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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. Informagdes, entretanto, sobre a
resposta imune do hospedeiro na infec¢do por Conidiobolus
lamprauges sao 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-
racterizacdo protéica e imunoldgica 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 presencga de anticorpos IgG foi observada
em todos os animais doentes com titulos reagentes em di-
luigdes de até 1:1.600. Na técnica do immunoblot, o perfil
antigénico frente aos soros ovinos com a doenga 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 ndo 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 podera 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 INDEXAGAO: Conidiobolus lamprauges, ovinos, anti-
genos imunorreativos.

INTRODUCAO

Zigomicoses invasivas sdo causadas por fungos das ordens
Mucorales e Entomophthorales. Dentro dessa ultima, 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 et al. 2013).

A enfermidade na espécie ovina vem ocorrendo em pa-
ifses 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 ja foram identificados nos Es-
tados do Piaui, Paraiba, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, sendo descritos como um problema sani-
tario grave acarretando perdas econdmicas consideraveis
aos produtores de ovinos nessas regides (Silva et al. 2007a,
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. 2007b). Nos Esta-
dos do Piaui, Mato Grosso e Santa Catarina a etiologia da
doenga estd associada a infeccdo por C. lamprauges (Silva
et al. 2007a, De Paula et al. 2010, Furlan et al. 2010, Vilela
etal. 2010).

0 diagnostico da doenca tem como principio os achados
epidemiolégicos, clinico-patolégicos associados ao isola-
mento do agente em cultivo com a classificagio 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 nao estd esclarecida.
Genes associados a viruléncia foram estudados na infec¢ido
do fungo em insetos (Freimoser et al. 2003) e a sua capaci-
dade de termo resisténcia em diferentes temperaturas (Sil-
vaetal. 2012, Godoy et al. 2014).

Dados de resposta imunolégica do hospedeiro nao foram
descritos até o momento. Desta maneira, este estudo teve
por objetivo a identificacdo de proteinas imunorreativas que
possam desempenhar papel importante na resposta imune
de ovinos naturalmente infectados por C. 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 caracterizagdo protéica e imunolégica. O iso-
lado foi mantido em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) 2% a
37°C.

Amostras de soro. Cinco amostras de soro (A, 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 doenga foi confirmada por
isolamento e PCR. Como controle negativo foram utilizadas duas
amostras de ovinos saudaveis (F e G). As amostras de sangue fo-
ram coletadas por venopunc¢do da jugular em tubos sem antico-
agulante, centrifugadas, separadas e os soros estocados a -20°C.

Extracio de Proteinas de Conidiobolus lamprauges. Para
obtengdo da proteina, o isolado INCQS 40316 foi cultivado sobre
papel filtro em meio SDA e incubado a 37°C durante cinco dias. A
extracdo de proteinas foi realizada segundo adaptag¢des 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
modifica¢des. Placas de poliestireno de 96 cavidades (BD- Bios-
ciences) foram sensibilizadas com 1pg/pogo de extrato protéi-
co diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,05M (pH 9,6) e
incubadas em camara 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,; 4gua destilada
gsp 1000ml; pH 7,4; 0,1% Tween 20) seguida de incubagdo com
100uL tampdo PBS-TB (PBS-T acrescido de leite em p6 desnatado
a 5% ) e incubadas a 37°C por uma hora. Ap6s um novo ciclo de
trés lavagens das placas com PBS-T, as mesmas foram incubadas
por uma hora a 37°C com anticorpos primarios em diluicoes se-
riadas (1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600) PBS-T. Foram realizadas trés
lavagens com PBS-T seguidas da adigdo de 100 pL de anticorpos
secundarios 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 100uL
do substrato cromégeno 3,3,5,5 tetramethylbenzidine (TMB) por
5 min a temperatura ambiente. A leitura das amostras foi realiza-
daa 595 nm, em duplicatas, no espectrofotometro Epoch (Biotek).

