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RESUMO

As Leveduras negras sao fungos ascomicetos pigmentados de desenvolvimento lento
predominatemente leveduriforme que ocupam diversos nichos ecoldgicos nos ecossistemas.
As especies associadas a infeccdes em hospedeiros humanos e animais estdo
taxonomicamente acomodadas na ordem Chaetothyriales dentro da familia
Herpotrichiellaceae, reunindo entre outros os agentes causais da doenca cromoblastomicose,
uma micose subcutanea cronica, caracterizada pela presenca de corpos muriformes no tecido
hospedeiro. Dados epidemioldgicos demonstram que a infeccdo ocorre por implantagdo
frequentemente associada a um trauma por fragmentos vegetais. A regido norte do Brasil ¢
considerada area endémica da doenga, principalmente devido as caracteristicas ocupacionais
predominantemente rurais e extrativistas da populacdo. O maior agente etioldgico da
cromoblastomicose € a espécie Fonsecaea pedrosoi, porém sua recuperacdo de substratos
ambientais ¢ restrita. Neste contexto, o objetivo principal deste estudo foi a investigacdo
ambiental de F. pedrosoi em diversos nichos e substratos, atraves de amostras procedentes de
areas endémicas da doenga, por meio de ferramentas moleculares e métodos especificos de
isolamento. Um total de 87 amostras foi analisado por ambos os métodos. Para o screening
molecular foi aplicado o método de sonda cadeado baseado na técnica de Amplificagdo em
Circulo Rolante (RCA) no DNA total das amostras estudadas. O agente de
cromoblastomicose F. pedrosoi foi detectado pela sonda e amplificado por RCA em amostras
de solo, material em decomposicdo e folha da planta Solanum paniculatum (jurubeba). O
limite de detecgdio do método foi de 2.88x107 copias do DNA de interesse. Para o isolamento
foi utilizado o metodo seletivo de flotagdo em 6leo mineral e a identificagdo dos isolados foi
realizada por marcadores morfologicos e moleculares. Através do isolamento foram
recuperadas 175 colonias negras, sendo 08 isolados morfologicamente semelhantes aos
agentes de cromoblastomicose, identificados molecularmente como F. multimorphosa (n=
01), F. brasiliensis (n=04), C. ambigua (n=02) e C. guayanensis (n=01). Das amostras
selecionadas pelo método molecular ndo foi possivel recuperar nenhuma linhagem de especies
relacionadas a doenga cromoblastomicose. Este foi o primeiro estudo a utilizar o método de
sonda cadeado baseado em RCA como ferramenta de selecdo ambiental o qual demonstrou a
presenca do DNA de F. pedrosoi em plantas. Entretanto, a baixa taxa de desenvolvimento e a
natureza oligotrofica das espécies patogénicas, pode limitar a recuperacdo por métodos de
1solamento, justificando a limitagdo do método e nao recuperagao das espécies patdgenas das
amostras positivas. Em conclusdo, a sonda cadeado baseada em RCA ¢ uma ferramenta
adicional nos estudos destes agentes, a qual pode contribuir para inferéncia de dados sobre
rotas de infecdo da cromoblastomicose e da ocorréncia ambiental destes patdgenos.

Palavras-chave: [Leveduras negras. Sonda cadeado. Deteccdo ambiental. Chaetothyriales.
Cromoblastomicose.



ABSTRACT

Black yeasts are melanized ascomycetous fungi, predominantly yeast-like, present in many
ecological niches and ecosystems. The species associated with human and animal infections
belong to the Chaetothyriales order, Herpotrichiellaceae family. Chromoblastomycosis is a
chronic subcutaneous mycosis characterized by the presence of muriform cells in the host
tissue. Epidemiological data demonstrate that the infection occurs by the implantation of the
black yeast by trauma with plant fragments. The northern region of Brazil is an endemic area
of the disease, due to the predominantly rural and extractive occupational characteristics of
the population. The major etiological agent of chromoblastomycosis is Fonsecaea pedrosoi,
but its recovery from environmental substrates is restricted. In this context, this study aim to
investigate the presence of F. pedrosoi in several ecological niches and substrates from
endemic areas of chromoblastomycosis by molecular tools and isolation by flotation in
mineral oil. A total of 87 samples were analyzed for both methods. For the molecular
screening, we applied the padlock probe based on the Rolling Circle Amplification (RCA) in
the total DNA of the samples studied. Fonsecaea pedrosoi was detected by the padlock probe
and RCA in soil, decomposing plant material and leaf of the plant Solanum paniculatum
(jurubeba). The limit of detection of this method was 2.88x107 copies of the DNA. The
selective method of flotation in mineral oil was performed and the isolates were idenfied by
morphological and molecular markers. A total of 175 black colonies were recovered, 8 were
macro and micromorphology similar to chromoblastomycosis agents and were identified by
molecular methods as F. multimorphosa (n = 1), F. brasiliensis (n = 4), C. ambigua (n = 2)
and C. guayanensis (n = 1). From the samples positive by the molecular method, no
chromoblastomycosis agents were isolated. This was the first study to use padlock probe
based on RCA for environmental detection of F. pedrosoi DNA in plants. In addition, the low
development and the oligotrophic nature of the pathogenic species may limit the isolation by
conventional techniques. In conclusion, the padlock probe based on RCA is an additional tool
for these agents studies and contributes to elucidate the infection routes of
chromoblastomycosis and environmental occurrence of these pathogens.

