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RESUMO

As leveduras negras pertencentes a familia Herpotrichiellaceae sé&o
microrganismos extremamente relevantes do ponto de vista ecolégico e clinico.
Esses organismos comuns saprobios apresentam alta capacidade de
adaptacdo e parecem apresentar um ciclo de vida composto e potencial de
patogenicidade. No género Fonsecaea foram relatadas diferentes espécies
associadas a hospedeiros humanos, animais e de fontes ambientais.
Fonsecaea monophora € relatada como agente de cromoblastomicose com
formacdo de corpos muriformes e agente de infeccdo cerebral. Buscando
compreender a biologia e potencial de patogenicidade desta espécie, foi
realizada sua andlise genémica parcial e o desenvolvimento incial de um
protocolo para caracterizacao carotipica do género. Para isto, 0 genoma parcial
foi obtido utilizando a combinacdo de leituras de sequéncias provenientes das
plataformas lllumina e lon Proton. O draft de maior qualidade obtido apresenta
tamanho de 34,21Mb, com 301 supercontigs e N50 de 268.916 pb. A partir do
genoma parcial gerado, foi realizada a anotacdo automatica e uma analise
gendmica preliminar. Para a caracterizacdo cariotipica, podemos determinar o
tiabendazol como agente bloqueador do desenvolvimento celular e estabelecer

o protocolo para obtencéo de protoplastos.

Palavras-chave: Leveduras negras. Fonsecaea monophora. Anotacdo. Analise

gendmica. Cariotipo.



ABSTRACT

Black yeast belonging to Herpotrichiellaceae family are extremely relevant
microorganisms ecological and clinical point of view. These common saprobes
organisms have a high capacity to adapt and appear to have a life cycle
compound and potential pathogenicity. In the genus Fonsecaea different
species were reported related to human, animal and environmental sources
hosts whose ecology seems to direct the evolution of clinical conditions.
Fonsecaea monophora is reported as chromoblastomycosis agent with training
muriformes bodies and brain infection agent. Trying to understand the biology
and potential pathogenicity of this species, it was carried out partial genomic
analysis and the initial development of a protocol for carotipica characterization
of the genre. For this, the partial genome was obtained using the combination of
readings from sequences of Proton lon and Illumina platform. The higher quality
obtained draft has size 34,21Mb with 301 supercontigs and N50 of 268,916 bp.
From the generated partial genome automatic annotation and preliminary
genomic analysis was performed. For karyotype characterization, we can
determine thiabendazole as blocking agent of cell growth and establish the

protocol for protoplasts.

Key words: Black yeasts. Fonsecaea monophora. Annotation. Genomic

analysis.Karyotype.
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1 INTRODUCAO

As leveduras negras pertencentes a familia Herpotrichiellaceae sé&o
microrganismos extremamente relevantes do ponto de vista ecolégico e clinico.
Esses organismos comuns saprobios apresentam alta capacidade de
adaptacdo e um ciclo de vida composto e potencial de patogenicidade,
justificando assim, a baixa ocorréncia ambiental e a frequéncia de infec¢cdo em
hospedeiros animais. Este potencial de infeccdo parece ser polifilético e
consequentemente difere entre as espécies. As infec¢cdes recorrentes e
consistentes indicam uma possibilidade de adaptacdo ao hospedeiro e séo
reconhecidamente causadas por poucas espécies que frequentemente sdo
morfologicamente muito similares. Sendo assim, um critério eficiente €
fundamental para entender a ligacdo entre doenca e a ecologia ambiental do
agente (NAJAFZADEH et al., 2011a; NAJAFZADEH et al., 2011b; BADALI et
al., 2008).

Dentre as infeccbes causadas por estes organismos, a
cromoblastomicose € caracterizada pelo aparecimento de lesbes cutaneas e
subcutdneas de aspecto verrugoso podendo emergir como erupcdes
ulcerativas de aspecto tumoral (HOOG et al., 2004, NAJAFZADEH et al., 2009,
NAJAFZADEH e t al., 2010; NAJAFZADEH et al.,2011b, VICENTE et al., 2012).
Embora a inoculacdo traumatica de espinhos ou lascas de madeira seja a
provavel fonte de infeccdo, o processo e a via de dispersao estdo
insuficientemente esclarecidos (SALGADO et al., 2004; VICENTE et al., 2014).
Véarios géneros abrigam espécies causais de cromoblastomicose, como
Rhinocladiella, Phialophora, Cladophialophora, Exophiala e Fonsecaea
(QUEIROZ-TELLES et al.,, 2015). Estudos da epidemiologia molecular da
doenca revelaram que o género Fonsecaea apresenta quatro espécies causais,
distribuidas ao longo das areas endémicas no mundo: Fonsecaea pedrosoi, F.
nubica, F. monophora e
F. pugnacius (NAJAFZADEH et al., 2011a; AZEVEDO et al., 2015). Enquanto
F. pedrosoi e F. nubica sdo estritamente associadas a cromoblastomicose e
formacdo de corpos muriformes, F. monophora e F. pugnacius também tém

sido relatadas em infec¢Bes cerebrais e outros 6rgaos (LI; HOOG, 2009).
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Fonsecaea monophora estd associada a cromoblastomicose com
formacao de corpos muriformes, sendo o agente causal predominante no sul
da China (ZHANG et al.,, 2008). Esta espécie também pode apresentar
neurotropismo no hospedeiro humano sendo agente de infeccdo cerebral
primaria, em que 0s sintomas neurologicos sdo as primeiras indicacdes de
infeccdo, uma vez que a disseminacdo ocorre despercebida (SURASH et al.
2005; TAKEI et al. 2007; KOO et al., 2010).

Questdes referentes a rota de infeccdo, agentes causais e a relacdo dos
agentes com a variabilidade dos casos clinicos e consequentemente variacoes,
ao que se refere a resposta ao tratamento e cura da doencga, assim como o
potencial de viruléncia dos isolados procedentes de origem humana e
ambiental devem ser esclarecidas. A doenca representa um problema de
salde publica para a populacdo de determinadas regifes brasileiras e areas
tropicais, e em fungdo deste cenario, ampliar o entendimento dos genes
envolvidos nos mecanismos de viruléncia, patogenicidade e maior
compreensao da biologia destes agentes, possibilitando o desenvolvimento de
biomarcadores para diagnostico, estudos epidemiologicos e alvos para o
desenvolvimento de drogas e protocolos de tratamento sdo uma demanda
emergencial.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve por objetivo gerar e
analisar dados gendmicos e caracterizar o cariotipo da espécie F. monophora,
visando a obtencdo de dados para entendimento dos genes envolvidos nos
mecanismos de viruléncia, patogenicidade e maior compreensdo da biologia

desse agente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar analise genbmica e -cariotipagem da espécie Fonsecaea

monophora.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar o sequenciamento gendmico da levedura F. monophora.

e Obter draft do genoma de alta qualidade.

e Realizar a anotacédo parcial do genoma e analise genémica preliminar.

e Caracterizar o cariétipo da espécie F. monophora.

e Desenvolver protocolo para a realizacdo de cariotipagem do género

Fonsecaea.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 IMPORTANCIA CLINICA DAS LEVEDURAS NEGRAS

As leveduras negras sdo fungos cuja principal caracteristica é a
pigmentacdo escura na parede celular das células vegetativas e reprodutivas.
Este grupo mostra grande capacidade de adaptacao, isto permite que tolerem
uma grande variedade de condi¢cdes hostis como altas temperaturas, radiacao
UV, elevadas concentracfes de sal, dessecacao, variagcdes no pH e deficiéncia
de nutrientes (HOOG et al., 2000; ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006).

Formam um grupo heterogéneo quanto a taxonomia e filogenia que
abrange membros Ascomicetos pertencentes quase que exclusivamente as
ordens Dothideales e Chaetothyriales (HOOG et al., 2000; SATOW, 2008). A
ordem Chaetothyriales abriga a familia Herpotrichiellaceae, a qual relune
microrganismos relevantes do ponto de vista ecologico e clinico, os quais
apresentam potencial de patogenicidade em hospedeiros animais. As
leveduras desta familia apresentam crescimento lento, inicialmente
leveduriforme, e com o tempo, a textura da colonia torna-se aveludada com
hifas pigmentadas. As principais espécies pertencem aos genéros Exophiala,
Cladophialophora, Capronia, Fonsecaea, Phialophora, Rinocladiella, Veronea e
Cyphellophora (HOOG et al., 2000).

De acordo com Alviano e colaboradores (2004) a maioria das leveduras
negras sao saprobios habituais do solo e de vegetais em decomposicao.
Porém, diversos desses agentes sdo considerados oportunistas colonizando
hospedeiros humanos e animais (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; ESTERRE;
QUEIROZ-TELLES, 2006). E para isso, a infeccdo depende basicamente de
trés fatores para se estabelecer: a resisténcia do hospedeiro, a quantidade do
indculo e a viruléncia do fungo (ALVIANO et al., 2004).

Um importante fator de viruléncia nas leveduras negras €é a
termotolerancia (HOOG et al.,, 2011). O aumento de relatos de doencgas
fungicas causadas por estes agentes em animais domeésticos e selvagens,

invertebrados e vertebrados de sangue quente ou frio (SEYEDMOUSAVI et al.,
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2014) demonstram que a temperatura pode ser um fator determinante na
escolha pelo hospedeiro (HOOG et al., 2011).

A melanina também parece contribuir com a viruléncia desses
organismos, por reforcar a resisténcia das células fungicas em resposta ao
sistema imune do hospedeiro. Este pigmento provavelmente possibilita trés
mecanismos: a redugcdo da fagocitose, a protecdo dos fungos contra as
enzimas hidroliticas produzidas por macrofagos e contra os derivados de
oxigénio e nitrogénio. Apesar dos mecanismos de invasdo do sistema imune e
permanéncia nos tecidos humanos serem desconhecidos, sabe-se que a
producdo da melanina protege o fungo contra a ativacdo de macréfagos e
neutrofilos (ALVIANO et al., 2004; BOCCA et al., 2006).

Acredita-se também que a sintese de polissacarideos representa um
fator de viruléncia nas leveduras negras, uma estratégia alternativa em
condicbes desfavoraveis (CORRADI et al., 2006). Alviano e colaboradores
(1991) demonstraram que os polissacarideos da parede celular de F. pedrosoi
foram capazes de induzir uma reacdo granulomatosa em animais e estédo
relacionados com a patogenicidade da espécie. Um polissacarideo encontrado
na parede celular de algumas espécies do género Fonsecaea € a a-1-3-
glucana, presente em todos os fungos patogénicos dimoérficos estudados e
relacionado a viruléncia de alguns, como o Histoplasma capsulatum e o
Paracoccidiodes brasiliensis (GIMENES et al., 2005).

Estima-se que mais de uma centena de espécies de fungos negros
possam causar doencas, 0s quais podem se apresentar nos tecidos lesionados
como hifas, pseudohifas, células leveduriformes ou qualguer combinacao
destas formas. As leveduras negras patégenas e oportunistas de humanos e
animais destacam-se como agentes de eumicetomas, cromoblastomicose e
feohifomicoses; que podem permanecer nos locais de inoculacdo traumatica,
interiorizar-se ou disseminar-se (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006;
QUEIROZ-TELLES et al., 2015).

O micetoma consiste na formacdo de nddulos contendo grdos nos
tecidos. E caracterizado como uma infecgdo cronica e de longa evolucio.
Quando causado por fungos é denominado de eumicetoma e relacionado com
varios agentes etiolégicos. A infeccdo ocorre a partir da inoculagéo traumatica

e ha um aumento significativo do volume do membro, com deformidade e
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limitacdo funcional. A doenca é classificada como subcutanea, localizada com
disseminacdo rara (QUEIROZ-TELLES et al, 2015). Os eumicetomas
apresentam textura fibrosante, fazendo com que a resposta aos tratamentos
convencionais seja prejudicada, jA que os antifungicos nao alcancam as
concentracfes necessarias no sitio de infeccdo. Por isto, o tratamento atual
consiste no uso de terbinafina, voriconazol e posaconazol; aliados ao
tratamento cirargico (SAMPAIO & RIVITTI, 2014).

A cromoblastomicose caracteriza-se como uma infeccdo subcutanea,
causada por diversos fungos negros, os quais formam corpos septados nos
tecidos, denominados de muriformes. A doenca apresenta a evolucéo lenta de
lesGes verrucosas nos tecidos (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006).

A feohifomicose abrange as micoses oportunistas causadas por fungos
negros, que ocorrem desde as formas superficial, cutanea, subcutanea e até
disseminada, sem formacao de corpos muriformes. Nesta infeccdo os agentes
apresentam-se nos tecidos como células leveduriformes ou elementos
vesiculares, pseudo-hifas, hifas septadas, catenulares ou toruldides. Sua
ocorréncia se da principalmente em regides de clima tropical como
Madagascar, norte da Venezuela, e regido amazonica do Brasil, mas também
hé& relatos da ocorréncia de casos em regifes de clima temperado (ESTERRE;
QUEIROZ-TELLES, 2006). Trata-se de uma infeccdo esporadica, cosmopolita,
gue acomete individuos imunocompetentes e imunossuprimidos; podendo
acometer animais de varias espécies (REVANKAR et al., 2002). Em
imunodeprimidos, a distingdo entre cromoblastomicose e feohifomicose pode
se tornar dificil devido a deficiéncia da resposta imune destes hospedeiros, a
qual provavelmente ndo acarreta condices adequadas para a formacdo dos
corpos muriformes (HOOG, 1998).

A feohifomicose cutanea e subcutanea ocorre principalmente em
individuos adultos, imunodeficientes, frequentemente em pacientes entre 50 e
80 anos. Os agentes etiologicos mais frequentes sdo dos géneros Exophiala,
Alternaria e Wangiella, sendo a espécie mais relatada E. jeanselmei
(ROSSETTO et al.,, 2010). A feohifomicose cerebral tem apresentado ampla
distribuicdio geogréfica, relatada desde a Europa, Asia, Africa, América do
Norte e Sul. Os principais agentes tem sido Cladophialophora bantiana,
Exophiala dermatitidis e Ramichloridium mackenziei (NOBREGA et al., 2003).
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Em animais, a doenca tem ocorrido em gatos e caranguejo (NAJAFZADEH et
al., 2011b; VICENTE et al., 2012). Feohifomicose disseminada é uma infeccéo
rara; porém, sua incidéncia tem sido crescente e frequentemente fatal. Entre as
décadas de 60 a 80, foram relatados 11 casos, dos quais 8 acometeram
pacientes imunocompetentes; ja na década de 90 foram notificados 45 casos,
destes, 41 pacientes com algum tipo de imunodeficiéncia, normalmente
induzida pela quimioterapia. Isto sugere que o principal motivo para o aumento
no numero de casos da forma disseminada da doenca pode ser
imunodeficiéncia causada por intensos tratamentos medicamentosos
(QUEIROZ-TELLES et al., 2015). Scedosporium prolificans tem emergido como
principal agente etioldégico da feohifomicose disseminada, mas novos agentes
sao relatados anualmente (REVANKAR et al., 2002). O tratamento da
feohifomicose tem sido realizado com o uso de itraconazol, anfotericina B,
fluconazol e cetoconazol, associado a remocao cirurgica. O desenvolvimento
de novos agentes antifingicos e a combinacdo de terapias podem ser opc¢éo
para um melhor tratamento desta infeccédo no futuro (SCHIEFFELIN, 2014).

