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Genes termorregulados diferencialmente expressos em Conidiobolus lamprauges

RESUMO

Conidiobolus lamprauges é um fungo zigomiceto
patógeno de humanos e animais, causador da
conidiobolomicose, caracterizada por uma rinossinusite
crônica granulomatosa severa. A capacidade de se adaptar e
crescer a altas temperaturas são sugeridos como um atributo
de virulência em fungos que infectam animais e humanos, no
entanto, em C. lamprauges, pouca informação é disponível
sobre esse aspecto. O objetivo deste trabalho foi identificar
genes com expressão diferencial em C. lamprauges cultivado a
30° e 37°C através da técnica de Análise de Diferença
Representacional (RDA). Após análise e sequenciamento de
um conjunto de 120cDNAs, identificou-se uma enzima
glicolítica denominada enolase, diferencialmente expressa a
37°C. Esse gene exerce funções relacionadas à patogenicidade
no processo de infecção em diversos micro-organismos
patogênicos, apresentando um potencial de envolvimento na
relação patógeno-hospedeiro e virulência em C. lamprauges.
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ABSTRACT

Conidiobolus lamprauges is a pathogen
zygomycetes fungi of humans and animals, responsible for
conidiobolomycosis, which is characterized by a severe
granulomatous chronic rhinosinusitis. The ability to adapt and
grow at high temperatures is suggested as an attribute of
virulence in fungi that infect animals and humans, however
regarding C. lamprauges little information is available about
this aspect. This paper aims to identify differential expression
genes in C. lamprauges grown at 30°C and 37°C through the
technique of Representational Difference Analysis (RDA). After
the analysis and sequencing of a set of 120cDNAs, it was
identified enolase, a glycolytic enzyme, differentially expressed

at 37°C. This gene performs functions related to pathogenicity
during host-pathogen interaction process in several pathogenic
microorganisms. showing a potential involvement in host-
pathogen relationship, and virulence in C. lamprauges.
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Conidiobolus spp. é um fungo sapróbio,
pertencente à classe dos zigomicetos, causador da
conidiobolomicose, caracterizada principalmente por
rinossinusite crônica granulomatosa severa, anorexia,
perda de peso, tumefação nasal, descarga nasal muco-
hemorrágico, dispneia e óbito (HOOGENDIJK, et al.,
2006; SILVA et al., 2007; BOABAID et al., 2008). As
principais espécies patogênicas são: C. coronatus, C.
incongruus e C. lamprauges (DE PAULA et. al., 2010).
No Brasil, a doença é endêmica no rebanho ovino da
região Nordeste e nas regiões Sul e Centro-Oeste,
sendo que o número de casos vem aumentando (SILVA
et al., 2007; BOABAID et al., 2008; PEDROSO, et. al.,
2009; DE PAULA et. al., 2010). Nos surtos em ovinos, a
doença pode se apresentar 100% letal (SILVA et al., 2007).
Em humanos, a demora no diagnóstico contribui para o
agravamento do quadro, levando, muitas vezes, à
utilização de tratamentos empíricos e prolongados, que,
na grande maioria dos casos, mostram-se ineficazes,
principalmente porque nenhum medicamento testado
até o momento foi totalmente eficaz no tratamento de
infecções por Conidibolus spp., quando utilizado
individualmente (KIMURA et al., 2011).
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Em fungos patogênicos, como
Criptococcus neoformans e Candida albicans, a
adaptabilidade e resistência à temperatura corporal dos
mamíferos representa um atributo de virulência do
micro-organismo, e estudos sobre o cultivo em altas
temperaturas, possivelmente, possa levar ao
entendimento de quais fatores moleculares tornam o
fungo um patógeno de mamíferos (PERFECT, 2005;
ROBERT & CASADEVALL, 2009). Porém, dados sobre
C. lamprauges são escassos. O objetivo deste trabalho
foi detectar genes diferencialmente expressos
termorregulados em C. lamprauges, cultivado a 30 e
37ºC, que possam estar relacionados ao processo de
interação patógeno-hospedeiro.

O estudo foi conduzido com um isolado
clínico de C. lamprauges, identificado e classificado
previamente por DE PAULA et al. (2010). Para
construção das bibliotecas de cDNA, o micro-
organismo foi cultivado em meio Agar Sabouraud
Dextrose durante 4 dias, sendo as temperaturas de 37ºC
e 30ºC denominadas  tester e driver, respectivamente.
O RNA foi extraído de acordo com SOKOLOVSKY et
al. (1990). O cDNA foi sintetizado utilizando o sistema
SMARTer™ PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech) com
1    g de RNA total. Uma alíquota de 5    L da primeira fita
foi utilizada como molde para a síntese da segunda fita
e a técnica de RDA foi realizada segundo o protocolo
descrito por DUTRA et al. (2004).

Para obtenção dos produtos diferenciais das
duas hibridizações, denominados PD1 e PD2, o cDNA
de cada condição foi digerido com a enzima de restrição
Sau3AI (New England BioLabs) e duas etapas
sucessivas de hibridização (67°C por 18h) foram
realizadas, utilizando dois pares de adaptadores (NBam
12/24 e RBam 12/24) ligados à população tester, nas
proporções tester/driver de 1:10 e 1:100,
respectivamente.