Key-words: Black yeasts. Padlock Probe. Evironmental detection. Chaetothyriales,
Chromoblastomycosis.
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PREFACIO

Este estudo apresenta-se dividido em trés capitulos.

No Capitulo I foram abordados os itens contextuais, ou seja, uma introducdo geral
seguida pelos os objetivos seguidos de uma revisao literaria, que aborda os principais aspectos
sobre leveduras negras, cromoblastomicose e epidemiologia da doenga e caracterizagao
molecular de fungos no ambiente, especialmente o método de sonda cadeado aliado a
amplificacdo em circulo rolante (RCA).

No Capitulo II, o0 método de sonda cadeado aliado a amplificagdo em circulo rolante
(RCA) foi apresentado como ferramenta de deteccdo de F. pedrosoi no DNA total de
amostras ambientais.

No Capitulo III encontram-se as consideragdes gerais e perspectivas futuras,

encerrando com a lista de referéncias gerais deste estudo.



CAPITULO I: DELINEAMENTO DA DISSERTACAO

14
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1- INTRODUCAO GERAL

Leveduras negras sao micro-organismos pertencentes ao reino Fungi, classificados na
ordem Chaetothyriales, de crescimento lento e devido a presenca de melanina nas células
vegetativas e reprodutivas, apresentam coloragdo negra (TEIXEIRA et al., 2017;
SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Estdo presentes no ambiente como saprobios em substratos
como o solo, madeira, plantas em decomposi¢do, residuos toxicos e poluentes diversos
(WALKER, MCGINNIS; 2014; SEYEDMOUSAVI et al., 2013; TORRES-GUERRERO et
al., 2012; NIMRICHTER et al., 2005). Algumas espécies atuam como reais patdogenos, outras
como oportunistas em humanos e animais enquanto outras apresentam potencial
biotecnoldgico como a assimilagdo de compostos toxicos (TEIXEIRA et al., 2017; BLASI et
al., 2016; SEYEDMOUSAVI et al., 2014; BADALI et al. 2008; SANTOS et al. 2007).

Espécies da familia Herpotrichiellaceae, sao agentes de infec¢do subcutanea rara e
cronica, nodular, de expansao lenta, com resposta imune granulomatosa e formagao de células
muriformes denominada de cromoblastomicose (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; WALKER;
MCGINNIS; 2014). O diagnéstico da doenga ocorre por microscopia direta, cultura, exame
histopatologico e andlise molecular (QUEIROZ-TELLES et al., 2017, ANDRADE et al.,
2007). O tratamento requer administragdo de antifingicos em longo prazo, por vezes sendo
necessdria a cirurgia, termoterapia e quimioterapia, ou a combinacdo destes (QUEIROZ-
TELLES et al, 2017; QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012; BONIFAZ; VAZQUEZ-
GONZALEZ; PERUSQUIA-ORTIZ, 2010; SANTOS et al., 2007).

A cromoblastomicose ocorre quase que exclusivamente em pacientes
imunocompetentes, e espécies clinicamente relevantes estdo em géneros como Exophiala,
Cyphellophora, Phialophora e Rhinocladiella e principalmente Cladophialophora e
Fonsecaea (TORRES-GUERRERO et al., 2012; QUEIROZ-TELLES et al., 2009). Nao ha
relacdo entre um Unico agente etioldgico e um padrdo clinico da doenga, mas sabe-se que
espécies do género Cladophialophora estio restritas a climas aridos enquanto em dreas
tropicais e subtropicais quentes e umidas, a doenca ¢ associada a espécies dos gé€neros
Fonsecaea e Phialophora (GOMES et al., 2016; DE HOOG et al., 2007; DE HOOG et al.,
2004). Quatro espécies do género Fonsecaea sdo consideradas patogénicas para o homem F.
pedrosoi e F. nubica prevalentemente agentes de cromoblastomicose, € F. monophora ¢ F.
pugnacius que podem apresentar dissemina¢do no sistema nervoso central e outros 6rgaos
(AZEVEDO et al., 2015; VICENTE et al., 2014, NAJAFZADEH et al., 2011;
NAJAFZADEH et al. 2010). A doenca € obiqua, porém regides endémicas estdo estabelecidas
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em climas tropicais e subtropicais, como a América Latina (BRUN et al.; 2015;
NAJAFZADEH et al., 2011). No Brasil, a infeccdo tem alta prevaléncia (1/196 mil
habitantes), principalmente no estado Maranhdo onde ja foram relatados casos envolvendo as
quatro espécies do género Fonsecaea (GOMES et al., 2016).