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) e Im-
munoblot. Para a realizacdo da eletroforese, 50 pug de extrato
protéico total foi precipitado com solugio de acido tricloroacético
(TCA): acetona (1:9), seguido de incubagdo 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 100uL de
tampdo de amostra desnaturante 1X (Tris-HCI 0,5M pH 6,8, gli-

Quadro 1. Descri¢ao 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 D . .
G Sto A. do Leverger D . .

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

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel
para uma membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) (Hy-
bond-P, GE Heathcare), conforme instrugdes 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). Apos essa etapa, as membranas foram
lavadas duas vezes com PBS-T por 10 min, seguida de incubacdo
por 1 hora em anticorpo secundario Anti-IgG de carneiro marca-
do com peroxidase (Sigma) diluido 1:2000. Apés esse periodo,
foram submetidas a trés ciclos de lavagens de 10 min com PBS-T.
Apbs aretirada do excesso de PBS-T, foi adicionada a membrana o
cromoégeno TMB com interrupgio da reagdo com acido sulfurico
1M. Todas as lavagens e incubagdes foram realizadas a 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/uL. A
anadlise 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 relagdo 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 dilui¢des variando de 1:100 a 1:1.600
(Fig.2). Para estabelecer o ponto de corte da reac¢do foi con-
siderada a média dos valores de leitura de densidade dtica
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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 (F,G) por ELISA.

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

Durante a realizagdo do Immunoblot, o perfil antigénico
resultante da rea¢do 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 (A, 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 as de 90, 80, 70 e
65 kDa na amostra B). Duas proteinas reagiram de maneira
similar para dois soros (96kDa para os soros Be C e 53 kDa
para os soros A e B). A proteina de 198 kDa reagiu com trés
soros (B, C e 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 analise do perfil protéico do extrato miceliano submeti-
do a separagdo por SDS-PAGE permitiu visualizar o padrao
de bandas do isolado de Conidiobolus lamprauges sendo
evidenciadas bandas em toda extensdo do gel, com massas
moleculares variando de 6 a 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, C. coronatus, onde os mesmos evidenciaram
pela coloragio de prata 16 bandas, nove de alto peso mole-
cular (97 a 31 kDa) e sete com massa molecular inferior a
31kDa. A difereng¢a no nimero de bandas observadas neste
estudo pode estar relacionada a diferengas entre as espé-
cies utilizadas, as condig¢des 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 detec¢io
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 infecgdo por C. lamprauges. Em algumas infecgoes
fingicas, como a cromoblastomicose humana, os titulos de
anticorpos variam muito entre pacientes doentes (Esterre
etal. 2000) e, em casos de outros fungos como Coccidioides
immitis em equinos, os titulos mais altos estdo associados
a quadros clinicos com prognoésticos desfavoraveis, geral-
mente associados a pneumonia e infec¢des generalizadas
(Higgins et al. 2007).

0 ELISA vem sendo utilizado na detec¢io de anticorpos
especificos nos casos de pitiose, mostrando alto grau de
sensibilidade e especificidade, possibilitando a detecgio de
infeccdes na fase inicial da doen¢a (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 relagdo 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 utilizagcdo 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 caracterizagdo
imunolégica, porém, foram observadas variacdes no nime-
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 variagdo 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-
¢do. Portanto, a identificagdo e caracterizagio das mesmas
podem contribuir para o entendimento dos mecanismos de
patogenicidade nos casos da conidiobolomicose ovina, bem
como na utilizacao para diagnosticos sorolégicos ou como
candidatos a vacinas. Estudos conduzidos em fungos pato-
génicos de importancia biomédica ja permitiram obter im-
portantes informagdes sobre proteinas imunogénicas com
papel fundamental no processo de invasao, 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 diagnostico precoces e estabelecimento de tratamentos
clinicos e vacinas pela importancia crescente de Conidiobo-
lus lamprauges na medicina veterinaria e humana.
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