3.2 CROMOBLASTOMICOSE E SEUS AGENTES ETIOLOGICOS

A cromoblastomicose foi descrita em 1914 por Max Rudolph, um médico
aleméo que estava radicado no Brasil, onde comunicou 0s primeiros seis casos
da doenca (RUDOLPH, 1914). Trata-se de uma infec¢ao cronica causada por
leveduras negras (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Acredita-se que a infeccdo
inicia a partir de lesdo priméria, comecando no local de inoculacdo do agente
etioldgico, depois ocorre o envolvimento cutaneo crdnico, podendo ou néo
avancgar para os tecidos subcutaneos com uma reacéo tecidual granulomatosa,
purulenta e fibrética (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006). Quando a
resposta imune do hospedeiro é iniciada, ocorre a formagdo de corpos
acastanhados redondos com paredes grossas, aparecendo de forma isolada ou
agrupada. Estes corpos apresentam divisdo binaria e sdo denominados de
corpos muriformes, escleréticos ou corpusculos fumagodides (FIGURA 1)
(VICENTE, 2000).



FIGURA 1: CROMOBLASTOMICOSE CUTANEA COM FORMAGCAO DE CORPOS
MURIFORMES. A) Les&o de cromoblastomicose cutanea. B) Corpos muriformes em
microscopia Otica.

FONTE: SALGADO et al., 2004.

As lesdes sdo clinicamente polimorficas e podem tornar-se recalcitrantes
a terapia, extremamente dificeis de erradicar, se ndo forem reconhecidas nos
estagios iniciais (GARNICA et al., 2009). Em sua forma cutanea e subcutanea
apresenta uma evolucao lenta de lesGes com superficie verrucosa nos tecidos;
atingindo frequentemente membros inferiores, sendo que lesdes nos membros
superiores, nadegas e em outras regides do corpo ocorrem com menor
frequéncia (VICENTE, 2000). As lesbes s&o secas e nao provocam dor, devido
a isso € muito comum casos de pacientes que apresentam lesdes por muitos
anos (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Na forma sistémica ou disseminada, 0s
orgaos internos podem ser invadidos por alguns agentes etioldgicos desta
doenca. Algumas vezes a infeccdo acomete o cérebro, sendo que as lesbes
podem ser isoladas ou mdltiplas; e aparecem como abscessos encapsulados
ou infiltracdes inflamatérias generalizadas (FERREIRO et al., 2007).

Devido a morfologia diversificada das lesdes, o diagnostico é feito pela
observacdo corpos muriformes no exame micolégico direto e/ou
histopatolégico; bem como pelo isolamento e a identificacdo na cultura
(RIBEIRO, 2006; QUEIROZ-TELLLES et al., 2009). Células muriformes podem
ser facilmente observadas nos exames micoldgicos direto de raspados de
lesbes preparadas com hidroxido de potassio (KOH) (10-40%), jA que a
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sensibilidade deste exame chega a 90 e 100%. Ja em analises histologicas, as
lesbes sdo caracterizadas por hiperplasia epidérmica alternando com é&reas de
atrofia e agrupamentos de células inflamatérias formando abscesso
epidérmico. Reacdo granulomatosa com diferentes graus de fibrose pode ser
encontrada no nivel dérmico (JAMIL et al., 2012).

Em meio de cultura, a semelhanca morfolégica entre as leveduras negras
dificulta a determinac&o da classificacao taxonémica (VICENTE, 2000). Assim,
a identificacdo das espécies baseia-se em métodos moleculares e genes
especificos (HOOG et al., 2004; QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2013; VICENTE
et al., 2014). Para leveduras negras, as analises moleculares indicadas séo o
sequenciamento das regides small subunit, internal transcribed spacer,
elongation factor-1, tubulina e actina (BADALI et al., 2008; ZENG; HOOG,
2008). Entretanto, Zeng e Hoog (2008), ao analisarem as sequéncias internal
transcribed spacer, tubulina e actina de 156 cepas de E. spinifera concluiram
gue os dados das sequéncias internal transcribed spacer sdo confiaveis para a
reconstrucao filogenética e identificacdo das espécies desta clade.

No tratamento da cromoblastomicose tém sido utilizadas diversas drogas
como anfotericina B, tiabendazol e itraconazol. Atualmente, procedimentos
clinicos também tém sido usados com melhores perspectivas, como tratamento
cirargico e crioterapia (MARTINEZ; TOVAR, 2007). Embora as espécies nio
apresentem diferencas em aspectos clinicos, podem apresentar diferencas em
sua sensibilidade in vitro a drogas antifungicas. Cladophialophora carrionii,
Phialophora verrucosa sao consideradas mais suscetiveis aos antifingicos que
Fonsecaea pedrosoi, por exemplo. E mesmo dentro de um género, diferencas
na susceptibilidade tém sido relatadas entre as espécies, como ocorre com
F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica (QUEIROZ-TELLES et al., 2015).

A maioria dos casos de cromoblastomicose ocorrem em regides de clima
tropical, como Madagascar, Brasil, México, Republica Dominicana, Caribe,
Venezuela, india, norte da Austrélia e sul da China (FIGURA 2) (NAJAFZADEH
et al., 2011a; REISS et al., 2012). A doenca € menos frequente no Hemisfério
Norte, mas foram descritos casos na Europa (PINDYCKA-PIASZCZYNSKA et
al., 2014), nos EUA, em Louisiana e Texas (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; LA
HOZ; BADDLEY, 2012; LUPI et al., 2005; QUEIROZ-TELLES et al., 2003). Os

principais fatores de risco associados com a cromoblastomicose séo a idade



23

adulta, sexo masculino, trabalho rural ou atividades ao ar livre, a falta de
calcados de protecdo, luvas ou roupas, e ma nutricdo e habitos de higiene
(QUEIROZ-TELLES et al., 2011).

FIGURA 2: AREA ENDEMICA DE CROMOBLASTOMICOSE CONFORME RELATORIO DE
CASOS PUBLICADOS. A faixa sombreada em rosa corresponde a area endémica conforme
relatorio de casos publicados. Os valores correspondem ao niumero de amostras analisadas
pelos autores e as cores correpondem a F. nubica para laranja e lilas, F. monophora para azul
claro e azul escuro e F. pedrosoi para amarelo.

FONTE: NAJAFZADEH, M.J. et al., 2011a.

Os agentes etiologicos sdo principalmente os fungos pertencentes aos
géneros Rhinocladiella, Phialophora, Cladophialophora, Exophiala e Fonsecaea
(QUEIROZ-TELLES et al., 2015).

O género Rhinocladiella, descrito em 1934 € associado a casos relatados
no continente americano. Tendo R. aquaspersa realacionada a infec¢des de
pele e formacao de corpos muriformes, enquanto R. mackenziei como agente
de infeccbes cerebrais em individuos saudaveis, associadas a alta mortalidade
(BADALI et al., 2010).

O género Phialophora foi introduzido em 1915 por Medlar, também
caracterizado pela presenca hifas pigmentas (VICENTE, 2000). A primeira
espécie descrita foi P. verrucosa isolada de uma leséo de pele humana (HOOG
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et al., 1999), sendo a espécie do género mais associada a casos de
cromoblastomicose cutanea (RADOUANE et al., 2013).

A primeira espécie do género Cladophialophora foi descrita em 1980 por
Borelli, C. ajelloi Borelli, agente de cromoblastomicose cutanea e subcutanea
(VICENTE, 2000). Cladophialophora carrionii € um dos agentes etiol6gicos
mais frequentes de cromoblastomicose humana em climas secos e semi-
aridos; esta espécie é caracterizada por apresentar colbnia de crescimento
moderado, com temperatura maxima de crescimento em torno de 37°C (HOOG
et al., 2007). E Cladophialofora bantiana esta entre os principais agentes que
acometem o sistema nervoso central (REVANKAR et al., 2002).

O género Exophiala foi formalmente descrito por J.W. Carmichael em
1966 e € composto por fungos melanizados dimorficos, responsaveis por um
espectro de doencas, incluindo feohifomicoses, micetomas,
cromoblastomicoses e fungemia. A espécie E. jeanselmei € a predominante
nestas infeccbes, seguida de E. dermatitidis e E. spinifera (BADALI et al.,
2010).

3.3 GENERO Fonsecaea

O género Fonsecaea foi estabelecido em 1930, a partir do agente de
cromoblastomicose Hormodendrum pedrosoi. Negroni propds o0 novo género a
partir da correlagdo destes agentes com o0s quadros clinicos de
cromoblastomicose e a formacgao de corpos muriformes nos tecidos, associado
as caracteristicas morfologicas (VICENTE, 2000). O género abriga alguns dos
principais agentes de cromoblastomicose do mundo, sendo prevalentes em
regibes de clima tropical e subtropical umido. Esterre e colaboradores (1996)
relataram 61,8% casos de cromoblastomicose de Madagascar tendo como
agente etiologico, uma espécie do género Fonsecaea. Ja no Sri Lanka, 94%
dos 71 casos de cromoblastomicose foram causadas por estes agentes
(ATTAPATTU, 1997). No Gab&o (Africa equatorial) todos os 64 casos de
cromoblastomicose relatados foram causados por este género (KOMBILA et
al., 1995). No Brasil, dois trabalhos relataram altos indices de casos de
cromoblastomicose causados pelo género Fonsecaea; 98% de 325 casos na
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regido amazonica relatados por Silva e colaboradores (1999) e 99% dos casos
relatados em 2014 (DONG et al., 2014).

Dentro do género Fonsecaea, 0 agente mais frequente de
cromoblastomicose é F. pedrosoi (DONG et al., 2014) implicado em 99% dos
casos reportados (VICENTE et al., 2008; AZEVEDO et al., 2015). E apesar de
estar estritamente relacionado a formacéo de corpos muriformes, também ja foi
relatado causando abscesso cerebral (MADHUGIRI et al., 2013) e inflamacéo
de cOrnea pos trauma (CHAIDAROON et al., 2015). A segunda espécie com
maior frequéncia de isolamento em casos clinicos causados por este género é
F. monophora (HOOG et al.,, 2000). Relatada, também, como agente de
infecgcbes cerebrais invadindo o sistema nervoso central de pacientes
(SURASH, et al., 2005). Outra espécie relacionada a cromoblastomicose é F.
nubica (NAJAFZADEH et al., 2010). Morfologicamente é muito semelhante a F.
pedrosoi e F. monophora e foi relatada como agente etolégico da infeccdo em
diversos paises como na China (SLESAK et al., 2011), Franca (CATEAU et al.,
2014) e paises do sul da Africa (NAJAFZADEH et al., 2011a; SUN et al.,
2012).J4 a espécie F. pugnacius, recentemente descrita (AZEVEDO et al.,
2015), apresenta caracteristicas particulares diante do género, sendo a Unica
espécie a causar lesbes com corpos muriformes e abcessos no cérebro em um
mesmo paciente humano imunocompetente. A analise histopatologica, deste
caso, relatava a presenca de células muriformes em amostra de pele e hifas
em amostra de cérebro, indicando uma mudanc¢a na conformacéo celular para
uma morfologia invasiva (AZEVEDO et al., 2015).

Sendo assim, o potencial invasivo difere significativamente entre as
espécies do género Fonsecaea (VICENTE et al., 2012). Fonsecaea pedrosoi e
F. nubica séo estritamente associadas a cromoblastomicose e a formacéo de
corpos muriformes, enquanto F. monophora e F. pugnacius podem também
serem associadas a feohifomicose, tendo sido relatadas em infec¢bes
disseminadas no cérebro e outros érgdos com hifas no tecido (LI; HOOG, 2009;
AZEVEDO et al., 2015).

Embora as espécies do género Fonsecaea estejam principalmente
relacionadas a infecgbes em hospedeiros humanos (HOOG et al.,, 2004,
NAJAFZADEH et al., 2009, VICENTE et al., 2012), outras espécies do género

tém sido relacionadas a infeccéo sistémica com invasdo de sistema nervoso
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central em hospedeiros animais. A espécie F. multimorphosa foi isolada do
cérebro de um gato que apresentou disturbios neurolégicos como perda da
coordenacao dos movimentos. Também considerada uma espécie oportunista,
ja que o hospedeiro animal estava em terapia medicamentosa pds-operatoria
(NAJAFZADEH et al., 2011b). A doenca do caranguejo letargico (LCD) recebeu
esta denominacdo pelos sintomas que provoca, deixando os animais lentos e
provocando perda da coordenacdo muscular. Desde 1997, tem provocado alta
mortalidade do Ucides cordatus, espécie de caranguejo importante na ecologia
e economia da costa brasileira (SCHMIDT, 2006). Apés estudo, duas espécies
foram associadas a LCD, Exophiala cancerae, como agente primario de
infeccdo e F. brasiliensis como oportunista (VICENTE et al., 2012).

Vicente e colaboradores (2014) descreveram espécies ambientais para
este género, F. erecta e F. minima, isoladas de fontes ambientais no Brasil.
Neste mesmo estudo, também foram isoladas de matéria organica em
decomposicdo as espécies F. monophora, F. multimorposa, F. brasiliensis e F.
pedrosoi, indicando um possivel mecanismo de adaptacdo ao hospedeiro.

O género Fonsecaea esta associado a diversas doencas, as quais sao
reconhecidamente causadas por espécies que sdo morfologicamente muito
similares (VICENTE et al.,, 2012), mas o potencial de infeccdo parece ser
polifilético e consequentemente difere entre elas. As espécies patdégenas
apresentam o ciclo de vida composto e potencial de patogenicidade que
justificam a baixa ocorréncia ambiental e a alta frequéncia de infecgdo em
hospedeiros animais (NAJAFZADEH et al., 2010; 2011a; BADALI et al., 2008).

3.4 Fonsecaea monophora

A espécie F. monophora foi isolada pela primeira vez em 1936, em um
caso de cromoblastomicose em humano na América do Sul, por Moore e
Almeida; mas foi descrita somente em 2004 por Hoog, G.S; Vicente, V.A. & D.
Attili. Esta espécie apresenta um perfil de viruléncia diferenciado dentro de sua
clade, sendo relatada como agente de cromoblastomicose e agente causal de
infeccéo cerebral primaria em humanos (ZHI XIE et al., 2012). A via de infeccdo

neuroinvasiva por F. monophora néo é clara e nenhum portal de entrada pode
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ser determinado (HORRE; HOOG, 1999), embora a via de inalaco seja a mais
provavel (JAMIL et al., 2012).

Para causar infeccdo e doenca em humanos, F. monophora, como
outros fungos patogénicos, deve interagir de forma fisica e bioquimica com
estruturas do hospedeiro, utilizando um conjunto de caracteristicas metabdlicas
e estruturais proprias definidas como fatores de viruléncia (virus, em latim,
veneno) (CASADEVALL; PIROFSKI, 2003). As definicbes de viruléncia tém
sido ampliadas, antes baseadas no postulado de Koch, atualmente é discutida
como um evento relacionado a uma ou mais caracteristicas do patdgeno,
desde sua quantidade no momento da infec¢cdo até aos genes transcritos e
expressos. Entretanto consideram-se também as caracteristicas do hospedeiro,
como imunidade, doenca prévia e sexo. E ainda, as interacdes decorrentes do
curso da infeccéo, que podem resultar na eliminacdo do patégeno, em doenca
cronica, ou ainda, em comensalismo, simbiose, cura ou morte (CASADEVALL;
PIROFSKI, 2003; CASADEVALL, 2006).