A cromoblastomicose ¢ uma micose de implantacao (QUEIROZ-TELLES et al., 2011;
QUEIROZ-TELLES et al., 2009) e os dados epidemioldgicos da doenca demonstram a
origem ambiental desta, sendo a infeccdo frequentemente relatada apos a ocorréncia de um
trauma cutaneo principalmente com espinhos de plantas e/ou lascas de madeira relacionando
as espécies patogénicas de leveduras negras a plantas vivas (MARQUES et al., 2006;
SALGADO et al., 2004). Entretanto, o isolamento das espécies clinicas estd associado a
substratos como material em decomposi¢do, enquanto que os isolados de plantas vivas sdo
espécies diferentes proximamente relacionadas aos agentes de cromoblastomicose (VICENTE
et al., 2014; VICENTE et al., 2008).

A recuperacdo de fungos no meio ambiente ocorre por meio de técnicas de isolamento
seletivo, obtengao de coldnias e caracterizagdo morfologica das linhagens (TEHRANI, 2014;
VAN ELSAS; BOERSMA, 2011). Entretanto a identificagao de leveduras negras por critérios
morfolégicos ¢ extremamente dificil, devido aos baixos niveis de diferenciagdo morfoldgica
entre as espécies e géneros e ciclo de vida complexos (IRINYI et al., 2016; VICENTE et al.,
2014; HEINRICHS; DE HOOG; HAASEA, 2012).

A espécie F. pedrosoi ¢ o agente etiologico mais frequente relacionado a
cromoblastomicose (DE HOOG et al. 2004; WALKER; MCGINNIS; 2014; FRANZEN et al.,
2008), considerada uma espécie altamente clonal e endémica da América do Sul (SHI et al.,
2016; DENG et al, 2015). No estado do Maranhao, os casos clinicos em geral, sdo associados
a F. pedrosoi, e sabe-se que a espécie ¢ menos sensivel a terapia fingica, dentre os agentes de
cromoblastomicose (AGARWAL et al., 2017). Poucos trabalhos relatam o isolamento da
espécie (MARQUES et al., 2006; SALGADO et al., 2004; GEZUELE et al., 1997; RUBIN et
al., 1991) e seu habitat ambiental permanece desconhecido.

O isolamento F. pedrosoi em espinhos da planta Mimosa pudica, ap6s relato de
infeccdo por paciente foi relatado por Salgado et al., (2004), através de caracterizagdo
morfoldgica das linhagens. A similaridade entre espécies clinicas e ambientais firma a
insuficiéncia de dados que confirmem a relacao dos agentes etioldgicos da cromoblastomicose
e plantas vivas.

Para elucidagdo desses aspectos epidemiologicos sdo necessarios métodos de

isolamento eficazes na recuperagao de agentes patogénicos do ambiente e/ou técnicas
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baseadas na identificacdo molecular de genes e sequencias especificas do genoma das
espécies envolvidas, com alta especificidade, sensibilidade e aplicabilidade em amostras
ambientais (TSUI et al., 2011; SUN et al., 2010). Marcadores moleculares sdao ferramentas
uteis, na caracterizacdo do habitat natural das espécies clinicas, apresentam-se com alta
especificidade, reprodutibilidade e sensibilidade, e através do isolamento do DNA total de
amostras ambientais permitem a avaliagdo geral da diversidade, contribuindo para a
taxonomia, classifica¢do, inferéncia filogenética, delimitacdo de espécies e identificacdo de
fungos (IRINYI et al., 2015; TEHRANI, 2014; VAN ELSAS; BOERSMA 2011; SUN et al.,
2010). Sondas cadeado, por exemplo, sdo oligonucleotideos com cerca de 100 bp que
reconhecem sequéncias adjacentes no DNA alvo com aplicagdo na genotipagem de mutagdes
pontuais Unicas em grandes populagdes (por exemplo> 500 individuos) (TSUI et al., 2011;
ATKINS; CLARK, 2004; NILSSON et al., 1994) e aliado a amplificagdo em circulo rolante
(RCA) sdo aplicaveis em estudos ambientais (NAJAFZADEH et al., 2011; TSUI et al., 2011).

