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RESUMO: As patologias causadas por
fungos se distribuem e classificam-se de
acordo com os tecidos e 6rgaos afetados,
tais como as micoses superficiais;
micoses da pele, unhas e pélos; micoses
subcutdneas e micoses  sistémicas
ou profundas. O desenvolvimento e
progressdao destas enfermidades, em
sua maioria, estdo correlacionadas
principalmente com as capacidades
imunoldgicas do hospedeiro, assim como
com as habilidades dos microrganismos
escaparem tanto das defesas inatas do
organismo quanto das drogas utilizadas
no tratamento. Com o avango tecnolégico,
o desenvolvimento de novas estratégias
para formulacdo de farmacos evoluiu,
principalmente baseado nas informagdes
advindas dos sequenciamentos e analises
do material genémico dos patdgenos. Deste
modo torna-se cada vez mais relevante
o desenvolvimento de estratégias de
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combate aos agentes agressores baseadas
em analises genéticas, bancos genémicos
e ferramentas tecnoldgicas baseadas na
analise acurada do material genético.
KEYWORDS: Genética, Gendmica, RDA,
Patologia, Antifingicos, Tratamento.

ABSTRACT: Pathologies caused by fungi
are distributed and classified according to
the affected tissues and organs, such as
superficial mycoses; mycoses of the skin,
nails and hair; subcutaneous mycoses and
systemic ordeep mycoses. The development
and progression of these diseases, for the
most part, are mainly correlated with the
host’s immunological capabilities, as well as
with the abilities of microorganisms to escape
both the innate defenses of the organism
and the drugs used in the treatment. With
technological advances, the development
of new strategies for formulating drugs
has evolved, mainly based on information
derived from sequencing and analysis of
genomic material from pathogens. Thus,
the development of strategies to combat
aggressive agents based on genetic
analysis, genomic banks and technological
tools based on the accurate analysis of
genetic material becomes increasingly
relevant.
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INTRODUCAO

A diversidade de patologias fungicas é diretamente relacionada com a amplitude
de agentes causadores e suas habilidades para colonizar diferentes regides do organismo
humano. correlacionadas as patologias existe um reduzido numero de drogas utilizaveis na
pratica clinica. Uma vez que, os agentes antifungicos séo limitados em suas especificidades
e em seus espectros, temos um real problema de saude publica. Em suma, as sulfonamidas
foram os primeiros farmacos utilizados no tratamento de micoses sistémicas, seguidas
pela utilizacdo da anfotericina B, que pela eficacia e espectro antifungico ainda hoje é
tida como referéncia no controle de infecgdes viscerais e disseminadas. Alguns anos
depois a 5-fluorocitosina, foi considerada como droga sinérgica da anfotericina B. Mais
recentemente (1970) as drogas azélicas ocasionaram impacto na terapia, principalmente
pelo seu largo espectro de acao e facilidade de administragéo oral. Vinte anos depois uma
nova evolugao trouxe a cena os os triazélicos com maior biodisponibilidade e atividade mais
intensa, abrindo caminho o voriconazol, 0 posaconazol dentre outros. As alilaminas, assim
como as equinocandinas tem sido muito estudadas, do mesmo modo que as formulagdes
lipidicas de anfotericina B, a utilizacao de carreadores e, vislumbrando o futuro, as inUmeras
possibilidades oferecidas pela nanotecnologia.

Os agentes antifungicos exercem sua atividade através de uma variedade de
mecanismos, alguns dos quais sdo pouco entendidos. Novas abordagens para caracterizar
0 mecanismo de acado de agentes antifungicos séo Uteis no processo de desenvolvimento
de drogas antifingicas. Um dos caminhos pelos quais as células se ajustam a mudancas
ambientais & através da alteracdo do padrdo de expressdo de genes (Liu et al., 2005;
Agarwal et al., 2003).

Assim, a medida de mudancgas na expressdo de genes sob exposicdo a drogas
pode ajudar a determinar como as drogas e candidatos a drogas trabalham em células e
organismos. Nesse sentido, alteragdes no perfil de expresséo de genes de fungos tém sido
estudadas (Ferreira et al., 2006; Yu et al., 2007).