Infeccao cerebral por F. monophora é uma doenca rara, uma vez que
apenas oito casos foram relatados na literatura mundial (LUCCASE;
CHARDOME; MAGIS; 1954; NOBREGA et al., 2003; SURASH et al. 2005;
TAKEI et al. 2007; RAPARIA et al. 2010; KOO et al., 2010; DOYMAZ et al.,
2015; VARGHESE et al., 2015). O primeiro caso relatado foi inicialmente
atribuido a espécie Cladosporium bantiana (LUCCASE; CHARDOME; MAGIS,
1954) e o segundo caso relatado, atrubuido a espécie F. pedrosoi (NOBREGA
et al., 2003), somente em 2004, uma nova analise permitiu a identificacdo de F.
monophora. A doenca afeta ambos os sexos, ocorrendo principalmente na
faixa etaria maior com condicfes predisponentes e carrega uma alta taxa de
mortalidade. Os pacientes que sobreviveram passaram por longos periodos de
tratamento com diversas drogas como, voriconazol, anfotericina B, flucitosina e
itraconazol (TABELA 1).
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TABELA 1: CASOS NOTIFICADOS DE INFECCAO CEREBRAL CAUSADA POR F.

monophora.

. IDADE E
ESTUDO PAIS RESULTADO
SEXO
o Obito depois de 5
LUCCASE et al., 1954 Africa 10, M
meses
NOBREGA et al., _ Obito depois de 8
Brasil 28, M
2003 meses
SURASH et al. 2005 Coldombia 53, M Exito no tratamento
TAKEI et al. 2007 EUA 62, F Exito no tratamento
RAPARIA et al. 2010 EUA 42, F Exito no tratamento
KOO et al., 2010 EUA 63, F Exito no tratamento
DOYMAZ et al., 2015  Turquia 71, F Exito no tratamento
VARGHESE et al., o .
India 63, M Obito
2015

FONTE: Adaptado de VARGHESE et al., 2015.

Mas apos a descricdo de F. monophora (HOOG et al., 2004), esta espécie
também emergiu como agente de cromoblastomicose, sendo o agente
predominante no sul da China (ZHANG et al., 2008). E recentemente, foi
relatado o primeiro caso de cromoblastomicose por F. monophora fora de area
endémica, na Europa temperada, onde a espécie foi isolada de paciente com
leséo cutanea ha mais de 20 anos (PINDYCKA-PIASZCZYNSKA et al., 2014).
O aumento de casos clinicos relatados associados a esta espécie sinaliza um
possivel equivoco na identificacdo dos agentes etiolégicos da
cromoblastomicose até agora, isso porque F. pedrosoi relatado na maioria dos
relatérios publicados anteriormente, tem semelhanca morfoldgica significativa
com F. monophora. Estas duas espécies sO podem ser diferenciadas por
métodos moleculares (HOOG et al., 2004; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA et al.,
2014).

Fonsecaea monophora € uma espécie com espectro clinico mais variavel.
Demonstra grande versatilidade e ampla capacidade de adaptacdao, sendo

agente de cromoblastomicose com formacdo de corpos muriformes e agente
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de infeccdo cerebral primaria. E apesar de ser mais frequente em pacientes
imunossuprimidos, pode acometer pacientes com imunidade intacta
(NAJAFZADEH et al. 2009).

3.5 SEQUENCIAMENTO GENOMICO

A gendmica é a area de conhecimento responsavel pela identificacdo e
caracterizacdo do material genético de um organismo através do
sequenciamento em larga escala (MORAN et al., 2011; MULLER et al., 2012).
O sequenciamento gendmico possibilita identificar e caracterizar genes e
proteinas por eles codificadas, permitindo um melhor entendimento dos
processos bioldgicos e relacdes filogenéticas (NIERMAN et al., 2000).

O primeiro organismo a ter seu genoma completamente elucidado foi a
bactéria Haemophilus influenzae em 1995 (FLEISCHMANN et al., 1995).
Seguido pelo sequenciamento de outras bactérias como Mycobacterium
tuberculosis (COLE et al,, 1998) e Escherichia coli, um dos patdgenos
humanos mais importantes e organismo modelo de estudo (BLATTNER et al.,
1997). Dentre os eucariotos, foram sequenciados os genomas da levedura
Saccharomyces cerevisiae (WODICKA et al., 1997) do Plasmodium falciparum,
agente etioldgico da malaria (GARDNER et al., 2002), do fungo Neurospora
crassa (GALAGAN et al.,, 2003), o genoma humano (LANDER et al., 2001)
entre outros.

Estudos gendmicos sO foram possiveis com o desenvolvimento de
métodos de sequenciamento de DNA. O método de degradacdo quimica
desenvolvido por Allan Maxam e Walter Gilbert e o método ‘dideoxi’
apresentado por Sanger e colaboradores, em meados de 1977, representam a
primeira geracdo dos métodos de sequenciamento gendmico (MAXAM &
GILBERT, 1977; SANGER et al., 1977). Em 1987, foi langado o ABI 370, o
primeiro sequenciador automatico baseado no método ‘dideoxi’ (LLOYD et al.,
1986).

Com a introducdo de novas técnicas de sequenciamento de DNA,
chamadas de sequenciamento de proxima geracdo, a area sofreu um grande

avanco devido a plataformas de processamento mais rapido (SHENDURE; JI,
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2008). O sequenciador 454 (Roche) lancado em 2005 inovou com o0 método de
pirossequenciamento (MARGULIES et al.,, 2005). Outros métodos foram
desenvolvidos a partir deste periodo e 0s mais expressivos sdo o método
Polony utilizado no sequenciador SOLID (Applied Biosystems) (SHENDURE;
JI, 2008) e o método de amplificacdo em ponte utilizado no sequenciador
Genome Analyser (lllumina) (LIU et al., 2012).

A tecnologia do sequenciador 454 (Roche) dispensa a necessidade de
clonagem, tirando vantagem do método de amplificagdo de DNA in vitro,
conhecido como PCR em emulsédo. O pirossequenciamento foi inovador, no
qual a incorporacdo de um nucleotideo pela DNA polimerase libera um
pirofosfato, iniciando uma série de reacbes em cadeia que resultam na
produgcdo de luz pela enzima luciferase (MARGULIES et al., 2005). Esta
metodologia tem como principais desvantagens o alto custo dos reagentes e a
taxa relativamente elevada de erro (WEISS, 2010).

Em 2006, o sistema SOLID foi disponibilizado e introduziu a tecnologia
de sequenciamento de duas bases, baseada na hibridizacéo-ligacdo, na qual a
reacdo de sequenciamento € catalisada por uma DNA ligase, e ndo por uma
DNA polimerase (MARDIS, 2008; MCKERNAN et al., 2006).

No mesmo ano, a empresa Solexa lancou o Genome Analyzer (GA) e
em 2007, a companhia foi comprada pela lllumina. Este sequenciador
introduziu a tecnologia de sequenciamento por sintese (LIU et al., 2012). Na
preparacao das bibliotecas, o DNA ligado a adaptadores € desnaturado em fita
simples e depositado na placa de sequenciamento. A clonagem dos
fragmentos € realizada pela amplificacdo em ponte gerando grupos de
fragmentos clonados que posteriormente sdo clivados em fita simples,
novamente com a ajuda da enzima de linearizagcdo. S&o usados 4 tipos de
nucleotideos (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP), que contém diferentes
terminadores fluorescentes clivaveis e grupos bloqueadores removiveis que
complementam o fragmento, uma base por vez. O sinal é entdo capturado por
uma camera de alta resolucéo (FIGURA 3) (WEISS, 2010; LIU et al., 2012).
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FIGURA 3: SEQUENCIA DOS PROCESSOS EXECUTADOS PELO SEQUENCIADOR
ILLUMINA MIiSEQ. A) Para preparo da amostra, adaptadores séo ligados as extremidades do
fragmento. B) A ligacdo do DNA a superficie da flow cell ocorre por complementaridade da
sequéncia dos adaptadores. C) Para a amplificacdo em ponte, nucleotideos e enzima séo
adicionados. D) Ocorre a amplificacéo por sintese da dupla fita. E) A dupla fita de DNA é
desnaturada. F) Ao término da amplificagdo, grupamentos de fragmentos sdo formados. G)
Para iniciar o sequenciamento, sdo adicionados nucleotideos modificados, iniciadores e a
enzima DNA polimerase. H) O laser é aplicado para detecgdo da fluorescéncia emitida pela
primeira base. I) A cada ciclo de sequenciamento uma base nitrogenada ¢é detectada,
realizando a leitura da sequéncia completa.

FONTE: Adaptado de https://www.illumina.com/documents/products/

techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf
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Outras metodologias surgiram, aprimorando 0s principios anteriores,
como a plataforma lon Proton, que permite leituras de fragmentos maiores,
com menor indice de erros e tempo significativamente reduzido. Sua
metodologia, semelhante ao pirosequenciamento, €& baseada em
semicondutores que transformam as informacgdes quimicas contidas no DNA
diretamente em informacgdes digitais (uma sequéncia de letras A, T, C e G no
computador), diferente das metodologias anteriores que transformavam as
informacdes quimicas em sinais luminosos (FIGURA 4) (ROTHBERG et al.,
2011).

FIGURA 4. REPRESENTAQAO RESUMIDA DAS ETAPAS DO SEQUENCIAMENTO EM
PLATAFORMA ION PROTON.

A) Os fragmentos de DNA da biblioteca se ligam as sequéncias complementares dos beads
(pequenas esferas). B) Os beads sao distribuidos na placa de sequenciamento. C) A placa de
sequenciamento é imersa em liquidos contendo bases nitrogenadas. D) A reacéo de
polimerizac&o libera naturalmente um H”, ou seja, um préton, que altera o pH do meio. E) Essa
alteracao do pH é detectada por um chip condutor e convertida em um sinal elétrico.

FONTE: Adaptado de https://www.youtube.com/watch?v=WYBzbxIfuKs

Novos métodos tém sido elaborados trazendo avangos significativos aos
estudos na area da gendmica. Como o desenvolvimento do SMRT sequencing
(Single Molecule Real Time), processo que aproveita 0 processo natural de

replicagéo e permite a observagdo em tempo real da sintese de DNA. Essa
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nova abordagem oferecida pela empresa PacBio, apresenta como principais
vantagens a geragdo de fragmentos longos de leitura com alta acuracia e
cobertura uniforme  (<http://www.pacb.com/smrt-science/smrt-sequencing/>
Acesso em dez/2015).

Todos estes métodos promoveram um aumento exponencial na
quantidade de dados gerados. De 1982 até ao presente, 0 nimero de bases no
GenBank dobrou aproximadamente a cada 18 meses, resultando em um total
de mais de 189 milhdes de sequéncias depositadas

(<http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/statistics> Acesso em dez/2015).

3.6 MONTAGEM DE GENOMA

O processo de montagem do genoma consiste em um conjunto de
procedimentos que buscam organizar um grande numero de sequéncias de
DNA, com o objetivo de representar a molécula que compde cada cromossomo
da espécie estudada (SCHUSTER, 2008). Para isto, o DNA do organismo de
estudo € fragmentado em diversos pedacos pequenos e organizado em
bibliotecas gendmicas. Estes fragmentos sao decifrados em segmentos de
leitura (reads) pelos equipamentos de sequenciamento. Os algoritmos de
montagem de genoma alinham os reads, buscando regiées onde dois ou mais
segmentos de leitura se sobreponham, formando contigs. A montagem consiste
em organizar os contigs, através de sobreposicdo por semelhanca entre os
pares de base, com o proposito de formar segmentos maiores de DNA
denominados de scaffolds ou supercontigs, composto por contigs ordenados.
Eventualemente, pode ocorrer lacunas que serdo fechadas com suporte de
genoma referéncia ou reutilizacdo de reads ou contigs (FIGURA 5) (MILLER et
al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics
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READS

TCGCGCTTACTACGACCACACTTTTTTGAAGAGATAGCCGGGGATGGGAGT

TCGCGCTTACTACGACCGCGTGTGCATGAAGAGATAGCCGGGGATGGGAGT

CONTIGS

TCGCGCTTACTACGACCGCGETGTGCATGAAGAGATAGCCGGGGATGGGAGT
TTACTACGACCGCGTGTGCATGAAGAGATAGCCGGGGATGGGAGTGGGAGT
GAGATAGCCGGGGATGGGAGTGGGAGTATAGCCGGGGATGGGAGTGGGAGT
TTATCGCGCTTACTACGACCGCGTGTGCATGAAGAGATAGCCGGGGATGG

SCAFFOLDS

FIGURA 5: REPRESENTA(;AO DAS ETAPAS DE MONTAGEM DE UMA SEQUENCIA DE
DNA. As leituras das bases geram sequéncias denominadas reads que se sobrepdem
permitindo a definicdo de regides maiores conhecidas como contigs. Na formagé&o de scaffolds,
0s contigs estdo montados na ordem correta, mas com lacunas (gaps) entre eles, indicados em
vermelho na figura. FONTE: Adaptado de CARDOSO, 2011.

7

A maioria dos equipamentos de sequenciamento € incapaz de
sequenciar grandes moléculas de DNA. Devido a isso, a fragmentag¢édo quimica
ou fisica é aplicada para diminuir o tamanho da sequéncia a ser lida pelo
sequenciador (SHENDURE; JI, 2008). Para assegurar que todas as partes do
genoma estejam presentes, estes fragmentos de DNA séo clonados diversas
vezes e constituem as bibliotecas gendmicas, que sdo uma colecao de clones
de DNA representando o genoma de um organismo. As bibliotecas de
fragmentos podem ser contituidas por fragmentos single-end, permitindo ao
sequenciador produzir apenas uma leitura parcial do fragmento de DNA molde.

Ou também, podem ser mate-pair ou paired-end, quando possuem a
vantagem de produzir duas leituras para cada fragmento de DNA, uma em
cada extremidade com distancia conhecida, gerando mais informacdo e
auxiliando o processo de montagem do genoma (FIGURA 6) (BERGLUND et
al., 2011). Enquanto a metodologia de sequenciamento paired-end permite

leituras de fragmentos com tamanho entre 200-500bp, a metodologia mate-pair
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produz leituras de fragmentos maiores com 200-500bp nas extremidades, um
diferencial importante para montagem de genomas
(<http:/www.illumina.com/technology/> Acesso em janeiro/2016).
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FIGURA 6: CONSTRU(;AO DAS BIBLIOTECAS DE FRAGMENTO, PAIRED-END

E MATE-PAIR PARA A PLATAFORMA ILLUMINA. A) Preparacao para a construcdo da
biblioteca pair-end na plataforma Illumina. 1) Os adaptadores se ligam as extremidades do
fragmento. 2) Ocorre a formagé&o dos clusters. 3) Sequenciamento da extremidade 5’ pelo
oligonucleotideo iniciador. 4) Sequenciamento da extremidade 3’ pelo oligonucleotideo
iniciador. B) Preparacéo para a construcdo da biblioteca mate-pair na plataforma Illlumina. 1)
Os fragmentos sdo pareados. 2) Os fragmentos séo circularizados. 3) O DNA circularizado &
fragmentado e adaptadores se ligam as extremidades dos fragmentos, que séo hibridizados na
flow cell e amplificados em ponte. 4 e 5) A cadeia complementar é sintetizada. 6) As
sequéncias de leitura séo dirigidas para o exterior (setas) a partir do fragmento original.
FONTE: Adaptado de BERGLUND, 2011.