Neste contexto, ¢ de fundamental importancia mapear as regides endémicas e elucidar
o nicho ecolégico das espécies de interesse clinico, a fim de esclarecer aspectos
epidemiologicos da doenca (HEINRICHS; HOOG; HAASEA, 2012). Assim, este estudo teve
por objetivo a caracterizagdo molecular por meio de sonda cadeado aliado a RCA, como
ferramentas Uteis na caracterizagdo dos agentes de cromoblastomicose em substratos

ambientais e por meio de isolamento seletivos a recuperar as espécies de interesse.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a presenca de F. pedrosoi em substratos ambientais como planta, material em

decomposicao e solo através de selecdo por sonda molecular e isolamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [solar fungos negros em substratos ambientais como planta, material em
decomposicdo e solo por isolamento seletivo;

e Identificar leveduras negras de interesse clinico por analise morfoldgica e molecular;

e Auvaliar a sonda cadeado aliado a RCA como método de identificagdo da ocorrencia

ambiental de F. pedrosoi, por analise do DNA total de amostras de plantas e substratos

ambientais;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEVEDURAS NEGRAS

Leveduras negras ¢ um grupo limitado da ordem Chaetothyriales conhecidos por sua
plasticidade morfoldgica, diversidade assexuada e habitats divergentes (TEIXEIRA et al.,
2017). Esses fungos exibem uma variacdo ecoldgica complexa, presentes em condicdes
adversas e extremas, como rochas, clima arido e quente, nichos tdxicos e como patdgenos
oportunistas (TEIXEIRA et al., 2017; SEYEDMOUSAVI et al., 2014). A ordem pode ser
dividida em trés grupos ecoldgicos, o primeiro formado por individuos saprofitos que
ocasionam distirbios assintomaticos em vertebrados, o segundo sdo agentes que causam
doenca e podem ser isolados a partir do ambiente e o terceiro ¢ composto por patdogenos
altamente virulentos que exigem um hospedeiro humano para se desenvolver
(SEYEDMOUSAVI et al., 2013).

A familia Herpotrichiellaceae compreende organismos envolvidos em infecgdes
persistentes que acometem animais ¢ humanos (DENG et al, 2015). As principais espécies
clinicas pertencem aos géneros Exophiala, Cladophialophora, Cyphellophora, Fonsecaea,
Phialophora e Rhinocladiella (FIGURA 1) (TEIXEIRA et al., 2017; QUEIROZ-TELLES et
al., 2017). A presenca de caroteno, paredes espessas, diferenciacdo em células muriformes,
fases leveduriforme, osmotolerancia, adesao, hidrofobicidade, assimila¢ao de hidrocarbonetos
aromaticos, producao de sideroforos e melanina sdo importantes fatores de viruléncia
compartilhados pelo grupo (WALKER; MCGINNIS; 2014; VICENTE et al., 2012).
Constituida de biopolimeros fenolicos, a melanina ¢ uma molécula importante na eliminagao
de radicais livres que interagem com antifungicos impedindo que estes atinjam seu local alvo,
absor¢do de luz UV, prote¢do contra lise enzimatica, dessecacdo e resisténcia a variagdes
extremas de temperatura (FRANZEN et al., 2008; SEYEDMOUSAVI et al., 2014).

As espécies apresentam ecologia dupla, exibindo perfil biotecnoldgico quando na
degradacdo de hidrocarbonetos e perfil patogénico quando em tecido hospedeiro (BLASI et
al., 2016). Apesar de pouco relatados na patologia humana, as leveduras negras s3o o Unico
grupo de patdgenos envolvidos em diversas infeccdes persistentes que acometem pacientes
imunocompetentes e imunodeprimidos (SEYEDMOUSAVI et al., 2014).

As doengas causadas por estes organismos sao micetoma, uma infec¢do dos tecidos
profundos, caracterizada pela presenga de granulos micoéticos; feohifomicose, presenga de

hifas septadas e estruturas de reproducdo de coloragdo escura, no tecido hospedeiro e
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cromoblastomicose uma infec¢do subcutinea rara e cronica, caracterizada pela presenca de
células muriformes (TEIXEIRA et al., 2017, SEYEDMOUSAVI et al., 2014; WALKER;
MCGINNIS, 2014). Nao hé relagdo entre um Unico agente etiolégico e um padrdo clinico,
podendo a mesma espécie estar associada a feohifomicose ou cromoblastomicose,
apresentando manifestagdes clinicas variaveis, de forma local ou disseminada, afetando varios
orgaos como pulmoes, pele, nddulos linfaticos, ossos e sistema nervoso central (VICENTE et

al., 2012; HARRIS et al., 2009).

FIGURA 1- MORFOLOGIA DAS LEVEDURAS NEGRAS DA FAMILIA HERPOTRICHIELLACEAE.

A e B Fonsecaea pedrosoi. C e D. Rhinocladiella mackenziei. E e F. Exophiala dermatitidis. G e H.
Cladophialophora carrionii. 1 e J. Phialophora verrucosa. L e M. Cyphellophora pluriseptata. FONTE:
Adaptado de De Hoog et al. (2014).