O PD2 do RDA foi clonado no vetor pGEM
T Easy (Promega) e transformado em Escherichia coli
XL1 Blue, de acordo com  SAMBROOK & RUSSEL
(2001). A presença de insertos foi verificada por PCR e,
após a seleção dos recombinantes, as amostras foram
preparadas e encaminhadas para o sequenciamento
automático no MegaBace 1000 (GE Healthcare),
utilizando os primers correspondentes ao vetor pGEM
T Easy. As ESTs obtidas foram analisadas no banco de
dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
através do programa tBLASTx (ALTSCHUL et al., 1997).
A classificação funcional das proteínas encontradas
foi feita através do programa Gene Ontology
(www.geneontology.org). Um gene de interesse
identificado pelo RDA foi validado através da técnica
de PCR em Tempo Real (qPCR). As reações foram

realizadas em triplicata, utilizando-se SYBR Green qPCR
Supermix (Invitrogen), contendo 2    l de cDNA e 5pmol
de cada primer.  As reações foram realizadas com
temperatura inicial de 50ºC por 2 minutos, seguido por
10 minutos a 95ºC. Após 40 ciclos de 95ºC a 15
segundos, seguidos de anelamento e síntese a 60°C
por um minuto. A curva de melting foi analisada e a
expressão relativa dos genes foi baseada no método
2-          CT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), utilizando o
gene actina (DE PAULA, et al., 2011) como normalizador.
Cento e vinte clones foram selecionados aleatoriamente
para sequenciamento. A maioria das proteínas foram
identificadas como hipotéticas e uma enzima
relacionada à via glicolítica, a enolase (acesso GenBank
-FE859532.1), foi identificada com nível de expressão
diferencial a 37°C. Essa enzima já tem sido descrita em
outros micro-organismos patogênicos (ANGIOLELLA,
et al., 1996; PAL-BHOWMICK et al., 2007; NOGUEIRA,
et al., 2010). A Análise de qPCR confirmou a
superexpressão de 8,27 vezes deste gene, quando o
fungo foi cultivado a 37ºC.

A enolase é uma das enzimas metabólicas
mais expressas no citoplasma, identificada em diversos
micro-organismos, com isso, sua localização e funções
celulares vêm sendo estudadas, demonstrando que,
além de sua atividade glicolítica inata, desempenha
importante papel em várias funções biológicas,
fisiopatológicas e de superfície (PANCHOLI, 2001).

Em C. albicans, além de sua localização
predominantemente citoplasmática, a enolase é uma
proteína ativa integrante da parede celular, sendo um
importante componente responsável pela detecção
desse fungo pelo sistema imune do hospedeiro, tanto
na resposta imune humoral, quanto na mediada por
células. A sua detecção e de seus anticorpos circulando
em pacientes com candidíase invasiva é considerada
útil no monitoramento do crescimento do fungo in vivo,
demonstrando ser um marcador potencialmente
vantajoso no diagnóstico dessa enfermidade
(ANGIOLELLA et al., 1996).

No fungo dimórfico Paracoccidiodes
brasiliensis, a enolase foi diferencialmente expressa
na condição de adesão ao colágeno e à fibronectina, e
identificada na superfície de células leveduriformes.
Essa espécie seria capaz de adquirir atividade
proteolítica após a ligação da enolase ao plasminogênio
e a sua conversão à plasmina, facilitando a invasão
tecidual no hospedeiro, contribuindo para
patogenicidade do fungo (NOGUEIRA, et al., 2010).

Em Saccharomyces cerevisiae, o gene que
codifica enolase é também induzido a temperaturas
elevadas e está envolvido na tolerância térmica e
controle do crescimento desse organismo (IIDA &
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YHARA, 1985). O papel dessas proteínas não se
restringe a uma resposta ao choque térmico
simplesmente, mas elas podem fazer parte do processo
de adaptação para a sobrevivência do micro-organismo
no hospedeiro (BURNIE et al., 2005).

No protozoário Plasmodium yoelli, a
enolase desempenha diversas funções biológicas não-
glicolíticas, sendo avaliada como um possível alvo de
drogas para o tratamento da malária (PAL-BHOWMICK
et al., 2007).

O estudo concluiu que a técnica de RDA foi
eficiente na obtenção de genes diferencialmente
expressos e que a exposição à temperatura elevada
possivelmente esteja associada à superexpressão da
enolase em C. lamprauges, cujo papel no processo de
interação patógeno-hospedeiro em diversos
microorganismos patogênicos já foi descrito. Com isso,
sua função, bem como sua localização celular em C.
lamprauges, deve ser elucidada.

Pesquisas que buscam compreender melhor
a biologia do fungo e a identificação de genes com
característica de expressão diferencial, como a enolase,
são importantes, pois, após estudos adicionais
estabelecendo o papel funcional para esse gene em C.
lamprauges, alternativas diagnósticas, de tratamento
ou monitoramento podem surgir até mesmo como
perspectiva de um marcador diagnóstico que contribua
na avaliação da evolução da doença.
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