Para garantir que a representacgao final do genoma seja confiavel torna-

se necessario produzir um volume de dados muito maior do que o tamanho do
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genoma, fazendo com que o numero de bases obtidas atinja no minimo dez
vezes ou mais o tamanho do genoma original, este valor € conhecido como
cobertura. Existem projetos de seque nciamento gendmico em que a
sequéncia do genoma foi obtida com 10 vezes de cobertura, mas o valor
recomendavel € 30 ou mais vezes de cobertura (SCHATZ et al., 2010).

O processo de montagem consiste na unido dos reads gerados pelo
sequenciador. Esta unido é estabelecida através do alinhamento das
sequéncias e sobreposicao das bases de DNA (WEISS, 2014). Para isso, duas
abordagens podem ser executadas: de novo (ab initio) e montagem por
referéncia (MILLER et al., 2010).

A montagem de novo é fundamentada na identidade entre os reads
obtidos no sequenciamento. Esse processo é baseado em um alinhamento,
onde o tamanho das sobreposicdes e a distancia entre os reads séo definidos,
gerando contigs. Na montagem de referéncia, as leituras sédo alinhadas contra
um genoma de referéncia, escolhido por proximidade filogenética em relacdo
ao organismo sequenciado. O alinhamento leva em consideracdo a identidade
entre leituras, permitindo lacunas (gaps) e bases nao idénticas entre leitura e
referéncia (mismatches) (FIGURA 7). Esta metodologia é pouco recomendada

por ter grandes probabilidades de inferéncia errbnea (MILLER et al., 2010).

A
T

CACGAGAGGCTTGAAGCT- - -[GCAATTIAICTIRGCTG
GCTTGOCECTGACGCAATT-HTCTIAGCTGAAACTCC
1 10 20 30
MISMATCHS GAPS

FIGURA 7: ALINHAMENTO DE MONTAGEM REFERENCIA COM PRESENCA DE GAPS E
MISMATCHS. Mismatches sé&o locais onde a base nitrogenada do alinhamento néo é
correpondente ao genoma de referéncia. Enquanto os gaps sdo lacunas onde nenhuma leitura
ocorreu.

FONTE: Adaptado de http://www.atdbio.com/content/15/Mutagenesis-and-DNA-repair.


http://www.atdbio.com/content/15/Mutagenesis-and-DNA-repair

37

Outro ponto importante no processo de montagem € a separacao do
DNA mitocondrial, que normalmente é sequenciado junto com o DNA
cromossomal. As mitocondrias possuem um DNA circular préprio e apresentam
um sistema autdnomo de replicacdo e transcricdo. Tem relevancia em estudos
genéticos por ser constituido por regidbes conservadas que carregam
informacdes significativas sobre estrutura populacional, relacées filogenéticas e
o entendimento de varios aspectos biologicos e evolutivos de uma grande
variedade de organismos (AVISE apud ARIAS, 2003).

Muitos dos projetos de genomas produzem apenas a representacdo do
genoma, um mapa global contendo a maior parte da sequéncia do genoma
chamado de draft. Estes mapas globais sdo formados por varios contigs

ordenados chamados supercontigs ou scaffolds (WEISS, 2014).

3.7 ANOTACAO GENOMICA

Para agregar informacao bioldégica & montagem de um genoma, realiza-se
um processo conhecido como anotagdo, onde s&o identificadas regides
codificadoras com base na parte estrutural (cédon de inicio, c6don de término)
(WEISS, 2010). A anotacédo de um genoma pode ser dividida em trés classes: a
anotacdo de nucleotideos, onde a localizacdo das sequéncias genéticas é
determinada; a anotacdo de proteinas para inferir fungdes aos genes presentes
e anotacdo de processos, onde sdo estabelecidas vias metabdlicas para o
organismo estudado (FIGURA 8) (STEIN, 2001). Essas informacdes sé&o
obtidas por meio de dois processos principais: anota¢cdes automaticas, buscas
realizadas por programas em bancos de dados publicos e anotacdes manuais,

gue passam pela curadoria de especialistas.
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ANOTAC'I\O DE
PROTEINAS
ONDE ESTAO OS QUAISSAO 0S COMO OS GENES
GENES? GENES? INTERAGEM?
ANOTACI-S'«O DE ANOTACAO DE
NUCLEOTIDEOS PROCESSOS

FIGURA 8: TIPOS DE ANOTACAO. A anotacéo de nucleotideos determina a localizag&o das
sequéncias e genes; a anotagdo de proteinas atribui funcfes aos genes presentes e anotacéo
de processos relaciona vias metabdlicas ao organismo estudado. FONTE: Adaptado de STEIN
2001.

As pesquisas em bancos de dados bioldgicos tém importancia
fundamental, pois neles se encontram depositadas inimeras informacdes que
permitem inferir funcionalidade, similaridade e realizar analise gendmica
comparativa. Essa comparacao de proteinas entre espécies é muito rica em se
tratando de anotacao funcional (LIEBERMAN, 2004). Analisando a similaridade
entre as sequéncias é possivel inferir funcdo a aproximadamente 60-70% das
proteinas em genomas mais elucidados (CHOI et al., 2011; QIAO et al., 2013).
As demais proteinas, com ou sem homologos, de funcdo desconhecida sao
denominadas hipotéticas ou hipotéticas conservadas (KOONIN et al., 2002).

Proteinas hipotéticas sdo definidas como proteinas identificadas em
analises computacionais a partir de sequéncias de acidos nucléicos; sendo
assim, tem sua existéncia comprovada, mas nao existe evidéncia experimental
da sua expressdo. Enquanto a proteina hipotética conservada descreve uma
fracdo de genes que sdo homodlogos a genes encontrados em outros
organismos, mas que ainda ndo foram funcionalmente caracterizados e
descritos no nivel quimico da proteina (KOONIN et al., 2005).

Informacdes disponiveis nos bancos de dados NCBI, Broad Institute e

Fungal Genomes evidenciam que mais de 200 genomas de fungos estdo
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completos ou parcialmente sequenciados e grande parte dos genes anotados
(dados obtidos em dezembro de 2015). O estudo de genomas sequenciados de
fungos patdgenos tem provado ser um excelente recurso para explorar
semelhancas e diferencas na forma como essas espécies interagem com seus
hospedeiros (MORAN et al.,, 2011). Como os drafts de Sporothrix schenckii,
agente etiologico da esporotricose (CUOMO et al., 2014), Cladophialophora
immunda, uma levedura negra patégena humana (STERFLINGER et al., 2006)
e Paracoccidioides brasiliensis, agente causal da paracoccidioidomicose
(FELIPE et al., 2005), elucidados visando auxiliar no tratamento das doencgas.

3.8 CARACTERIZACAO CARIOTIPICA EM FUNGOS

A maior parte da informacdo genética dos eucariotos encontra-se no
conjunto de cromossomos, denominado cariétipo. O estudo deste material é
fundamental para a compreensao da organizacdo gendémica de um organismo
(TSUCHIYA; TAGA, 2001). A forma mais comum de caracterizar 0s
cromossomos € através da cariotipagem (GUERRA; SOUZA, 2002),
metodologia que permite a anélise de nimero e tamanho dos cromossomos,
determinacdo do tamanho do genoma, caracterizacdo dos cromossomos e
deteccdo de possiveis polimorfismos genéticos. Gerando dados relevantes
para estudos evolutivos, de biologia celular, melhoramento genético,
sistemética e taxonomia (LOUREIRO, 2007).

Barbara McClintock foi pioneira no estudo do cariétipo de fungos ao
observar por microscopia e uso de varios corantes de DNA, 0S cromossomos
do fungo Neurospora crassa (McCLINTOCK, 1945). Corantes também foram
utilizados na observacdo dos cromossomos de outros fungos ascomicetos
como Tuber aestivum (POMA et al., 1998) e Erysiphe graminis (BORBYE et al.,
1992). Contudo, os autores evidenciaram a baixa nitidez das observacgdes e a
dificuldade em apontar um namero definitivo de cromossomos.

Para ultrapassar estas dificuldades, ocorreu o desenvolvimento da
técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE — Pulsed Field Gel
Electrophoresis) que permitiu determinar o cariotipo de organismos que nao

puderam ser elucidados através de técnicas citologicas. Schwartz e
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colaboradores desenvolveram um aparelho com alteragcbes periodicas de
campo elétrico, onde a separagdo de moléculas de DNA de grandes dimensdes
esta relacionada com o tempo que essas moléculas necessitam para se
reorientarem no gel. Essa técnica foi desenvolvida, em 1983, com o objetivo de
separar 0s cromossomos de Saccharomyces cerevisiae, com tamanhos
moleculares entre 200-2200 Kb (SCHWARTZ & CANTOR, 1984).

A técnica de PFGE constituiu um avanco na cariotipagem de fungos
filamentosos e leveduras, jA que pode ser aplicada a varias espécies
independentemente da fase sexual, permitindo observar os cromossomos em
gel e algumas caracteristicas. As limitacdes desta técnica estdo relacionadas
com as bandas obtidas, uma vez que podem nado corresponder aos
cromossomos intactos. Além desta limitacdo, a técnica de PFGE néo revela
todas as caracteristicas morfoldégicas e estrutura dos cromossomos
(WIELOCH, 2006). Desde o inicio dos anos 80, caridtipos de fungos vém sido
esclarecidos por meio da técnica de eletroforese em gel de campo pulsado,
sendo a primeira, a levedura Saccharomyces cerevisae (KLOTZ apud
MAGALHAES, 2005). Espécies de importancia clinica também tiveram o
caridtipo estudado, como Candida albicans e Candida glabrata, agentes
patdogenos humanos (ASAKURA et al., 1991), Cochliobolus sativus, patdégeno
de planta (ZHONG et al.,, 2002) ou mesmo, espécies com aplicacbes
biotecnoldgicas como Metarhizium anisopliae (KAVA-CORDEIRO et al., 2005).
Consagrando a técnica como padrao ouro para separacdo de moléculas de
DNA com relag&o ao tamanho.

A metodologia de observacdo de cromossomos de fungos sofreu avanco
com a introducédo do método de ruptura dos tubos germinativos (GTBM — Germ
Tube Burst Method), que ao espalhar os cromossomos nas laminas de vidro
permite sua contagem e caracterizacdo morfolégica (SHIRANE et al., 1988). As
limitacdes desta técnica estdo relacionadas com a dificuldade na determinacéo
do tamanho preciso e a necessidade de otimizagcdo da amostra para maximizar
0 numero de células em metafase (TAGA et al., 2007).

O uso combinado das técnicas de GTBM e PFGE permite contornar as
limitacbes de cada uma. Os resultados de ambas devem ser analisados e
comparados, uma vez que a técnica de GTBM possibilita distinguir

cromossomos com tamanho idéntico e PFGE permite estimar o tamanho do
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genoma. Estas duas técnicas sdo complementares e fornecem informacdes

essenciais para a cariotipagem de uma espécie (TAGA et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGEM UTILIZADA

Fungo da espécie F. monophora foi depositado pela primeira vez no ano
de 1937 no Centro de Biodiversidade Fungica (CBS), Holanda por M. Moore &
F. P. Almeida. No entanto, esta espécie foi descrita somente em 2004, por
Hoog, G. S.; Vicente, V. A. & D. Attli. Esse isolado, denominado
CBS 269.37 é considerado referéncia da espécie e foi utilizado em todas as
metodologias descritas neste trabalho.

4.2 SEQUENCIAMENTO GENOMICO E MONTAGEM

~
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FIGURA 9: FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE OBTENCAO DA MONTAGEM
PARCIAL DE GENOMA E ANOTAGCAO AUTOMATICA DO GENOMA DE

F. monophora.

FONTE: O AUTOR, 2015.

4.2.1 Extracao e Purificacdo de DNA

A metodologia de extracdo utilizada foi estabelecida por Vicente e
colaboradores (2008). Aproximadamente 1cm? de micélio, das linhagens de

leveduras negras cultivadas em Agar Sabouraud, foram transferidas para tubos
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plasticos de volume 1,5mL contendo tampao CTAB e uma mistura de silica em
pé (silica gel/celite 2:1). O material foi triturado, incubado em banho-maria a
65°C por 10 minutos e foi adicionado CIA seguido de centrifugagéo. Foram
obtidas duas fases distintas, a fase aquosa foi coletada e transferida para tubos
plasticos esterilizados, acrescentado etanol para a precipitacdo do DNA. Apés
a precipitacdo do DNA, foi procedida a lavagem com &lcool 70% gelado. O
DNA obtido foi quantificado por espectrofotometria (260nm) e sua integridade
verificada em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio.

Para purificacdo do DNA, o kit Microbial DNA UltraClean foi usado
conforme instrugbes recomendadas pelo fabricante. A purificacdo inicia
adicionando 100uL da solucdo denominada MD2 ao tubo plastico contendo
DNA, agita por 5 minutos em agitador e deixa a amostra repousar por 10
minutos em banho gelo. Apds centrifugacdo de 2 minutos, o sobrenadante foi
transferido para tubo plastico estéril com filtro, onde foi adicionado 900uL da
solucdo MD3. ApoOs nova centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 300uL da solucdo MD4 ao tubo plastico com filtro, apds
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado. O DNA aderido ao filtro, entéo
tranfere-se o filtro para um tubo plastico estéril e adiciona-se 50uL de agua
ultrapura autoclavada. Apds centrifugacdo o DNA é removido do filtro pela

agua.

4.2.2 Construcao das Bibliotecas Genbmicas nas plataformas lllumina MiSeq

e lon Proton

A biblioteca genémica da plataforma lllumina foi contruida utilizando o kit
Nextera XL conforme instru¢coes do fabricante. Em um poco de placa contendo
96 pocos, foi adicionado 20uL de DNA a 2,5ng/mL, 25uL de tampé&o TD e 25uL
de tampdo TDE1l (solugdo enzimatica com transposons). Apoés
homogeneizacdo das solu¢cdes com pipeta, a placa foi selada com pelicula
adesiva Microseal e centrifugada a 280 g por 1 minuto. A placa foi colocada em

termociclador, onde ocorre a fragmentacdo do DNA por reacdo enzimatica.
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Apoés a fragmentacdo do DNA é necessario realizar a remocao dos
transposons com kit de purificagdo Zymo para que as proximas etapas nao
sejam prejudicadas pela presenca de enzimas. Para isto, em nova placa,
adicionou-se 180uL de tampéo de ligagdo Zymo e 50uL da amostra com DNA
fragmentado. O conteudo foi homogeinizado e centrifugado a 1300g por 2
minutos. O sobrenadante foi descartado e a placa, lavada com solucéo tampéao
de lavagem. Adicionou-se 25uL de RSB e a placa foi incubada por 2 minutos
em temperatura ambiente. Apds este periodo a placa seguiu para centrifugacéo
a 1.300g por 2 minutos.