3.2 CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose ¢ uma doenca negligenciada, endémica de regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo que afeta principalmente populagdes de baixa renda, em areas
remotas e rurais, favelas urbanas ou em zonas de conflito (QUEIROZ-TELLES, 2015). A
doenca estd fortemente ligada a atividade ocupacional agricola, jardineiros, lenhadores,

vendedores de produtos agricola, que desenvolvem suas atividades sem sapatos de protegao,
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luvas ou roupas, fatores que favorecem a infec¢ao por implantagao (MARQUES et al., 2015;
WALKER, MCGINNIS, 2014) e est4 associada principalmente a espécies de leveduras negras
dos géneros Cladophialophora, Phialophora e Fonsecaea (BRUN et al., 2015; CHAABANE
et al.,2015).

A doenca ¢ uma micose cutdnea ou subcutdnea rara, crOnica e progressiva
desenvolvida pela inoculagao primaria de micélios e/ou conidios de leveduras negras que leva
a hiperproliferacdo do tecido hospedeiro, combinada a preseng¢a de células muriformes,
caracteristicas da doenga (FIGURA 2D) (SINGH, 2003; CHOWDHARY, PERFECT, DE
HOOG, 2015; QUEIROZ-TELLES, 2015). O inicio da infeccdo ¢ relatado apds o
rompimento da barreira cutanea, em regioes susceptiveis (membros inferiores e superiores)
(FIGURA 2) (WALKER, MCGINNIS, 2014). A cromoblastomicose ¢ assumidamente uma
micose de implantacdo (QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017), pois o relato da inoculacdo
traumatica ¢ presente na maioria dos quadros clinicos, sendo que a lesdo e proliferacdo da
doenga ocorre geralmente em torno da area onde ocorreu a inoculagdo traumatica (BADALI

et al.,2010; MARQUES et al., 2015). O tempo decorrente entre a inoculagao e o aparecimento

da lesao ndo ¢ conhecido, podendo variar de semanas a meses (QUEIROZ-TELLES et al.,

2017).

FIGURA 2- ASPECTOS CLINICOS DA CROMOBLASTOMICOSE.

S W .. f = f
A e B. Aspectos cutdneo da cromoblastomicose; C. Histopatologia de tecido cutaneo evidenciando células
acastanhadas. D. Célula muriforme, que caracteriza a infeccdo. FONTE: Adaptado de Shi et al. (2016); Azevedo
et al. (2015); Avelar-Pires et al. (2013); Badali et al. (2008).

O aspecto clinico da doenga é altamente diversificado (GONZALEZ et al., 2013). As
lesdes sdao formadas por placas polimoérficas verrucosas, granulomas supurativos,
hiperqueratdticas, cicatriciais, microabcessos e raramente granulomas tuberculdides e
hiperplasias, cronicas e persistentes sem tendéncia a cura espontanea (BRUN et al., 2015;
PIRES et al., 2013; SANTOS et al., 2007; NIMRICHTER et al., 2005). De acordo com a
gravidade, as manifestagdes clinicas sdo classificadas em leve, moderada e grave, cada qual

com resposta distinta ao tratamento (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). A doenca nao ¢
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contagiosa e apesar de indolor, alguns pacientes relatam pruridos, dor e sensagdo de
queimagdo (DENG et al, 2015; MARQUES et al., 2015). Alteracdes fibréticas e linfaticas
ocasionam complica¢des secundarias como linfoedema, sintomas semelhantes a elefantiase e
a auto inoculag¢do ocorre pelo prurido intenso, muitas vezes associado a infecdes bacterianas
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS et al., 2007).

A susceptibilidade genética pode estar associada a adaptacdes dos agentes etiologicos
ao hospedeiro, uma vez que muitos pacientes em areas endémicas desenvolvem resposta
humoral especifica, que ndao foi totalmente elucidada (QUEIROZ-TELLES et al., 2017;
ESTERREA, QUEIROZ-TELLES, 2006). A resposta imunoldgica humoral ndo confere
protecdo contra infecgdes causadas por leveduras negras, mas sabe-se que durante a infec¢ao
a presenga de anticorpos IgM permanece elevada, caracterizando o desenvolvimento lento do
fungo e a os altos niveis de anticorpos anti-melanina, interferem na ag¢do do sistema
complemento, conferindo resisténcia a antifingicos (TORRES-GUERRERO et al., 2012;
SANTOS et al., 2007).

O diagnostico da doenga ¢ realizado por microscopia direta, cultura, exame
histopatologico evidenciando a presenca de corpos muriformes de coloragdo marrom,
tamanho de 5-12 mm e forma arredondada, paredes espessas com a formacdo de septos
biplanares (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS et al., 2007). Técnicas soroldgicas,
ensaios intradérmicos e métodos moleculares de identificacdo de espécie, ndo sdo usuais na
rotina clinica, mas sdo métodos acurados de diagnostico laboratorial (WALKER,
MCGINNIS, 2014 TORRES-GUERRERO et al., 2012). A identificagao em nivel de espécie €
clinicamente importante devido as diferencas no progndstico da infecgdo e variacdo no perfil
de susceptibilidade dos antifingicos conforme a espécie em questio (GOMES et al., 2016;
HARRIS et al., 2009).

