soro testado. A maior
reatividade da amostra A e a diferenca nos titulos obser-
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vados podem estar relacionadas a resposta dos animais
frente a infeccdo por C. lamprauges. Em algumas infecgdes
fiingicas, como a cromoblastomicose humana, os titulos de
anticorpos variam muito entre pacientes doentes (Esterre
et al. 2000) e, em casos de outros fungos como Coccidioides
immitis em equinos, os titulos mais altos estdo associados
a quadros clinicos com progndsticos desfavordveis, geral-
mente associados & pneumonia e infecgdes generalizadas
(Higgins et al. 2007).

0 ELISA vem sendo utilizado na deteccio de anticorpos
especificos nos casos de pitiose, mostrando alto grau de
sensibilidade e especificidade, possibilitando a detec¢do de
infecgdes na fase inicial da doenca (Mendoza et al. 1997,
Santurio et al. 2006). Mendoza et al. (1992) em trabalho
conduzido com amostras de cinco soros obtidos de equi-
nos com pitiose identificaram um antigeno de 44kDa, que
reagiu de forma cruzada com antigeno de C. coronatus, ndo
sendo esclarecida a relacdo antigénica entre as espécies.
Em nosso estudo a utilizacdo do extrato protéico de cultivo
ndo apresentou reatividade com amostras de ovinos com
pitiose, sendo possivel a utilizacdo desta técnica de forma
especifica para o diagnéstico de ovinos com conidiobolo-
micose.

Os anticorpos presentes nos soros detectaram doze
proteinas antigénicas para C. lamprauges com massas mo-
leculares estimadas de 198, 115, 96, 90, 80, 75, 70, 65, 60,
53, 50 e 35 kDa. Em uma amostra ndo se verificou reco-
nhecimento de proteinas antigénicas para caracterizacdo
imunoldgica, porém, foram observadas variacées no niime-
ro e na intensidade de bandas em quatro soros reagentes.
Houve diferenca no padrdo de reconhecimento entre os
casos rinofaciais e rinofaringeos da doenca. A variacdo na
resposta imune humoral observada pode estar relacionada
a viruléncia da cepa, a fase de infec¢do e a cronicidade da
doenca para o desencadeamento de uma resposta imune
do hospedeiro (Krajaejun et al. 2006, Zapata et al. 2012).

Dentre as proteinas observadas no estudo, as de massas
moleculares 53 e 198 kDa parecem ser imunodominantes,
destacando-se das demais, pela maior intensidade da rea-
cdo. Portanto, a identificacio e caracterizacio das mesmas
podem contribuir para o entendimento dos mecanismos de
patogenicidade nos casos da conidiobolomicose ovina, bem
como na utilizacdo para diagnésticos sorolégicos ou como
candidatos a vacinas. Estudos conduzidos em fungos pato-
génicos de importancia biomédica ji permitiram obter im-
portantes informacées sobre proteinas imunogénicas com
papel fundamental no processo de invasdo, sobrevivéncia
no hospedeiro e como possiveis candidatos a vacina (Ca-
margo et al. 1989, Krajaejun et al. 2006, Chindamporn et
al. 2009, Perenha-Viana et al. 2012, Magalhdes et al. 2012).

CONCLUSAO

A presenca das proteinas antigénicas observadas no pre-
sente trabalho podera auxiliar no entendimento dos meca-
nismos patogénicos e no papel na imunidade do hospedei-
ro, além de contribuir para o desenvolvimento de métodos
de diagnéstico precoces e estabelecimento de tratamentos
clinicos e vacinas pela importancia crescente de Conidiobo-
lus lamprauges na medicina veterindaria e humana.