Para realizar a etapa de amplificacdo dos fragmentos por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), em nova placa foi adicionado 20uL do DNA
fragmentado e purificado, 15uL de NPM e 5uL de PPC. A homogeinizagcédo do
contetdo foi feita com pipeta e a placa foi selada com pelicula adesiva
Microseal. Ap6s centrifugacdo a 280g por 1 minuto, a placa seguiu para
termiciclador onde ocorreu a PCR.

O produto da PCR segue para etapa de purificagdo com pequenas
esferas da AMPure XP, também conhecidas como beads, onde ocorre uma
selecédo de fragmentos pelo tamanho e os menores sdo removidos. Para isto,
30uL da solugédo Agencourt AMPure XP Reagent foi adicionado a 50uL de
produto da PCR e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. Entdo a
placa foi colocada sobre suporte magnético por 2 minutos. ApGs este periodo
foram realizadas duas lavagens subsequentes com etanol 80% e ja removida
do suporte magnético foi adicionado 32,5uL de RBS a amostra. Apos 2
minutos, uma aliquota de 30uL foi coletada para seguir para a reagdo de
sequenciamento.

A biblioteca genémica da plataforma lon Proton foi construida utilizando
o kit lonXpress gDNA Fragment Library Preparation conforme instru¢gdes do
fabricante. Para a fragmentacdo do DNA, foram adicionados 100 ng de DNA e
50uL de TE em tubo plastico, posteriormente submetido a banho sénico em
aparelho sonicador Covaris S2. Para purificacdo do DNA fragmentado,
adicionou-se 180uL da solucdo Agencourt AMPure XP Reagent contendo
beads e a amostra foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente. Apos

este periodo, o microtubo foi colocado sobre suporte magnético por 3 minutos
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para sedimentar e 0 sobrenadante removido. Com o microtubo ainda sobre o
suporte magnético foram realizadas 3 lavagens com etanol 70%.

O tubo plastico foi removido do suporte magnético e adicionou-se 25uL
de TE. Ap6s homogeneizacdo da amostra, o DNA eluido foi transferido para
tubo plastico de 1,5mL. Um mix de solucbes foi preparado e submetido a
corrida em termociclador com as seguintes condi¢des: 25°C por 15 minutos e
72°C por 5 minutos.

O produto da reacgédo foi transferido para novo tubo plastico e a etapa
anterior foi repetida. Foi adicionada novamente a solucdo Agencourt AMPure
XP Reagent, o tubo plastico foi colocado sobre suporte magnético por 3
minutos para sedimentar e o sobrenadante removido. Com o tubo ainda sobre
0 suporte magnético foram realizadas 3 lavagens com etanol 70%. O tubo
plastico foi removido do suporte magnético e adicionou-se 20uL de TE. Apos
homogeneizacdo da amostra, o DNA eluido foi transferido para microtubo de
1,5mL.

Para purificacdo do DNA eluido e remogéo dos beads residuais, o tubo
foi colocado em suporte magnético por 2 minutos e o sobrenadante transferido

para novo mirotubo estéril.

4.2.3 Sequenciamento Genémico e Analise Qualitativa das Sequéncias

O sequenciamento gendmico de F. monophora foi realizado no
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Paran4, utilizando no
equipamento de sequenciamento lllumina (GA tecnologia lIx) plataforma MiSeq
e lon Proton (lon Torrent Systems, Inc., Guilford, CT).

Para analise qualitativa das sequéncias obtidas pelo sequenciamento
gendmico foi usado o software FastQC aplicando os parametros default
(BIOINFORMATICS, 2015).
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4.2.4 Montagens e Analise Qualitativa Das Montagens

Para a realizacdo da montagem do genoma da espécie F. monophora
foram utilizados os softwares Celera e Spades. O pipeline do montador Celera
(MYERS et al., 2000) € composto por diversos estagios buscando uma
fidelidade absoluta, onde busca-se descartar repeticbes e assumir regides
verdadeiras e conservadas. Seu algoritmo é baseado na constru¢cdo de um
grafico de sobreposicdo, onde cada leitura € um né no grafico, e bordas
conectam as sobreposi¢cfes. Esse montador também tenta corrigir erros de
sequenciamento usando a sobreposi¢ao para confirmar as leituras. O software
Spades (BANKEVICH et a.l, 2012), difere das abordagens dos montadores
existentes, pois apesar de ser baseado no grafico de Bruijn, dispde de novas
solucdes algoritmicas em varios estagios de seu pipeline. Seu algoritmo foi
desenvolvido para decifrar dados provenientes dos sequenciadores Illumina,
lon Torrent e PacBio.

Para analise dos dados da montagem, como N50, niumero de contigs,
contetdo de GC%, foi usado o software QUAST (Quality Assessment Toll for
Genome Assemblies) (GUREVICH, 2013). A poda das sequéncias com
tamanho inferior a 1.000pb foi feita no editor NotePad++.

4.2.5 Ordenacéo de Contigs e Fechamento de Gaps

A ordenacéao dos contigs obtidos da montagem selecionada foi realizada
no software MatLab usando funcéo cedida por RAITTZ, R.T. (comunicacdo
pessoal) e como genoma de referéncia Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37
disponivel em
<http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Black_Yeasts/Genomesinde
x.html>.

O programa Fgap é uma ferramenta que possibilita a redu¢cdo do niumero
de gaps dentro de uma montagem através da fusédo de diferentes versbes de
montagens ou através da incorporacdo de novas sequéncias (PIRO et al.,
2014). O programa analisa a regido de gap e as pontas de contigs e indicar a

melhor sequéncia para fecha-los.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bankevich%20A%5Bauth%5D
https://en.wikipedia.org/wiki/De_Bruijn_graph
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DGurevich%2520A%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D23422339&usg=ALkJrhgWF58W8BDm1VA_uhMMqhkLvLahUA
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Black_
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4.2.6 Anotagdo Automatica e Analise Gendmica Parcial

A identificacdo das ORFs (Open Reading Frame) foi realizada com o
software GeneMark-ES. Para anotacdo de proteinas, os softwares InterPro
(MITCHELL et al., 2015) e ARTEMIS (CARVER et al., 2012) foram usados com
consulta a diversos bancos de dados publicos como National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Black Yeast Database - Broad Institute e
Gene Onthology (GO). A andlise das proteinas e implicacdo em vias
metabdlicas foi realizada com base nos bancos dados como o Kyoto
Encyclopedia of Genes e Genomes (KEGG), Gene Onthology (GO) e outros
bancos que permitem inferir funcdes as proteinas e correlaciona-las dentro de
uma via metabdlica. Analises manuais também foram realizadas baseadas na

literatura atual.

4.3 CARACATERIZACAO CARIOTIPICA

4.3.1 Cariotipagem Citoldgica

Na cariotipagem citolégica, para a visualizagdo dos cromossomos é
necessaria a interrupcdo da divisdo celular na fase de metafase do ciclo
celular, aumentando a probabilidade da observacdo de cromossomos
individualizados. Para esta finalidade, foi realizado teste de agente bloqueador
do ciclo celular com tiabendazol (50mg/mL) (TSUCHIYA; TAGA, 2001; TAGA et
al., 2007). Este composto interfere no transporte de aminoacidos durante a
sintese protéica e na cadeia respiratoria mitocondrial, evitando a reducdo do
citocromo C (ALLEN & GOTTLIEB apud OPINIAO, 2012). Para este fim, uma
solucdo de esporos com concentracdo 10° (esporos/mL) em meio liquido
Sabouraud foi incubada em estufa a 28°C por 18 horas, para germinacéo. Apos
este periodo, a solugcdo foi filtrada em papel filtro com auxilio de bomba a

vacuo. Os esporos obtidos foram ressuspendidos em 150uL de tiabendazol


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(50mg/ml) e apos periodos de incubacéo, foram estriados em placas de petri
com agar Sabouraud, incubados a 28°C para posterior avaliacdo de presenca
ou auséncia de crescimento do fungo (TAGA et al.,, 2007). A acdo do
tiabendazol foi avaliada em 0, 1, 2, 3, 24 e 48 horas de exposicdo ao agente
bloqueador. Foram realizadas trés repeticbes e como controle, esporos
germinados foram ressupendidos em 150 pL de solucdo salina 0,85%. A
cariotipagem citologica baseada na técnica de Eusebio-Cope e colaboradores
(2009), inicia com o preparo 100uL de solucéo de esporos com concentracao
10%(esporos/mL) em meio sabouraud liquido. Uma gota desta solucdo é
dispensada em lamina microscépica em camara Uumida overnight. Apds este
periodo, adiciona-se 200uL de tiabendazol (50mg/ml) por 3 horas. Apds
incubacéo, as laminas sdo brevemente mergulhadas em agua destilada, limpas
com papel filtro e imersas em fixador (metanol+acido acético glacial 9:1 (v/v)
por 15-30 minutos. Finalmente, as laminas sdo secas a chama e armazenadas
em condicdo seca até sua utilizacdo. ApOs este preparo, as laminas séo
coradas com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), um corante fluorescente
que liga-se fortemente em regides ricas em adenina e timina e pode ser

utilizado para corar células vivas ou fixadas (TAGA et al., 2007).

4.3.2 Cariotipagem Eletroforética

O primeiro passo na caracterizacdo eletroforética de F. monophora,
consistiu em otimizar a obtencao de protoplastos a partir da solucéo de esporos
germinados. Em seguida, os protoplastos foram imobilizados em plugs de
agarose para serem submetidos a eletroforese em gel de campo pulsado.

Para obtencéo de protoplastos de fungos melanizados é necessario que
0S esporos estejam germinando, pois assim, apresentam a camada de
melanina com espessura menor. Para otimizar a germinagdo dos esporos,
solugbes de esporos com concentracao 10° (esporos/mL) em 150mL de meio
liquido Sabouraud, foram incubadas a 28°C em shaker a 280 g. Apos periodos
de incubacdo, aliquotas da solucdo eram dispensadas em laminas para
observacéo em microscopio. Os esporos foram observados a cada hora, de 6 a
24 horas, em trés repeti¢cdes. (KAVA-CORDEIRO et al., 2005).



49

Também foram avaliados como estabilizadores osmoticos as solucdes
KCI (0,7M), MgSO4 (0,4M) e NaH,PO, (0,5M). Ambos combinados com a
enzima Lysing Enzymes (Sigma). A solucéo de esporos com concentragéo 10°
(esporos/mL) em 150mL de meio liquido Sabouraud e incubados a 28°C de 18
horas em shaker a 280 g. A coleta do material foi feita em papel filtro com
auxilio de bomba a vacuo. Os esporos obtidos foram ressuspendidos em
solucéo enzimatica com Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum L2265
(Sigma), utilizando-se em média 100mg de micélio por mL de solucdo
enzimatica para cada tratamento. Seguido de incubacdo em shaker a 28°C a
280 g por 3 horas para protoplastizar (TAGA et al., 2007). A producdo de
protoplastos foi avaliada por contagem em camara de Neubauer a partir de
aliquotas retiradas em intervalos de uma hora. Foram realizadas 3 repeticdes
para cada estabilizador osmatico.

Apdés a otimizacdo da obtencdo de protoplasto, foi realizado o
procedimento de montagem de plugs de agarose. A solugcdo contendo os
protoplastos foi filtrada em seringa com |a de vidro e centrifugada por 5minutos.
Os protoplastos foram ressuspendidos em solucdo GMB até obter a
concentracdo 2x10° (protoplastos/mL) e aquecidos em banho-maria a 42°C
(TAGA et al., 2007). A solucdo com protoplastos foi homogeneizada lentamente
com 1mL de agarose Chromosomal Grade (Sigma) 0,6%, dispensada em
moldes de plugs para o aparelho CHEF-DRII Sistema (Bio-Rad) e solidificaram
em banho gelo por 10 minutos. Os plugs foram incubados em solucao de lise
durante 48 h a 50°C. Apés este periodo a solucao de lise foi substituida por
EDTA 50 mM e n-lauroylsarcosinato de so6dio 1% por 30 minutos a 50°C. Os
plugs foram armazenados em EDTA 50 mM a 4°C até a sua utilizacdo (KAVA-
CORDEIRO et al., 2005).

A eletroforese de campo pulsado é realizada em aparelho CHEF-DRII
Sistema (Bio-Rad). Para a corrida eletroforética utiliza-se o gel de agarose
Chromosomal Grade (Sigma) 0,6% e tampao TBE 0,5x. Os plugs pré-moldados
contendo protoplastos de F. monophora, sdo inseridos nas cavidades do gel e
selados com a mesma agarose usada para preparar o gel da eletroforese. As
condicbes aplicadas nas corridas séao (intervalos de pulso e duracdes): 50
minutos, 45 minutos e 37 minutos, durante 73 horas, 18 horas e 73 horas,

respectivamente, com uma voltagem de 46 volts. Para visualizagdo dos
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resultados, o gel de agarose € corado em brometo de etidio (0,5 mg / mL)
durante 20 minutos, descorado em agua destilada durante 20 minutos e
fotografados sob luz ultravioleta (KAVA-CORDEIRO et al., 2005). Como
marcador a espécie Aspergillus nidulans é aplicada por ter o cariétipo
eletroforético elucidado com tamanhos conhecidos (BRODY & CARBON,
1989).
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5 RESULTADOS

5.1 SEQUENCIAMENTO GENOMICO E MONTAGEM

O sequenciamento gendmico de F. monophora foi realizado utilizando os
equipamentos sequenciamento lllumina (GA tecnologia lIx) plataforma MiSeq e
lon Proton (lon Torrent Systems, Inc., Guilford, CT). Foram realizados quatro
sequenciamentos distintos, agrupados em 4 conjuntos de dados. Todos os
conjuntos foram avaliados quantitativamente e qualitativamente com o software
FastQc e tiveram rendimento satisfatorio, sendo mantidos nas estratégias de
montagens (ANEXO II). O primeiro conjunto de dados denominado S10 foi
gerado em outubro/2014 e gerou 4.422.768 reads divididos em duas fitas
denominadas R1 e R2. No segundo sequenciamento, tivemos rendimento
inferior com 1.890.264 reads. O montador Spades demostrou melhor
desempenho nas montagens e por isso, foi mantido como principal montador.
Para a geracdo do conjunto de dados S4, foi realizada nova extracdo e
purificagdo de DNA e construgdo de nova biblioteca gendmica, buscando
melhorar os dados de montagem (TABELA 2).

TABELA 2: QUATRO CONJUNTOS DE DADOS GERADOS NOS SEQUENCIAMENTOS
GENOMICOS REALIZADOS DE F. monophora.

DATA SLATAEORMA CONJUNTO DE READS
DADOS OBTIDOS
Outubro/2014  lllumina MiSeq S10 2.211.384
2.211.384
Marco/2015  Illumina MiSeq S11 945.132
945.132
Abril/ 2015 lllumina MiSeq S4 1.617.744
1.617.744
Julho/2015 lon Proton lon02 19.396.784

TOTAL 28.945.304




52

Como nao houve melhora significativa nas montagens, foi adotada a

estratégia de gerar dados em uma nova plataforma de sequenciamento, o lon

Proton. No més de julho/2015, o conjunto de dados denominado lon2

proporcionou novas montagens com resultados satisfatorios (TABELA 3).

TABELA 3: MONTAGENS REALIZADAS COM OS QUATRO CONJUNTOS DE DADOS
OBTIDOS DOS SEQUENCIAMENTOS GENOMICOS DE F. monophora.