Os sinais clinicos e a caracteristica das lesdes da doenga podem ser confundidos com
outras infecgdes fingicas como paracoccidioidomicose, blastomicose, coccidioidomicose,
feohifomicose, esporotricose; infeccdes bacterianas como a tuberculose cutanea, lepra, sifilis
terciaria, micobacterioses causadas por espécies do género Mycobacterium; infecgdes
parasitarias como leishmaniose e rinosporidiose e doencas ndo infecciosas como carcinoma
ou lapus eritematoso (QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012). A cromoblastomicose ¢ de
dificil tratamento devido a caracteristica resistente, podendo ocorrer em formas clinicas
severas (DENG et al, 2015). A administra¢do de itraconazol ¢ a terapia padrao para a doenga
(HEIDRICH et al., 2017). A positividade sorologica pode perdurar por longos periodos apods o

tratamento devido a resposta limitada da doenca a farmacos antimicoticos de baixa eficacia
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em longo prazo (SANTOS et al., 2007, NIMRICHTER et al., 2005). A desisténcia do
paciente ao tratamento ¢ comum devido ao longo periodo de administragao de medicamentos
caros e que apresentam toxicidade celular, o que acarreta em reaparecimento das lesdes ativas
nas mesmas regides anatomicas (HEIDRICH et al., 2017). O tratamento ¢ dependente do

agente etiologico, forma clinica e a gravidade das lesdes (DENG et al, 2015).

3.2.1 Epidemiologia da Cromoblastomicose

Embora considerada uma doenca onipresente, a maior incidéncia esta relacionada aos
tropicos, regides de clima tropical e subtropical como a América Latina (BRUN, et al., 2015).
O clima, quente e timido e a alta disponibilidade de nutrientes propiciam o ambiente adequado
para o desenvolvimento de fungos, incluindo leveduras negras (CHAABANE et al., 2015;
TORRES-GUERRERO et al., 2012). Paises endémicos para a doenga sdo Madagascar, Japao,
China, México, Brasil, Costa Rica, Porto Rico, Cuba ¢ Venezuela (CHAABANE et al., 2015;
TORRES-GUERRERO et al., 2012; DE HOOG et al., 2004). Em regides quentes e umidas a
doenca esta frequentemente associada a espécie Fonsecaea e vegetacdo de palmeiras
enquanto Cladophialophora tem ocorréncia mais restrita em climas aridos, relacionado a
vegetacdo Cactaceae (GOMES et al., 2016; DE HOOG et al., 2007).

A cromoblastomicose ndo ¢ comum no continente Europeu; na Africa a doenga é
prevalente em Madagascar e Africa do Sul; na Asia, o Japdo apresenta 10 casos por ano com
incidéncia de 01 caso/416.000 pessoas, € junto com a China sdao as consideradas areas
endémicas do continente (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; YANG et al., 2012). Na América
Latina a doenca s6 ndo foi relatada ainda no Chile, e paises como a Venezuela, a frequéncia
de casos de cromoblastomicose ¢ de 16 casos/1.000 pessoas (DENG et al, 2015).

No Brasil, a regido norte apresenta 872 casos relatados da doenga, com incidéncia
média anual de 4,3/ano para o estado do Maranhao e 5,9/ano para o Para, enquanto que na
regido sul, no estado do Parand a incidéncia média anual ¢ de 6,4/ ano e 2,6 / ano para o Rio
Grande do Sul (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A infec¢do prevalece em trabalhadores
rurais, homens, com idade média de 59 anos, residentes em areas rurais (MARQUES et al.,
2015). As regides anatomicas mais susceptiveis a infeccdo s3o membros inferiores e
superiores, enquanto o tronco, nariz, orelha, palpebras, ombros e nadegas sdao regioes
anatomicas menos comuns QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

No estado do Maranhdo a infec¢do apresenta prevaléncia estimada de 01 caso/196 mil

habitantes, onde ja foram relatados casos envolvendo as quatro espécies do género Fonsecaea
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(F. pedrosoi, F. nubica, F. monophora e F. pugnacius) (GOMES et al., 2016). O extrativismo
associado a espécies de palmeiras, como a do coco babacu (Orbygnia phalerata) ¢ um
agravante para o endemismo da doen¢a na regido Norte (QUEIROZ-TELLES et al., 2017;
MARQUES et al., 2006). O isolamento F. pedrosoi em espinhos da planta nativa da regido
norte, Mimosa pudica, apos relato de infeccao por paciente, foi reportado Salgado et al.,
(2004), através de caracterizacdo morfoldgica das linhagens, demonstrando a epidemiologia
ambiental desta. Entretanto, a similaridade entre espécies clinicas e ambientais, firma a
insuficiéncia dos dados em estabelecer a relacio dos agentes etiologicos da
cromoblastomicose com plantas vivas (VICENTE et al., 2014; VICENTE et al., 2008; DE
HOOG et al.,, 2007). O nicho natural das espécies de leveduras negras ainda ndo esta
totalmente elucidado (DE HOOG et al., 2004; VICENTE et al., 2014), bem como a maneira
como pacientes sintomaticos adquirem a infeccdo, que ¢ assumida como decorrente da