Agradecimentos.- A Fundagiio de Amparo 3 Pesquisa do Estado de Mato
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ABSTRACT

Conidiobolomycosis in sheep has been reported in tropical and subtropical climates with high humidity and is
associated with high lethality and economic losses. In Brazil, outbreaks of this disease have been described in the
Northeast, Midwest and South regions, mainly in ovine with two clinical forms: rhinopharyngeal and rhinofacial. In
addition to occurring in regions of Brazil in different clinical forms, no data about the genetic diversity of Conidiobolus
lamprauges is available. Thus, the aim of this study was to evaluate seven isolates of C. lamprauges from ovine clinical
cases of conidiobolomycosis using five primers with the random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique.
Amplicons were observed in all isolates and ranged from 200 to 2,500 bp, with primer p50 leading to the most
polymorphic amplicons. Phylongenetic analysis detected four groups (A, B, C and D) with 36% similarity between
isolates. MatoGrosso isolates were in groups A and B, and the rhinofacial form was present only in group B. Genetic
variability in Brazilian isolates of Conidiobolus lamprauges is likely related both to the clinical form of the disease and

the geographic location.

INDEX TERMS: Conidiobolus sp., RAPD, sheep, zygomycosis.

INTRODUCTION

Conidiobolus (C.) coronatus, C. incongruus and C. lamprauges fungi, the Entomophtorales order, have been
described as the principal agents of conidiobolomycosis. This disease is characterized by granulomatous mycosis and is
important in human and veterinary medicine due to its disabling potential and high lethality in the affected species,
which can cause serious socio-economic (Humber et al. 1989, Zamos et al. 1996, Bauer et al. 1997, Ribes et al. 2000,

Tadano et al. 2005, Vilela et al. 2010, Kimura et al. 2011, Isa-Isa et al. 2012, Bachelet et al 2014). In sheep, the disease
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has been reported in tropical and subtropical climates with high humidity, (Carrigan et al. 1992, Ketterer et al. 1992,
Morris et al. 2001, Silva et al. 2007a) and it progresses with granulomatous rhinitis that can occur in two clinical forms:
rhinopharyngeal and rhinofacial infection (Ketterer et al 1992, Morris et al. 2001, Boabaid et al. 2008, Riet-Correa et al.

2008, Silva et al. 2007a, Camara et al 2011).

In Brazil, sheep conidiobolomycosis outbreaks have been described in the Northeast, Midwest and South
regions (Silva et al. 2007a, Silva et al. 2007b, Boabaid et al. 2008, Riet-Correa et al. 2008, Pedroso et al. 2009, De
Paula et al. 2010, Furlan et al. 2010). In the state of Mato Grosso, outbreaks were associated with C. lamprauges, (De
Paula et al. 2010, Ubiali et al. 2013, Silveira et al. 2013), as was also observed in Piaui and Santa Catarina (Silva et al

2007a, Vilela et al. 2010, Furlan et al 2010, Vilela et al. 2010).

Studies concerning diagnostic techniques, the epidemiology and the biology of the disease are available (De
Paula et al. 2010, Silveira et al. 2013, Godoy et al. 2014); however, information on the genetic variability of the species
is still lacking. This study evaluated isolates of C. lamprauges from clinical cases of conidiobolomycosis in sheep using

random amplified polymorphic DNA RAPD.

MATERIAL AND METHODS

Isolates

Seven isolates of C. lamprauges from sheep clinical cases of conidiobolomycosis in different regions of Brazil were
used in this study. The epidemiological and clinical isolates are reported in Table 1. Confirmation of the isolates

identified as C. lamprauges was performed by PCR according to the protocol proposed by Silveira et al. (2013).

Extraction of genomic DNA

For DNA extraction, we used the protocol described by Fulton et al. (1995) with modifications. The isolates were
grown for three days on filter paper through 2% Sabouraud Dextrose Agar (SDA) and incubated at 37 ° C. The
collected mycelium (0.5 g) was macerated in liquid nitrogen and rapidly transferred to tubes previously filled with 17.7
mL of lysis buffer (Buffer A: 100 mMTris-HCI pH 9.0; 5.0 mM EDTA pH 8.0 + Buffer B: 200 mMTris-HCI pH 9.0; 50
mM EDTA pH 8.0; 2.0 M NaCl; 2% CTAB pre heated to 65 ° C), homogenized and incubated for 60 min at 65 ° C
under constant agitation. Then, 5.75 mL of potassium acetate (5 M) was added and the samples were incubated on ice