MONTAGEM/ CONJUNTOS DE CONTIGS TAMANHO
MONTADOR DADOS >1000 PB NS0 Hee PO
UTILIZADOS GENOMA

1° Celera* S10 1540 37391 52 34,7 Mb
2° Spades* S10 1258 49533 52.33 34,33 Mb
3° Celera S10e S11 1349 55723 52.19 34,31 Mb
4° Spades S10e S11 1019 63402 52.24 34,18 Mb
5° Spades S11 3143 792 49.14 34,98 Mb
6° Spades S10, S11, S4 974 69812 52.22 34,56 Mb
7° Spades S4 1719 36538 52.33 36,84 Mb
8° Spades S4 e S10 1062 63018 52.28 34,42 Mb
9° Spades S4eSl1 7508 6295 52.56 36,34 Mb
10° Spades lon2 829 88742 52.22 34,22 Mb
11° Spades lon2 e S10 450 224916 52.22 34,33 Mb
12° Spades lon2 e S11 602 107509 52.22 34,20 Mb
13° Spades lon2 e S4 568 234967 52.54 34,73 Mb
14° Spades lon2, S10, S11 328 268916 52.22 34,21 Mb
15° Spades lon 2, S10, S4 408 270432 52.2 34,53 Mb
16° Spades lon2, S11, S4 522 210674 52.48 34,58 Mb
17° Spades lon,510,511,54 331 285692 52.2 34,41 Mb

LEGENDA: PB: pares de base, Mb: MegaByte.*Celera e **Spades:Softwares de montagem.
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Andlises quantitativas e qualitativas da 14° e 17° montagens com o
software QUAST foram realizadas para selecionar a melhor montagem. A 14°
montagem apresentou 374 contigs sendo destes 328 supercontigs com
mediana (N50) de 268.916 pb, um teor de G + C de 52% e 34,21Mb de
tamanho. Enquanto, a 17° montagem apresentou 450 contigs sendo destes
331 supercontigs com mediana (N50) de 285.692 pb, um teor de G + C de 52%
e 34,41 Mb de tamanho. Apesar do N50 da 17° montagem apresentar valor
inferindo maior qualidade, selecionamos a 14° montagem para as proximas
etapas do trabalho por apresentar um nimero menor de contigs (TABELA 4).

A montagem selecionada apresentou cobertura de 90x e foi ordenada
usando como genoma referéncia a espécie Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37,
para posterior submissdo ao software Fgap. Os contigs da 14° montagem com
tamanho inferior a 1.000pb foram retirados da montagem para serem utilizados
no fechamento dos gaps e reinseridos na montagem. Assim, foram fechados
27 gaps, curados manualmente obtendo assim, uma nova montagem com 301

scaffolds.

TABELA 4: DADOS DA MONTAGEM DE MAIOR QUALIDADE OBTIDA DO GENOMA DE F.

monophora.

DADOS F. monophora
Contigs 374
Scaffolds 328
Tamanho 34,21 Mb
Cobertura 90x
N50 285.692 pb
GC% 52%
Scaffolds apos Fgap 301

5.1.1 Anotagdo Automatica e Analise GenOGmica Parcial

A identificagcdo das ORFs (Open Reading Frame) foi realizada com o

software GeneMark-ES, que evidenciou a presenca de genes, sendo 12.026
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proteinas e além destas, 32 moléculas de RNA transportador e 4 de RNA
ribossémico.

A anotagao no programa InterPro possibilitou identificar e inferir fungéo a
diversas proteinas. Conforme demonstrado na figura 10, dentre os genes
identificados até o0 momento nesta analise parcial, destacam-se aqueles que
decodificam proteinas relacionadas ao processo de respiracdo, proteinas
estruturais e proteinas envolvidas no processo de degradagcdo e nos
metabolismos de carboidratos, lipideos, zinco e vitaminas. Também se
destacam proteinas relacionadas a mecanismos de tolerancia e resisténcia

como estresse oxidativo e choque térmico.

B Hipotéticas

=

(7]
(2]
EE

M Respiracao

Degradacao de proteinas 8%

W Estruturais 5%
B Metabolismo

Estresse oxidativo
B Choque térmico 1%
W Transcri¢ao e tradugao =
® Enzimas 1%
B Outras 7%

FIGURA 10: CARACTERIZACAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS. As proteinas anotadas
foram separadas conforme a funcao atribuida.
FONTE: O AUTOR (2015).

A seguir serdo apresentadas tabelas contendo os dados das sequéncias
relacionadas as principais categorias funcionais de genes de F. monophora
identificados neste trabalho.

Foram identificados genes de F. monophora que codificam proteinas
similares a proteinas envolvidas na respiracdo celular, mais especificamente

proteinas que constituem a cadeia transportadora de elétrons (ETC) (TABELA
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5 e FIGURA 11). A proteina NADH-ubiquinona oxidorredutase corresponde ao
complexo | na cadeia transportadora de elétrons, enquanto a citocromo c
oxidase constituida pelas subunidades transmembréanicas I, Il e Ill é definida

como o complexo IV da ETC.

TABELA 5. SEQUENCIAS DE DNA ANOTADAS COMO PROTEINAS ENVOLVIDAS NA
RESPIRAGCAO CELULAR PELA ANALISE DE SIMILARIDADE DE SEQUENCIA GENOMICA.

IDENTIFICACAO (POSICAO¥) ANOTACAO LOCALIZACAO
ID322 (906061) NADH:ubiquinona Contig 1; 2
ID703 (860723) oxidoredutase
ID59 (162225) Succinato semialdeido Contigl;5
ID1636 (739803) desidrogenase (NADP+)

ID679 (810763) Fumarato Contig 2; 4
ID 1088 (73367)

ID41 (133114) Citocromo c oxidase Contig 1; 2
ID499 (306910

ID211(600491) Proteina transportadora Contig 1; 2
ID547 (424285) mitocondrial

*Relacionada a sequéncia em pares de bases.

Citocromo C

omplexo |

Complexo Il Complexo V

FIGURA 11: ESQUEMA DA CADEIA TRANSPORTADORA DE ELETRONS NA MATRIZ
MITOCONDRIAL. Os circulos vermelhos representam os complexos proteicos que foram
identificados em F. monophora.

FONTE: Adaptado de <www.acervosaude.com.br/images/004.png>.


http://www.acervosaude.com.br/images/004.png

56

Foram identificados genes de F. monophora que codificam proteinas que
apresentaram  similaridade com  proteinas  transportadoras, = como

transportadores de zinco, ferro, manganés e acgucares (TABELA 6).

TABELA 6: SEQUENCIAS DE DNA ANOTADAS COMO PROTEINAS TRANSPORTADORAS
PELA ANALISE DE SIMILARIDADE DE SEQUENCIA GENOMICA.

IDENTIFICACAO ANOTACAO LOCALIZACAO
(POSICAO*)
ID123 (346408) MFS transportadora, familia Contig 1
DHAl1

ID1017 (750857) Maior Superfamilia Facilitadora Contig 3
ID582 (528222) Proteina transportadora de zinco Contig 2
ID307(870795) Transportador de ferro e Contig 1; 3
ID991 (688359) sideroforos

ID198 (565055) Familia transportadora de Contig 1; 4
ID1119 (156103) acucares

ID247 (699319) Familia transportadora CNT Contig 1;3;5

ID1025 (768149)
ID1583 (605005)
ID166 (469790) Transportadora de manganés Contig 1

*Relacionada a sequéncia em pares de bases.

Também foram anotadas pela andlise de similaridade sequéncias de

DNA como proteinas envolvidas no ciclo do glioxalato (TABELA 7).
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TABELA 7: SEQUENCIAS DE DNA ANOTADAS COMO PROTEINAS ENVOLVIDAS NO
CICLO DO GLIOXILATO PELA ANALISE DE SIMILARIDADE DE SEQUENCIA GENOMICA.

IDENTIFICACAO ANOTACAO LOCALIZACAO
(POSICAO¥)
ID140 (391850) Familia ACN (aconitato Contig 1; 2
hidratase)
ID67 (182468) Malato sintase Contig 1; 4
ID1291 (629997)
ID134 (377264) Citrato sintase Contig 1; 2; 3

ID431 (126432)
ID877 (392912)

ID622 (645732) NADP+ oxiredutase Contig 2; 4
ID1172 (295212)
ID209 (596597) Metilisocitrato liase Contig 1; 2

ID450 (179799)

*Relacionada a sequéncia em pares de bases.

O ciclo do glioxilato € uma via metabolica alternativa para a sintese de
carboidratos a partir de compostos de carbono, como acetato e outros produtos
da degradacéo de etanol, acidos graxos e poli-b-hidroxibutirato. Consiste em
uma modificacdo do ciclo do acido citrico (TCA), pois compartilha as mesmas
reacles iniciais da geracdo de citrato e isocitrato, mas ao invés de seguir as
reacbes do ciclo do acido citrico que levam a oxidacdo completa dos
compostos de carbono a CO, para geracao de energia, segue para a formacéao
de succinato e glioxilato (FIGURA 12) (DUNN; RAMIREZ-TRUJILLO;
HERNANDEZ-LUCAS; 2009).
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FIGURA 12: AS REA(;OES ENZIMATICAS DO CICLO DO GLIOXILATO E DO CICLO DO
ACIDO CITRICO (TCA). Abreviaturas: CS, citrato sintase; ACN, aconitase; IDH, isocitrato
desidrogenase, IDH, 2-oxoglutarato desidrogenase; SCS, succinil-CoA sintetase; SDH,
succinato desidrogenase; FUM, fumarase; MDH, malato desidrogenase; MS, da malato
sintetase; ICL, isocitrato liase.

FONTE: Adaptado de DUNN et al., 2009.

As proteinas de controle de divisdo celular 42 (CDC 42), identificadas
em F. monophora pela analise de similaridade, sdo consideradas um fator de
viruléncia por desempenhar um papel crucial como reguladoras de varias vias,
como por exemplo, sendo a responsavel pelas alteracbes morfologicas no
desenvolvimento celular nos estagios de crescimento de alguns fungos
(FIGURA 13).
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FIGURA 13: ALGUMAS VIAS DE SINALIZACAO QUE ENVOLVEM A CDC42. A CDC42 esta
presente na via que regula a resposta celular aos feroménios peptidicos, na via de ajuste de
nutriente condicdes limitantes e condi¢Bes hiperosmdticas e para a reparacao de lesbes de
parede celular e na ativagdo de mudanca conformacional. Marcados em vermelhos os
compostos identificados por similaridade na anotac&o de F. monophora.

FONTE: Adaptado de KEGG, 2015.

A caracterizacao do genoma parcial de F. monophora revelou genes que
codificam proteinas relacionadas ao estresse oxidativo; envolvidas na
decomposicdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como a oxidase
alternativa, a superoxido dismutase de manganés e tiorredoxinas
citoplasmaticas (TABELA 8).

TABELA 8: SEQUENCIAS DE DNA ANOTADAS COMO PROTEINAS RELACIONADAS AO
ESTRESSE OXIDATIVO PELA ANALISE DE SIMILARIDADE DE SEQUENCIA GENOMICA.

IDENTIFICACAO ANOTACAO LOCALIZACAO
(POSICAO¥)
ID 74(199349) Oxidase alternativa Contig 1
ID 120 (337920) Superoxido dismutase Contig 1
manganés/ferro
ID404 (38892) Tioredoxina Contig 2

*Relacionada a sequéncia em pares de bases.
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As proteinas de choque térmico (ou proteinas de estresse térmico) sédo
consideradas fatores de viruléncia por atribuirem termotolerancia aos fungos
patogénicos. Séo classificadas em familias baseando-se em peso molecular
aproximado de cada molécula, por exemplo, se uma Hsp tem 30kDa, sua
familia sera a Hsp 30. Existem varias familias descritas como Hspl10, Hsp30,
Hsp 60, Hsp70, Hspl00, entre outras. Em nossa analise parcial podemos
descrever em F. monophora as seguintes familias: Hsp40, Hsp60 e Hsp70
(TABELA 9).

TABELA 9: SEQUENCIAS DE DNA ANOTADAS COMO PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO
PELA ANALISE DE SIMILARIDADE DE SEQUENCIA GENOMICA.

IDENTIFICACAO ANOTACAO LOCALIZACAO
(POSICAO*)

ID222 (630770) Proteina do choque térmico Contig 1; 2
ID501(312132) HSp20

ID182 (512873) Chaperonas histonas Contig 1
ID760 (100373) Chaperona histona Rttp106 Contig 3
D248 (704156) Chaperona histona ASF1 Contig 1; 4
ID1311(682998)

ID310 (874567) Protéina do choque térmico 9/12 Contig 1; 5; 6

ID1625 (698014)
ID1757 (256674)
ID 95 (266614) Fator de choque térmico Contig 1

*Relacionada a sequéncia em pares de bases.

Estudos sobre melanina também a classificaram como um fator de
viruléncia por conferir resisténcia ao calor, ao frio, a enzimas e a solventes
organicos, por exercer papel antioxidante, aumentar a resisténcia a
antifingicos e potencializar a invasao a tecidos (NOSANCHUK; CASADEVALL,
2003). E suas vias principais de produgédo sao: a via da dihidroxifenilalanina ou
via da DOPA, por oxidagdo da L-dopa formando intermediarios semelhantes
aos da via humana e a via do dihidroxinaftaleno ou via DHN (FIGURA 14),

tendo sua producao constitutiva a partir do acetato (acetil-CoA) derivado do
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metabolismo da glicose. Sendo a segunda descrita como a mais
frequentemente encontrada em ascomicetos e deuteromicetos e é o que
caracteriza alguns fungos como sendo negros ou deméaceos (LANISNIK
RIZNER; WHEELER; 2003).

TABELA 10: SEQUENCIAS DE DNA ANOTADAS COMO PROTEINAS RELACIONADAS A
PRODUCAO DE MELANINA PELA ANALISE DE SIMILARIDADE DE SEQUENCIA
GENOMICA.

IDENTIFICACAO ANOTACAO LOCALIZACAO
(POSICAO*)

ID 83 (224832) Desidratase scitalone Contig 1; 2
ID614 (625563)

ID 59 (162225) Homogentisato -1,2-dioxigenase Contig 1; 3
ID773 (135774)

ID 17 (46070) 1,3,8 trihidroxinaftaleno Contig 1

ID 1668 (6876) Lacase Contig 6
ID692 (842132) Tirosinase Contig 2; 3

ID811 (229790)

*Relacionada a sequéncia em pares de bases.
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FIGURA 14: VIA DHN DE SINTESE DE MELANINA EM FUNGOS. A via de sintese de
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melanina com compostos identificados por similaridade na anotacdo parcial de F. monophora

foi a DHN.
FONTE: URAN & CANO, 2008.

A anotacdo e analise preliminar de F. monophora neste trabalho

contribuiu para ampliar o entendimento dos genes envolvidos nos mecanismos

de viruléncia, patogenicidade e maior compreensdo da biologia molecular do

fungo. Esclareceu algumas vias metabdlicas basicas como respiracao celular e

outras estratégicas como proteinas de choque térmico e o ciclo do glioxilato,

apontando novos alvos de estudo e direcionando uma continuidade na

pesquisa com uma anotacdo mais avancada.
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5.1.2 Montagem do DNA Mitocondrial

A montagem do DNA mitocondrial foi realizada com éxito, obtendo 5
contigs com 26kb e conteudo GC de 29%. A anotagdo automatica no software
SILA (VIALLE et al., 2013) permitiu a anotacdo de 43 proteinas (FIGURA 15). A
maioria das proteinas foram consideradas hipotéticas, as demais estdo
relacionadas a mecanismo de respiracdo e metabolismo energético como as

moléculas NADH, ATP e cytochrome C.