A fim de estudar a expresséo diferencial de genes em um determinado organismo
ou identificar quais genes estdo envolvidos em um determinado processo ou tratamento
diversas técnicas tem sido utilizadas. Essas técnicas permitem detectar as mudancas na
expressao de mRNAs sem qualquer conhecimento prévio de informag¢des da sequéncia
dos genes especificos em questdo (Hubank & Schatz, 1994). Um dos métodos utilizados
para clonar genes diferencialmente expressos é a técnica da Anélise Representacional
Diferencial (RDA) que pretendemos descrever, em primeiro lugar exemplificando o potencial
dos estudos genOmicos na observacdo dos mecanismos utilizados pelos microrganismos

como escape aos tratamentos convencionais, e em segundo caracterizando como
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ferramenta Util nas pesquisas de busca de novos alvos antifingicos para o tratamento das
patologias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando esse enfoque, baseado na utilizagcdo de técnicas que de forma acurada
consigam determinar as informacgdes a nivel de RNAm e DNA, estudos do perfil genémico
foram realizados para avaliar o efeito da anfotericina B, 5-FC, e varios azoles em
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (Bammert & Fostel, 2000; De Backer et
al., 2001; Zhang et al., 2002a; 2002b). Esses estudos forneceram uma excelente visao
geral dos genes com alteracdo no perfil de expressdo em resposta ao tratamento com
essas drogas, além de orientar e estimular novos estudos que partam da premissa das
concentragdes destas drogas atualmente utilizadas em pacientes.

Visando fazer uma analise comparativa entre as drogas utilizadas num mesmo
estudo, os genes de S. cerevisiae foram investigados em resposta a representantes das
classes dos polienos, pirimidinas, azoles, e equinocandinas. Nesse estudo foi demonstrado
que diferencas nas condicbes ambientais, tais como meio de crescimento, concentracao
da droga, e periodo de exposicao a droga pode contribuir para alteragcdes na expressao
dos genes. Foram identificadas alteragdes classe-especifica e mecanismo-independente.
Genes responsivos a cetoconazol, caspofungina, e 5-FC indicaram efeitos droga-especifico.
A exposicdo do cetoconazol afetou genes primariamente envolvidos na biossintese e
captacao do ergosterol; exposigcdo a caspofungina afetou genes envolvidos na integridade
da parede celular; e 5-FC afetou genes envolvidos na sintese de proteina e DNA, reparo a
dano no DNA, e controle do ciclo celular. Ao contrario, alteragdes induzidas por anfotericina B
na expresséo de genes foram relacionadas ao estresse celular, reconstru¢do de membrana
celular, transporte, captacdo de fosfato, e integridade da parede celular. Embora tenham
sido identificados genes com maior especificidade para uma droga em particular (genes
droga-especificos), também foram encontrados genes sem especificidade para as classes
de drogas. Os resultados obtidos forneceram novas informagdes sobre o mecanismo de
acao dessas classes de agentes antifungicos e demonstraram o potencial de utilizagdo do
perfil de expressao de genes no desenvolvimento de drogas antifungicas (Agarwal et al.,
2003).

Estudos similares foram desenvolvidos para C. albicans utilizando as mesmas classes
de antifingicos e condi¢cbes similares de crescimento. Foram encontradas similaridades,
mas também diferengas, entre S. cerevisiae e C. albicans, na resposta a esses agentes
antifungicos. Os experimentos do perfil de expressdo génica revelaram respostas droga-
especifica consistente com seu mecanismo de acdo, respostas indicativas de outras
vias que devem ser afetadas por esses agentes, e respostas que refletem mecanismos
conhecidos e potenciais de resisténcia a esses agentes antifungicos (Liu ef al., 2005).
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Analise do transcriptoma de Aspergillus fumigatus, um fungo filamentoso, exposto
a voriconazol revelou que a expressao do mRNA de varios genes é dependente da via
de sinalizagéo por proteina quinase-AMP ciclico conservada evolutivamente, auxiliando
no entendimento de como o fungo se torna resistente ao voriconazol (Ferreira et al.,
2006). Estudos utilizando microarranjos com o objetivo de avaliar o perfil transcricional
de Trichophyton rubrum em resposta a cetoconazol e anfotericina B revelaram resultados
consistentes com os mecanismos de acdo conhecidos. Entretanto, houveram também
achados especificos em T. rubrum que diferiram dos resultados obtidos em trabalhos
anteriores para outros fungos (Yu et al., 2007).