for 30 min and centrifuged (5,000 X g for 20 min at 4 ° C). Chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) was added to the
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aqueous phase and the sample was centrifuged at 4,000 g at 4 ° C for 10 min. The transferred supernatant was treated
with RNAse A (50 mcg / mL, Sigma ®) for 60 min at 37 ° C. Then, the DNA was precipitated with sodium acetate and
isopropanol (0.1: 1) for 5 min, centrifuged at 10,000 g for 30 min at 4 ° C and washed with 2 mL of 70% ethanol (v / v).
The precipitate was washed again with 70% ethanol, centrifuged at 1,000 g for 5 minutes at 4 ° C and dried at room
temperature. The precipitate was then resuspend in 1 mL ultra pure water with 5ul RNase A (50 pg /mL, Sigma ®) and
was maintained at -20 ° C overnight. Subsequently, 120 uL of DNA was added with 80 pL of TE (10 mMTris-HCI pH
8.0, 1.0 mM EDTA, pH 7.0) and was purified using an Ultra Clean TM BloodSpin Kit (Mo Bio Laboratories) according
to manufacturer's instructions. The DNA integrity was assessed by electrophoresis on a 1% agarose gel stained with
Red ™ gel (Biotium®) and observed by ChemiDoc XRS ™ (Bio-Rad) using ImagelLab ™ software (Bio-Rad).

Quantification of DNA was carried out by Qubit 2.0 system (Invitrogen) according to manufacturer's instruction.

PCR-RAPD

For the amplification of genomic DNA by the RAPD technique, we used the method described by Castella et al. (2005)
with modifications; wherein, each isolate was tested with five oligonucleotides, M13, OPB7, P22, P50 and P-51 as
described in Table 3. The reactions were performed in a final volume of 25 pL [100 ng DNA 0.2 mMdNTPs, 10 pmol
primer, 3.5 mM MgCI2, and 1.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen) and 1X PCR buffer (200 mMTris-HCI pH 8.4, 50
mMKCI)]. The reaction consisted of an initial denaturation at 95 °© C for 3 minutes followed by 30 cycles of
denaturation at 95 ° C for 30 seconds, annealing at 44 ° C for 1 minute, and extension at 72 ° C for 1 minute and 10
seconds, with a final extension at 72 ° C for 7 minutes. The amplified products were subjected to 2% agarose gel
electrophoresis at 10 V for 4 hours, stained with Red ™ (Biotium®), followed by capture of images in ChemiDocTm +
XRS system (Bio-Rad) with software Image LabTm aid (bio-Rad). The molecular weight marker used was Ladder
100pb (GeneRuler 100pb DNA Ladder, Thermo Scientific). Cryptococcus gatii WM179 (VGI- serotype B) was used as

a control sample reference.

The interpretation of the results of the RAPD analysis was based on the presence or absence of amplicons
resulting from amplification with the five selected primers. The genetic diversity of strains was calculated based on the

DICE coefficient, and dendrograms were obtained by the UPGMA method using BioNumerics software (version 7.10).

RESULTS
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The analysis of amplification profiles using the five initiators allowed evaluation of the genetic diversity of the
seven isolates of C. lamprauges. Amplicons were observed from all isolates and ranged from 200 to 2,500 bp (Figure
1). A total of 381 bands produced by 5 primers were observed (Table 3), primer P50 was more effective with 93 bands,
and primer OPB7 was less effective with 58 bands (table 2). Of the total amplicons, 72 were absent in at least one of the
isolates analyzed, and these were referred to as polymorphic (Table 3). The primer P50 had the highest number of

polymorphic amplicons, while OPB7 and P51 had the lowest number.

The genetic similarity between the isolates was 36%, and the dendrogram constructed from the analysis of
band patterns obtained with the five primers allowed for differentiation of seven isolates into four groups (A, B, C and

D) (Figure 2).

Group A includes isolates 40315, 40316 and 40317 (87% similarity), all from the MT State (Figure 2). Group
B, with two isolates (40319 and 40320, 87.3% similarity), also from the MT state, originated from animals affected only
with the rhinofacial form of conidiobolomycosis. In group C, the isolate 40318 originating in Brasilia and D, the isolate

M903/13, originated from Piaui, and both animals were affected with the rhinopharyngeal form (Figure 2).