PRODUTO QUANTIDADE
Proteinas hipotéticas 26
NADH desidrogenase 5
ATP sintase 3
NADH — ubiquinona desidrogenase 3
Citocromo C oxidase 3
NADH — ubiquinona/ 2

plastoquinona oxirredutase

Proteina ribosomal S5 1
TOTAL 43

FIGURA 15: ANOTACAO AUTOMATICA DO DNA MITOCONDRIAL GERADO NO
SOFTWARE SILA. A maioria das proteinas foram anotadas como proteinas hipotéticas,
algumas relacionadas a mecanismo de respiracéo e metabolismo energético como as
moléculas NADH, ATP e citocromo C.

FONTE: Adaptado do software SILA, 2016.

5.2 CARACTERIZACAO CARIOTIPICA

5.2.1 Cariotipagem Citolégica

A cariotipagem citolégica baseia-se na observacdo microscopica de
cromossomos metafasicos, considerando que nesta fase do ciclo mitotico os

cromossomos apresentam-se em elevado estado de condensacdo sendo



64

possivel a sua individualizacdo e consequente contabilizacdo. Das
observacdes recolhidas em outros estudos com fungos (TSUCHIYA & TAGA,
2001; EUSEBIO-COPE et al., 2009) tem sido evidente que o periodo de
germinacao dos esporos é determinante no nimero de metafases identificadas.
A germinacao dos esporos foi avaliada num intervalo entre 6 e 24 horas, sendo
que o tempo 6timo de germinacao dos esporos foi determinada em 18 horas de
incubacéo da solucédo de esporos a 28°C (FIGURA 16).
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FIGURA 16: GRAFICO COM MEDIA DE ESPOROS GERMINADOS EM TRES REPETICOES
REALIZADAS. A taxa de germinacdo dos esporos foi avaliada e contabilizada de hora em hora.
O maior nimero de esporos germinando foi contabilizado no periodo de 18 horas de incubacéo
da solucéo de esporos a 28°C nas trés repeticdes.

FONTE: O AUTOR, 2015.

Contudo, o numero de nucleos em metafase foi insuficiente ao
usualmente necessario para caracterizar o cariétipo de um organismo e, por
isso, testou-se um composto quimico responsavel pela interrupcdo do ciclo
celular na metafase. O tiabendazol mostrou-se eficiente, foi observado inibigcéo
total no desenvolvimento dos esporos e um aumento no niamero de nucleos

metafasicos apos 3 horas de exposi¢cdo do fungo ao composto (FIGURA 17).
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FIGURA 17: PLACAS DE AGAR SABOURAUD ESTRIADAS COM SOLUCAO DE ESPOROS
DE F. monophora EXPOSTAS AO AGENTE BLOQUEADOR TIABENDAZOL. A) Placa apenas
com solucéo salina 0.85% como controle. B) Placa com 2 horas de exposi¢do ao tiabendazol e
inibicdo parcial do desenvolvimento do fungo. C) Placa com 3 horas de exposi¢do ao
tiabendazol apresentando inibi¢cdo total do desenvolvimento do fungo.

FONTE: O AUTOR, 2015.

5.2.2 Cariotipagem Eletroforética

Para a determinacdo do cari6tipo eletroforético, também foi necessério
realizar a etapa de germinacao de esporos descrita anteriormente. A partir da
solucdo de esporos germinados, iniciou-se a otimizacdo da obtencdo de
protoplastos. A formacao de protoplastos depende de varios fatores, como tipo
e concentracdo de solugdo enzimatica aplicada, tempo de digestéo,
estabilizador osmotico, pH e temperatura de incubacdo (MARCHI et al., 2006).
As diferencas na composicéo e estrutura da parede celular dos fungos também
tém grande relevancia neste processo.

Baseados em literatura, foram selecionados e testados trés
estabilizadores osmdticos, cloreto de potassio (KCl), sulfato de magnésio
(MgSO,) e fosfato monossddico (NaH,PO,4) combinados a varios periodos de
exposicdo a solucdo enzimatica Lysing Enzymes (Sigma), incubados em
shaker a 28°C (TAGA, 2007; KAVA-CORDEIRO, 2005).

Obtivemos o0s melhores resultados, ou seja, 0 maior numero de
protoplastos obtidos nas trés repeticbes realizadas, na combinacdo do
estabilizador osmético MgSO4 associado a 2 horas de exposi¢cdo dos esporos

a solucéo enzimatica, conforme demonstrado na tabela 11.
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TABELA 11: AVALIACAO QUANTITATIVA DA FORMACAO DE PROTOPLASTOS
EXPOSTOS AOS DIFERENTES ESTABILIZADORES OSMOTICOS ASSOCIADO AO TEMPO
DE EXPOSICAO DOS ESPOROS A SOLUCAO ENZIMATICA.

Tempo KCI MgSOg, NaHPO,

exposicao

a solugdo | 12rep 23rep | 32rep | 1%rep | 2%rep | 3%rep | 1%rep | 23rep | 3rep
enzimatica

30 minutos | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10°

1 hora 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10%® | 2x10* | 2x10°

2 horas | 2x10° | 2x10% | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 2x10° | 1x10° | 2x107 | 2x10*

3 horas 837 | 1x10° | 1x10% | 2x10* | 2x10° | 2x10° | 1x10° | 2x10? | 1x10°

4 horas X 375 | 468 866 | 2x10* | 1x10? X 1x10° | 973

5 horas X X X X 943 X X 547 X
LEGENDA: rep - repeticéo

Foram obtidos protoplastos com a solucdo enziméatica Lysing Enzymes
from Trichoderma harzianum L2265 (Sigma). A observacdo microscopica
mostrou que protoplastos que se encontravam individualizados (FIGURA 18)
ou agregados. O numero de protoplastos formados foi suficiente, atingido a
concentracdo necessaria para a realizacdo de PFGE, que esta reportada em
10° protoplastos/ml (TSUCHIYA & TAGA, 2001).



67

FIGURA 18: OBTENCAO DE PROTOPLASTO DE Fonsecaea monophora. A) PROTOPLASTO
DE Fonsecaea monophora. Observagdo microscopica de protoplasto individualizado. B)
MOLDES DO APARELHO CHEF-DRII E PLUGS DE AGAROSE CONTENDO
PROTOPLASTOS. A solugéo de protoplastos misturada a agarose formando os plugs de
agarose que devem ser submetidos a corrida eletroforética.

FONTE: O AUTOR, 2015.

A solugao com protoplastos homogeneizada com agarose Chromosomal
Grade (Sigma) 0,6% foi dispensada em moldes para montagem dos plugs de
agarose (FIGURA 22). Ap6s incubacdo em Solucdo de lise, os plugs estédo
armazenados em EDTA 50 mM a 4°C até a sua utilizagdo. A corrida
eletroforética sera realizada com os plugs de agarose em tamp&o TBE (0,5x)
(Tris Boric Acid EDTA Buffer). A espécie Aspergillus nidulans sera utilizada
como marcador. Na realizacdo da PFGE serdo aplicadas as condigbes

recomendadas para fungos.
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6 DISCUSSAO

O draft de F. monophora de melhor qualidade obtido tem 374 contigs sendo
destes 328 scaffolds com mediana (N50) de 268.916 pb, um teor de G + C de
52% e 34,21Mb de tamanho. Esta montagem teve um numero de contigs
proximo ao que vem sendo publicado recentemente, como dois trabalhos
realizados com espécies de leveduras negras, onde os drafts de
Cladophialophora immunda apresentou 466 contigs (STERFLINGER et al.,
2014) e Phialophora attae apresentou 139 contigs (MORENO et al., 2015).

A anotacdo preliminar permitiu inferir varias fun¢cdes aos genes, como
proteinas envolvidas no processo de respiracdo, proteinas estruturais,
metabolismos de carboidratos, lipideos, zinco e vitaminas, relacionadas ao
estresse oxidativo e choque térmico. Dentre estas, podemos relacionar 16%
(1.920) das proteinas anotadas ao metabolismo de respiracdo e 5% (600) as
proteinas estruturais; valores maiores do que 0s encontrados no transcriptoma
de F. pedrosoi, onde 2% (7) das proteinas foram relacionadas a respiracdo e
5% (17) foram anotadas como proteinas estruturais (FERRAZ, 2011).

Dentre as proteinas transportadoras anotadas, as proteinas
transportadoras reguladas por zinco estdo presentes no citoplasma e em varias
organelas, incluindo nucleo, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e
mitocondrias. O zinco € um micronutriente essencial para 0s eucariontes,
sendo cofator de varias enzimas e componente estrutural crucial de varias
moléculas, como por exemplo, os dedos de zinco. Como 0 zinco NAo possuli
atividade redox, seu acumulo excessivo na célula pode ser toxico e essa
toxicidade esta associada a ligacdes inadequadas as proteinas, que podem
interromper processos bioquimicos relevantes, como respiracao; além de gerar
espécies reativas de oxigénio que danificam lipidios, proteinas e DNA, levando
a morte celular. Pela importancia biolégica adquirida pelos transportares de
zinco, esses transportadores tornaram-se altamente conservados
filogeneticamente entre os eucariontes (MACDIARMID; GAITHER; EIDE;
2000).

A Maior Superfamilia Facilitadora (MFS) é uma das maiores familias de
transportadores, ubiquas a todos o0s organismos vivos estudados, estédo

envolvidas na extrusdo ativa de drogas antifungicas (PAULSEN et al., 2000).
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Pouco se conhece sobre esses transportadores, mas sua presencga extensiva
em C.albicans, A. fumigatus e C. neoformans, associados a estudos
demonstrando expressdo elevada dos genes codificadores destas proteinas
perante o tratamento com drogas, sugerem fortemente que estdo associadas a
resisténcia a antifungicos (COSTA et al., 2014).

Também foram anotadas pela andlise de similaridade sequéncias de
DNA como proteinas envolvidas no ciclo do glioxilato, uma via metabdlica
alternativa para a formacdo de succinato e glioxilato (DUNN; RAMIREZ-
TRUJILLO; HERNANDEZ-LUCAS; 2009). Estudos de regulacdo genética do
ciclo do glioxilato revelaram que os genes de isocitrato liase e malato sintase
sao fatores essenciais para o crescimento de plantas e na patogenicidade de
bactérias e fungos (LORENZ; FINK; 2002; VEREECKE et al.,, 2002). Na
infecgcdo por M. tuberculosis, S. cerevisiae, C. albicans, C. neoformans e R.
fascians, a sintese de isocitrato liase e malato sintase favorece, a partir de
compostos simples de carbono, a formacao de polissacarideos complexos, tais
como celulose, glucanas e quitihna — componentes fundamentais para
sobrevivéncia e disseminacdo do patdogeno dentro do hospedeiro. Em P.
brasiliensis, fungo que causa a paracoccidiodomicose em humanos,
Derengowski e colaboradores (2008) relataram aumento nos niveis
transcricionais dos genes isocitrato liase e malato sintase do fungo em modelo
de infeccdo, sugerindo um possivel mecanismo de adaptacdo do fungo em
resposta ao ambiente interno do fagossomo, pobre em fontes complexas de
carbonos.

Ja foram relatados trabalhos caracterizando o ciclo do glioxilato nos
fungos patogénicos de humanos Candida albicans (LORENZ; BENDER, FINK
2004) e Penicillium marneffei (THIRACH; COOPER; VANITTANAKOM; 2008),
e na bactéria Mycobacterium tuberculosis (DUBNAU et al.,, 2002). Esses
patdbgenos durante a infeccdo apresentaram aumento da expressdo de
isocitrato liase em resposta a fagocitose por macréfagos. Todos esses
trabalhos reforgam a relevancia do ciclo do glioxilato na viruléncia de fungos e
bactérias em plantas, animais e humanos, evidenciando alvos promissores
para drogas inibidoras especificas, como a inativacdo das enzimas que
bloqueariam o ciclo do glioxilato, podendo diminuir drasticamente a patogénese

desses organismos.



70

As proteinas de controle de divisao celular 42 (CDC 42), encontradas na
analise gendbmica de F. monophora, sdo reguladoras das alteracdes
morfoldégicas no desenvolvimento celular nos estagios de crescimento de
alguns fungos. Em fungos patégenos humanos como C. albicans e P.
marneffei, sdo responsaveis pela polarizacdo das formas leveduriformes e
micelial. Em
E. dermatitidis, a expressdo ativa de CDC42 esta associada a transicao
morfologica das células leveduriformes para formacéo de corpos muriformes.
Em F. monophora, CDC42 j& foi relacionada a transicdo morfologica alterando
tanto células miceliais, quanto células leveduriformes para corpos muriformes
(XIE et al., 2012).

Quanto as proteinas relacionadas ao estresse oxidativo, a enzima
oxidase alternativa presente na membrana mitocondrial interna de plantas e
alguns fungos e protozoarios, participa de uma via alternativa de oxidagdo da
cadeia transportadora de elétrons na respiracdo celular (VANLERBERGHE;
MCINTOSH, 1997). Nos fungos Neurospora crassa e Hansenula anomala,
guando a via citocromo ¢ oxidase € inibida, os niveis dos transcritos do gene
nuclear AOX1, que codificam a oxidase alternativa aumentam; esses
resultados apontam para ativacdo de uma via alternativa. Esta ativacdo é
aplicada para corrigir uma condicdo de estresse oxidativo do organismo,
diminuindo a producédo de EROs na respiracdo ao competir com elétrons da via
classica de oxidacdo. Alguns estudos revelaram que a expressdo do gene
AOX1 pode ser estimulada em condicbes de estresse, como baixas
temperaturas, espécies reativas de oxigénio (EROs) e na infec¢cdo de
patdogenos. Desse modo, AOX1 atuaria como agente antioxidante contra
espécies reativas de oxigénio (EROS) gerados da respiracdo e da infeccdo
(MISSALL; LODGE; McEWEN; 2004). Sendo assim, durante o processo
infeccioso, as células fagociticas podem utilizar o estresse oxidativo como
mecanismo de defesa contra patdgenos intracelulares (WESTWATER,
BALISH; SCHOFIELD; 2005). Alguns patdgenos mesmo no ambiente hostil de
fagossomos conseguem resistir ao estresse oxidativo, através da producao de
enzimas antioxidantes que detoxificam as EROs, como a oxidase alternativa, a

catalase e a superdxido dismutase.
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As enzimas superoxido dismutase catalisam a dismutacdo de anions
superoxidos a peroxidos de hidrogénio e oxigénio (BONFIM, 2014). Juntamente
com outras enzimas antioxidantes, a superéxido dismutase desempenha papel
protetor as células contra os efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio
(EROs). Os peroxidos de hidrogénio, por sua vez podem ser detoxificados
pelas enzimas catalase, glutarredoxinas e tiorredoxinas.