inoculacdo traumatica (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

3.2.2 Fonsecaea spp. e Cromoblastomicose

O género Fonsecaea, compreende organismos saprobios, que apresentam colonias de
crescimento lente, aspecto aveludado e coloragdo negra ou castanha escuro, conidios
amplamente clavados e as hifas apresentam-se regulares, melanizados e ramificadas na parte
apical (WALKER, MCGINNIS; 2014; TORRES-GUERRERO et al., 2012; SANTOS et al.;
2007; NIMRICHTER et al., 2005). Possuem trés fases morfologicas distintas, os conidios sao
estruturas de reproducdo assexuada, quando encontrados como saproéfitas estdo sob a forma de
micélio e os corpos muriformes sdo as formas parasitarias (SANTOS et al., 2007;
NIMRICHTER et al., 2005).

No Brasil, em 1911, foi relatado o primeiro caso de F. pedrosoi, como Unico agente de
cromoblastomicose do género, por Moraes Pedroso (AZEVEDO et al., 2015). Em 2005,
analises moleculares mostraram que muitos dos isolados clinicos de F. pedrosoi eram uma
nova espécie, descrita como F. monophora, € recentemente uma nova espécie foi descrita,
F. nubica (TORRES-GUERRERO et al., 2012; NAJAFZADEH et al., 2010). Atualmente
sabe-se que F. pedrosoi ¢ considerada uma espécie altamente clonal e endémica da América
do Sul, enquanto F. nubica apresenta distribui¢do global e F. monophora apresenta-se em
expansao clonal na América do Sul e na Asia, prevalente no sul da China (SHI et al., 2016;

DENG et al, 2015).
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A espécie F. pedrosoi ¢ a mais frequente relacionado a cromoblastomicose
(WALKER; MCGINNIS; 2014; FRANZEN et al., 2008; DE HOOG et al. 2004), entretanto
as espécies do género Fonsecaea sao morfologicamente indistinguiveis, nem todos os casos
apresentam crescimento do patdgeno e as espécies diferem entre si por ndo serem igualmente
eficientes a desenvolver a doenca (AZEVEDO et al., 2015; VICENTE et al., 2014;
NAJAFZADEH et al. 2010). As espécies F. pedrosoi e F. nubica sao patdgenos relacionados
unicamente com a cromoblastomicose enquanto F. monophora tem espectro clinico
diversificado (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). F. pugnacius mostrou ser uma espécie capaz
de colonizar a regido cutanea e causar infec¢do cerebral concomitantemente em um mesmo
paciente, considerado um patdégeno exclusivamente humano (AZEVEDO et al., 2015).
Entretanto, espécies ambientais como F. erecta sdo potencialmente capazes de infectar
hospedeiros animais com lesdes caracterizadas por edema, enquanto que F. pedrosoi
desenvolve caracteristica de cronicidade com desenvolvimento de placas escuras (VICENTE
etal., 2017).

Nao ¢ claro se a forma infectante de F. pedrosoi ¢ dada por conidios ou hifas uma vez
que hifas e células muriformes do fungo sdo capazes de estabelecer cromoblastomicose em
modelo murinho o que n3o acontece com conidios (SIQUEIRA et al., 2017). A mudanga
morfolégica de conidios a corpos muriformes ocorre no hospedeiro (SANTOS et al., 2007). A
cura ¢ varidvel de acordo com os agentes causadores, gravidade das lesdes e terapia, sendo
F. pedrosoi espécie menos sensivel a terapia fungica, dentre os agentes de cromoblastomicose

(AGARWAL et al., 2017).

3.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE FUNGOS NO AMBIENTE

A deteccao direta de fungos de amostras ambientais ¢ um desafio, uma vez que
diferentes gendtipos e linhagens de fungos patogénicos podem coexistir numa gama de
substratos apresentando diferentes perfis patogé€nicos e niveis de viruléncia, exercer varias
interagdes com os habitats e apresentarem-se em concentragdes muito baixas (HAMZEHEI et
al., 2013; TSUI et al., 2011; SUN et al., 2010; ANDRADE et al., 2007). Em geral, estudos
que caracterizam 0s micro-organismos encontrados no meio ambiente sdo realizados por
métodos como isolamento, obten¢ao de colonias e caracterizagdo morfologica e molecular
apenas de fungos cultivaveis (TEHRANI et al., 2014; VAN ELSAS, BOERSMA, 2011).
Me¢étodos convencionais apresentam limitagdes que ndo possibilitam a caracterizagdo completa

dos microorganismos que compoe determinado nicho, assim técninas baseadas em
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caracterizacdo de acidos nucléicos, demonstram maior sensibilidade e especificidade com
aplicacdo em estudos ambientais (HAMZEHEI et al., 2013; LACKNER et al., 2012; TSUI et
al., 2011; VAN ELSAS, BOERSMA, 2011; ANDRADE et al., 2007;).