S. cerevisiae € um excelente organismo modelo para estudar agéo de antifungicos
devido ao seu genoma ter sido totalmente seqlienciado e bem caracterizado, e também
ao desenvolvimento de microarranjos, possibilitando monitorar globalmente alteracdes
na expressdo de genes em resposta a uma variedade de condi¢cdes experimentais. Em
adicéo, existe a disponibilidade de estoque de mutantes com genes deletados, facilitando a
validacdo de novas hipoteses geradas pelos experimentos de microarranjos (Viscoli et al.,
1999). Entretanto, os trabalhos acima demonstraram a importancia da realizagdo desses
estudos em outros fungos de relevancia.

O mapeamento dos genes expressos por P. brasiliensis em diferentes condigbes tem
sido objetivo de varios projetos transcritomas deste fungo. O Projeto Genoma Funcional
e Diferencial foi desenvolvido visando uma melhor compreensdo do metabolismo de P,
brasiliensis, isolado Pb01, na fase de micélio e levedura. Nos transcritomas relativos as
fases leveduriforme e miceliana foram sequenciados um total de 6.022 ESTs. Dentre os
transcritos encontrados foram observados genes relacionados a viruléncia e potenciais
alvos para drogas, como quitina deacetilase, isocitrato liase e a-1,3-glicana sintase, uma
vez que eles ndo possuem homologia em humanos. As analises do transcritoma também
revelaram alguns provaveis componentes das vias de sinalizagdo, como Ca?’calmodulina-
calcineurina, MAPKs e AMPc/proteina quinase, (Felipe et al., 2005a; Felipe et al., 2003).

Atécnicade RDA é um processo de subtracao acoplado & amplificagéo, originalmente
desenvolvido para uso com DNA gendémico como um método capaz de identificar as
diferencas entre dois genomas complexos (Hubank & Schatz, 1994). A fim de permitir
analise de populacdoes de mRNA diferencialmente expressos, Lisitsyn 1995 modificou o
processo. Baseado em rounds sucessivos de hibridizacdo subtrativa, seguido por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase), esta técnica possui a vantagem de elimina fragmentos
presentes em ambas as popula¢cdes de mRNAs, deixando apenas 0Ss genes expressos
diferencialmente. O RDA se baseia na geracéo, por digestdo com enzima de restricédo
e amplificacdo por PCR, de versdes simplificadas dos transcriptomas sob investigacéo
conhecidas como “representagbes”. Se um fragmento de restricdo amplificavel (o alvo)
existe numa representacdo (tester) e estd ausente em outra (driver — controle), um

enriquecimento cinético do alvo pode ser alcangado por hibridizacdo subtrativa do tester
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na presenca de um excesso de driver. Sequéncias com homoélogos no driver ndo sao
amplificadas, enquanto o alvo hibridiza apenas com ele mesmo e retém a habilidade de ser
amplificavel por PCR. Interagdes sucessivas da subtracdo e o processo de PCR produzem
fragmentos de cDNA visiveis num gel de agarose correspondendo ao alvo enriquecido
(Hubank & Schatz 1994).

Na técnica de RDA as populacdes de cDNA podem ser fracionadas por um numero
de enzimas de restricdo com sequéncias curtas de reconhecimento para produzir conjuntos
de cDNAs. Este aspecto do RDA melhora grandemente as chances de se clonar com
sucesso espécies diferencialmente expressas. Além disso, pelo fato de que cada cDNA &
restringido no seu comprimento para produzir fragmentos, o procedimento de RDA oferece
multiplas chances de se recuperar um gene de interesse. No entanto, assim como acontece
em outras técnicas de obtencé@o de genes expressos diferencialmente, a técnica de RDA
pode apresentar algumas desvantagens, como o aparecimento de falsos-positivos, porém
trata-se de um procedimento relativamente barato e rapido (Pastorian et al., 2000).

CONCLUSOES

Tendo em vista o desenvolvimento amplo das técnicas e ferramentas moleculares,
como fruto do avanco biotecnolégico, para diagnéstico de patologias e tratamento eficaz
destas, as técnicas que se configurem acuradas para a avaliagcao de genes upregulated ou
downregulated tornam — se de extrema relevancia. Os custos da utilizacéo de técnicas de
Ultima geragao sao de fato um fator limitante, principalmente quando se requer a compra e
manutencéo de equipamentos. Assim, novas técnicas que possibilitem estas observagdes
com menos gastos e possibilidade de utilizagcdo de equipamentos que os laboratérios ja
possuam, tornam-se relevantes para o estudo do mecanismo de acédo dos farmacos e das
respostas dos agentes infecciosos.
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