As tioredoxinas sdo moléculas relacionadas ao estresse oxidativo,
detoxificam diretamente moléculas como o peréxido de hidrogénio. Sao
moléculas necessarias para a manutencdo de homeostase redox, além de
serem implicadas em vérias funcdes fisiolégicas que incluem expressao
genética, crescimento celular e apoptose. A presenca de tioredoxinas ja foi
evidenciada em F. pedrosoi caracterizando um metabolismo para a
manutencdo do balanco redox celular e um mecanismo de adaptacdo muito
versatil, e por isso considerado um fator de viruléncia (FERRAZ, 2011).

As proteinas de choque térmico (ou proteinas de estresse térmico) sdo
altamente conservadas, sendo encontradas em todos 0s organismos
procariontes e eucariontes estudados. A primeira funcdo atribuida a estas
proteinas foi a de proporcionar termotolerancia ao organismo. Depois, foi
atribuida a funcdo de chaperona molecular ou seja, também executam o
dobramento de outras proteinas. Trabalhos posteriores demostraram que
varios fatores desencadeavam a sintese das proteinas de choque térmico
como estresse oxidativo, estresse nutricional, radiacdo UV e exposicdo a
substancias quimicas indicando um papel protetor da proteinas ao estresse
térmico, auxiliando na adaptacéao celular (POCKLEY, 2001).

A melanina aumenta a capacidade de resisténcia e tolerancia desse
fungo a condicbes hostis. A via de sintese de melanina descrita para F.
pedrosoi foi a DHN (CUNHA, FRANZEN et al., 2005), também acreditamos ser
a via de F. monophora, ja que podemos identificar varias destas proteinas
(CASADEVALL; EISENMAN, 2012). A presenca desse pigmento em fungos é
relatada desde 1960 e esta via de sintese de melanina ja foi descrita e citada
como fator de viruléncia em varios fungos patogénicos, como C. albicans e C.
neoformans, Aspergillus spp., E. dermatitidis, P. brasiliensis, Histoplasma
capsulatum e Sporothrix schenckii (JACOBSON, 2000; LANGFELDER,
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STREIBEL et al, 2003; MORRIS-JONES et al., 2003; NOSANCHUK;
CASADEVALL, 2003).

As fenoloxidases sdo enzimas que catalisam a oxidagdo de fendis e
possuem como caracteristica comum: oxidam compostos aromaticos, tendo
como aceptor terminal de elétrons o oxigénio molecular (MAYER; STAPLES,
2002). Nos fungos, estdo associadas a sintese de melaninas e outros
pigmentos. As fenoloxidases dividem-se em duas subclasses: lacases e
tirosinases (DURAN; ESPOSITO, 2000).

A lacase oxida polifendis, metoxi fendis substituidos, diaminas e uma
consideravel série de outros substratos (MINUSSI et al., 2002). Do ponto de
vista fisiolégico, as lacases flngicas estdo envolvidas em processos de
morfogénese, degradacdo de lignina, patogénese e formacédo de pigmentos
(MOROZOVA et al.,, 2007). Lacases tém sido extensivamente pesquisadas,
devido suas propriedades que as tornam altamente Uteis em diversos
processos biotecnologicos (LIBARDI JUNIOR, 2010). Dentre as varias
aplicacoes desta enzima podemos destacar. a descoloracdo de corantes
industriais, sintese de polimeros, biossensores amperométricos para deteccao
de fenol e também no processamento de alimentos e bebidas, remocao de
xenobibticos em sistemas de aguas, remocdo de compostos fendlicos de
vinhos, analises de drogas e producdo de etanol (MAYER; STAPLES, 2002;
MACIEL et al., 2010).

As tirosinases sdo enzimas associadas ao escurecimento enzimatico e a
pigmentacdo em fungos. As tirosinases fungicas possuem grande importancia
nas industrias farmacéuticas (sintese de farmacos o-difendlicos) e de alimentos
(DURAN et al., 2002; HALAOULI et al., 2006), também tem sido aplicadas na
descoloracdo de corantes industriais e remocdo de fendis presentes em
efluentes (CHIACCHIERINI; RESTUCCIA, D.; VINCI, G.; 2004).

Estudos tém sugerido que pode haver ligacdes fisiologicas entre
assimilacdo de hidrocarboneto aromatico e certos padrdes de infeccdo em
mamiferos (PRENAFETA-BOLDU et al.,, 2006). Muitas das linhagens estao
intimamente relacionadas com as espécies de fungos patogénicos humanos,
agentes de micoses e infec¢des neurologicas (GOSTINCAR; GRUBE; GUNDE-
CIMERMAN; 2011).
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A anotacdo e andlise preliminar de F. monophora permitiu o
entendimento de alguns genes envolvidos nos metabolismos de carboidratos,
respiragao e mecanismos de viruléncia e patogenicidade, esclarecendo assim a
biologia deste organismo.

Para a observacdo microscopica de cromossomos, obtivemos bons
resultados com o tiabendazol como agente blogqueador do ciclo celular. Em
2004, Tsuchiya e colaboradores demonstraram a eficacia deste composto na
interrupc@o do ciclo celular na metafase para o fungo N. crassa, assim como
Eusebio-Cope e colaboradores, em 2009, ao observar os cromossomos de
Cryphonectria parasitica. Tsuchiya e Taga (2001) tinham observado
anteriormente a ineficAcia deste composto no aumento da frequéncia
metafésica para os fungos C. heterostrophus, C. carbonum e C. sativus.

Para a cariotipagem eletroforética, otimizamos a producdo de
protoplastos com a combinacdo do estabilizador osmoético MgSO4 associado a
2 horas de exposi¢do dos esporos a solugédo enzimatica, 0 mesmo estabilizador
usado nesta analise com a espécie Mycosphaerella graminicola (MEHRABI,
TAGA, KEMA; 2007).

Em 2006, Marchi e colaboradores demonstraram que a concentracao da
solucdo enzimética e o tempo de incubacao também influenciam a producéo de
protoplastos. O tempo de incubacdo do material biolégico com a solucao
enzimatica também foi testado, demonstrando que apés 5 horas de incubacao,
ocorria um decréscimo no numero de protoplastos observados, provavelmente
devido a degeneracao dos primeiros protoplastos formados (KIM et al., 2000).
A metodologia para montagem dos plugs de agarose foi aplicada com sucesso
em diversos estudos (KAVA-CORDEIRO et al.,, 2005; MEHRABI, TAGA,
KEMA; 2007; EUSEBIO-COPE et al.,, 2009). Como controle sera usado o
Aspergillus nidulans, espécie que apresenta seu cariotipo eletroforético
elucidado (BRODY, CARBON; 1989).
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7 CONCLUSAO

A combinacdo de mais de uma plataforma de sequenciamento, no caso
lllumina MiSeq e lon Proton, promoveram melhora significativa no processo de
montagem do genoma de F. monophora. As leituras Illumina MiSeq e lon
Proton conseguiram boa complementariedade quando submetidas em conjunto
ao montador.

Um draft de F. monophora foi obtido apresentando 301 contigs com
mediana (N50) de 268.916 pb, com cobertura de 90x, um teor de G + C de
52% e 34,21Mb de tamanho. Os dados de anotacdo preliminares foram
promissores, apontando vias de metabolismo basicas e vias estratégicas, além
de evidenciar proteinas especificas relacionadas a patogenicidade do
microrganismo como a CDC42 e as tiorredoxinas. Esse material direciona
estudos futuros, apresentando genes e proteinas especificos como alvos para
avancos no entendimento da epidemiologia destes agentes.

Como resultado parcial para a cariotipagem citologica, o tiabendazol se
mostrou eficiente como agente blogueador com inibicdo total no
desenvolvimento dos esporos a partir de 3 horas de exposicao do fungo ao
composto.

Para a cariotipagem eletroforética, o protocolo para a obtencdo de
protoplastos foi estabelecido com a combinacdo da otimizacdo da germinacao
dos esporos de F. monophora com 18 horas de incubacdo, com posterior
exposi¢do dos esporos a solucdo enzimética por 2 horas combinado ao tampé&o
osmotico MgSO,.

Os dados de bioinformatica gerados direcionam este estudo para
analises mais efetivas, aprofundando as anota¢des de proteinas, as contrucdes
de vias metabdlicas e o estudo de proteinas ortélogas. A caracterizacdo
cariotipica, ainda demanda continuagcdo da execuc¢ao dos protocolos. As duas

linhas de trabalho deste estudo necessitam de continuidade.
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8 PERSPECTIVAS

Esse trabalho tera continuidade no periodo de doutorado, ja iniciado em
dezembro de 2015 pela modalidade de progresséo. Nesta proxima etapa temos
como objetivo principal comparar o padrdo de expressdo global de genes
expressos nas espécies patogénicas, agentes causais de infeccdo em
hospedeiros humanos: F. monophora e F. pugnacius. Métodos de
sequenciamento de Ultima geracdo, como o PacBio, serdo utilizados para
geracdo de dados possibilitando a analise genémica comparativa estrutural e
funcional com o objetivo de identificar as principais diferencas génicas
estruturais e os genes diferencialmente expressos nas espécies.

Para este fim, temos como objetivos especificos:

e Realizar a extracdo de DNA, sequenciamento gendmico, montagem e

anotacdo do genoma parcial de F. pugnacius.

e Explorar os dados gerados pelo sequenciamento genémico, montagem

e anotacdo do genoma parcial de F. monophora e F. pugnacius.

¢ Elucidar vias metabdlicas das espécies de estudo.

¢ |dentificar genes e mecanismos de patogenicidade e viruléncia.

e Estudar a homologia de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos

entre as espécies do género Fonsecaea.

e Caracterizar o cariétipo das espécies F. monophora e F.pugnacius.

As informagbes geradas permitirdio ampliar o entendimento dos genes
envolvidos nos mecanismos de viruléncia, patogenicidade e maior
compreensao da biologia destes agentes, possibilitando o desenvolvimento de
biomarcadores para diagndéstico, estudos epidemiologicos e alvos para o
desenvolvimento de drogas.
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ANEXO | — MEIOS DE CULTURAS E SOLUCOES

Meio Agar Sabouraud Dextrosado
Dextrose - 40g

Peptona - 10g

Agar - 159

Agua destilada — 1.000mL

Tampao CTAB
Tris-base - 2,429
Cloreto de sédio - 8,2g
EDTA - 2,0g

Agua destilada - 8,0mL

CIA - Cloroférmio Alcool isoamilico
Cloroférmio - 96mL

Alcool isoamilico - 4mL

Brometo de etidio
O brometo de etidio 1,0% (p/v) foi dissolvido em agua destilada, agitando-se
por 2 horas. A solucéo foi estocada a temperatura ambiente. Para a revelagéo,

foram diluidos em 3uL em agua destilada.

Meio Liguido Sabouraud
Dextrose - 40g
Peptona - 10g
Agua destilada — 1.000mL

Solucéao salina 0,85%
Cloreto de sodio — 8,59
Agua destilada — 1.000mL
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Solucéao de lise

EDTA - 0,5M

Tris HCI - 10mM

n-lauroylsarcosinate — 1%

Autoclavar a solucéo e manter a 4°C. Adicionar proteinase K (1Img/mL) quando

for utilizar.

Solucdo GMB

EDTA - 0,125M

Sorbitol — 0,9M

Aquecer em banho-maria a 98°C por 15 minutos e armazenar a 4°C.

EDTA 50 mM
Dissolver 18,6 g em 100 ml de 4gua destilada.
Ajustar o pH se necessario (pH 8,0).

Guardar a solucéo a temperatura ambiente.

Tampéo TBE 0,5x

Tris-base - 54,09

Acido bérico - 27,59

EDTA - 20 mL

Os sais foram dissolvidos em 800mL de agua mili-Q. Completou-se o volume
para 1000mL.



ANEXO Il — ANALISE DOS CONJUNTOS DE DADOS OBTIDOS DOS
SEQUENCIAMENTOS EM SOFTWARE FASTQC

@Basic Statistics

Measure Value

Filename Fungo-1Amanda_51@ L@@l R1_@el.fastq.gz
File type Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 2211384

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 35-151

%GC 52

Per base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger | [uming 1.9 encoding)

| AT T

i 2 3 4 5 868 7 8 9 15-19 25-29 35-39 4549 5559 6569 7579 B5-B9 5599 105-109 120-124  135-139 1S0-151
Postion in read (bp)



@Basic Statistics

C e T e

Filename
File type
Encoding

Total Sequences

Fungo-1lAmanda_S18 L@@l _R2_@el.fastq.gz
Conventional base calls
Sanger / Illumina 1.9

2211384

sequences flagged as poor quality @

Sequence length

#aC

35-151

52

Per base sequence quality

7

Qualty scores across all bases (Sanger | [huming 1.9 encoding)

R TTLITIT|11

S

I 2 3 4 5

&

]

a

15-19 2529 35-33 4549 5559 6569 7579 6569 9599 105-109 120-124
Pazgkion inraad (bp)

@Basic Statistics

e ] e

Filename
File type
Encoding

Total Sequences

Fmonophera_S11 L@@l Rl _@@l.fastqg.gz
Conventional base calls
Sanger / Illumina 1.9

945132

Sequences flagged as poor quality e

Sequence length

®GC

35-3@1

45

135-13%  150-151

96
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Per base sequence quality

Cuality soores across o bases (Sanger | Thumina 1.9 encoding)

2R B 8 B ¥ o8 8

[

]

2 e

123456789 1519 3034 4549 6064 7579 90-94 105109 125-129 145-149 165-169 185-189 205209 225-229 245249 265269 85289
Pesition in read (bp)

,Per base sequence quality

Cuality scores across ol bases (Sanger | Iluming 1.9 encoding)

5 B N ¥ O¥ OB S H ¥ o8 B

1234567809 1519 303 4549 G064 7579 90-34 105109 125129 146149 165-169 185189 20S209 226229 245243 265269 285289
Position in read (bp)
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@Basic Statistics

Filename F MONO _S4_Leel R1_eel.fastq.gz
File type Conventicnal base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 1617744

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 35-3@1

*aC 52

“Aper base sequence quality

Cauality scores across ol bases (Sanger § Tumina 1.9 encoding)
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= 1l] LIL | L ul

51\ r
20 M

[
8 Pt
ML |
e HH
14 |l
12 N
10 A I 5
8 L1l
LYooy
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0
123456789 1519 3034 4549 6064 7579 Q0-94 105109 125129 145-149 165-169 185-189 205-209 225229 245-249 265269 285-289
Position i read (bp)

@Basic Statistics

Filename F MONO 54 L@el R2 eel.fastq.gz
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 1617744

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 35-391

Focls 54



'Per base sequence quality

Quality scores across ol bases (Sanger | Tluming 1.9 encoding)
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123456789 1519 3034 4540 6064 7579 0094 105109 125120 145-149 165160 185189 205200 205229 245249 265269 285269
Position in read (bp)

@Basic Statistics

Measure Value

Ton¥Xpress_882_R_2015_87_14 14 36_58 user_Bioquimica-68-Ion_NFN_run_68_genomas_14@72815_Auto_user_Bioquimica-68-

Filename Ton_NEN_run_66_genomas_14872015_111.fastq
File type Conventionzl base calls

Encoding sanger / Il1lumina 1.9

Total Sequences 19396784

Sequences flagged as poor

quality g

Sequence length 25-373

%6C 51

“Aper pase sequence quality

Qualty scores across all bases (Sanger | Thuming 1,9 encoding)
3

2

L 1

123 456789 2029 5059 8089 110-119 140-149 170-179 200-209 Z30-239 260-269 290-299 320-329 350-359
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