DISCUSSION

In this study, it was possible to evaluate the genetic diversity of C. lamprauges isolates from three different
Brazilian geographic areas using five different primers. Perez-Martinez et al. (2013), seeking to evaluate the genetic
diversity of 11 isolates of C. coronatus with 13 oligonucleotides, found 48 polymorphic fragments with genetic
variation between the isolates. These were grouped according to their origin: insect, organic compost, soil and human.
Other studies assessed the intra and interspecies genetic variability of various organisms including fungi such as
Paracoccidioides (Soares et al. 1995, Batista Junior et al. 2010), Malassezia, (Castella et al. 2005, Gandra et al. 2006,

Duarte et al. 2009) and Cryptococcus (Andrade-Silva et al. 2012, Pedroso et al. 2012).

C. lamprauges isolates were separated into groups based on their geographical origin and isolates from
MatoGrosso (group A and B) differed from other regions (C and D), reflecting diversity between each region. Similar
results were observed from Paracoccidiodes brasiliensis (Hahn et al. 2003) and Cryptococcus neoformans/gattii
complexes that are distributed worldwide; however, the genotype VG IV (C. tetragattii) was described mainly in Africa

(Chen et al. 2014, Hagen et al. 2015).
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Rhinopharingeal conidiobolomycosis is more common and severe (Ubiali et al. 2013) compared to rhinofacial
cases (group B). This difference could be associated with different genetic groups as described in Blastomyces
dermatitidis (Meece et al. 2013), where humans infected with group 1 strains were more likely to have respiratory-only
disease. Patients infected with group 2 strains were more likely to have disseminated disease. Paracoccidiodes
brasiliensis/lutzii complex (Hahn et al. 2003) and Cryptococcus neoformans/gattii complex shows genetic diversity in

populations associated with specific genotypes (Chen et al. 2014, Hagen et al. 2015).

These results suggest that genetic variability is likely related to both the clinical form of the disease and

geographic location of the isolates.
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Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of C. lamprauges isolates.

Sample INCQS Month/Age Origin Age Sex Race Clinical form
Rhinofacial Rhinopharyngeal

M290/07 40316 06/2007 Nobres/MT 6 month Female Santa Inés +
M303/07 40317 06/2007 Nobres/MT 6 month Female Santa Inés +
M260/09 40315 05/2009 Poconé/MT NI NI NI +
M614/09 40319 10/2009 Poconé/MT 3 age Female Santa Inés +

M446/10 40318 05/2010 Brasilia/DF Adult Female NI +
M624/11 40320 04/2011 Bardode Melgaco/MT 3 age Male Bergamascia +

M903/13 ND 09/2013 Teresina/Piaui 2 age Female Santa Inés +

NI = Unknown; ND= Not deposited in INCQ
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Table 2 Number of amplicons obtained with five primers and the group classification of clinical isolates of
C. lamprauges by RAPD.

Number ofamplicons

Sample Group
M13 OPB7 P22 P50 P51

40316 A 15 8 14 15 12
40317 A 16 8 13 17 9
40315 A 12 8 12 12 11
40319 B 10 7 12 13 7
40318 C 8 10 12 11 4
40320 B 10 8 12 12 11
903/13 D 8 9 14 13 8

Total 79 58 89 93 62
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Table 3. Sequences of primers used and the number of amplicons produced in the analysis of C.
lamprauges isolates by RAPD technique.

Oligonucleotide

Sequence 5°-3°

Amplicons

Total Polymorphic
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 79 15
OPB7 GGTGACGCAG 58 12
p22 AATCGGGCTG 89 15
P50 ACGGCGTATG 93 18
P51 CATCCGTGCT 62 12
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Fig. 1.RAPD profile of isolated C. lamprauges with oligonucleotide P50. M: marker; 1: positive control; 2 to 8
(isolated C. lamprauges): 2: 40316; 3: 40317; 4: 40315; 5: 40319; 6: 40318; 7: 40320; and 8: 903/13.
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Fig. 2.Dendrogram of genetic similarity of the seven isolates of C. lamprauges obtained by the UPGMA method

using the Bio Numerics software with five oligonucleotides. The genetic diversity was calculated based on the

DICE coefficient. Isolates marked with (*) originate from animals presenting the rhinofacial infection of

conidiobolomycosis.