A hibridiza¢ao fluorescente “in situ” (FISH), ¢ um método baseado no reconhecimento
da sequencia de DNA, capaz de distinguir micro-organismos metabolicamente ativos (TSUI
et al., 2011). Inicialmente o material ¢ fixado e imobilizado em uma membrana e
posteriormente hibridizados em ldmina de vidro com uma sonda que emite sinal de
fluorescéncia, vizualizados por microscopia (EICKHORST, TIPPKOTTER, 2008;
BERTAUX et al., 2007). A especificidade do método est4 associada a sonda molecular (15-30
nucleotideos), capaz de reconhecer dominios génicos que permitem identificar diferentes
niveis filogenéticos, considerada uma importante ferramenta em estudos filogenéticos,
ecologicos, diagnodsticos e caracterizagdo ambiental de microorganismos como fungos e
bactérias (CARACCIOLO; BOTTONI; GRENNI, 2014; EICKHORST, TIPPKOTTER, 2008;
BERTAUX et al, 2007). As limitacdes de FISH estdo relacionadas a permeabilidade
insuficiente da parede da célula, as sondas nao especificas aos substratos fluorescentes (TSUI
etal., 2011).

Esnsaios de hibridizagdo de matriz de DNA consistem na hibridizacdo de regides
génicas por sondas fluorescentes, dispostas sobre uma plataforma solida (CHO, TIEDIJE,
2002; KEHOE, VILLAND, SOMERVILLE, 1999). O método ¢ capaz de detectar
microorganismos especificos em substratos ambientais, sem a necessidade de cultura prévia
(TSUI et al., 2011), como bactérias indicadoras de emissdo de 6xido nitroso, no solo
(MCGRATH et al., 2010). As vantagens do método sdo a capacidade de acomodar sondas
distintas, capaz de detectar patogenos de géneros diferentes em um mesmo ensaio e a
reutilizagdo da matriz (TSUI et al, 2011; FESSEHAIE, DE BOER, LEVESQUE, 2003)

A amplificacdo de dominios génicos ¢ uma ferramenta importante para estudos
aplicados a deteccdo, monitoramento ¢ identificacdo de espécimes (LIBERT et al., 2016;
NOTOMI et al., 2000). Em fungos, a regido conhecida como espagador transcrito interno €
considerado filogeneticamente varidvel para ser utilizado como fonte de informagdes
taxonomicas que permitem a identificagdo fungica (SIBLEY, PEIRANO, CHURCH, 2012).
O gene espagador interno transcrito (ITS) foi proposto por Irinyi et al., (2015) como codigo de
barras para identificacdo génica de fungos patogénicos. A validacao da regido ¢ devido a sua
reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade, que permite o discernimento de espécies da
maioria dos tdxons fungicos, além da disponibilidade de primers universais (AHMED et al.,

2014; WHITE et al., 1990) e a estrutura em multiplas copias no genoma que possibilita uma
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eficiéncia na amplificagdo também em amostras ambientais que apresentam baixa taxa de
DNA (IRINYT et al., 2015; HEINRICHS, DE HOOG, HAASEA, 2012).

A PCR continua sendo o método mais utilizado de amplificagdo de 4acidos nucleicos e
aliado ao sequenciamento de DNA tem sido o "padrdo-ouro" para identificacdo molecular de
fungos cultivaveis, por se tratar de um método rapido e preciso (TSUI et al., 2011). A técnica
de PCR em tempo real combina a deteccdo do DNA alvo com a quantificagdo da amplificagao
de um produto, caracterizada pelo aumento do sinal fluorescente liberado ap6s a hibridizacao,
sendo sua especificidade associada ao desenho dos iniciadores utilizados na reagdo (SMITH,
OSBORN, 2009; DEEPAK et al., 2007). E considerada uma ferramenta robusta na detecgao
de fitopatdgenos na planta hospedeira ¢ no solo (LIEVENS et al., 2006) ou de patégenos
clinicos como Candida spp. e Aspergillus spp., frequentemente isolados no ambiente
(SOMOGYVARI et al., 2012). O método de Nested-PCR ¢ baseado na amplificacdo de genes
de interesse por PCR em duas etapas, a primeira realiza a amplificacdo total gene alvo, ¢ a
segunda etapa ¢ realizada com a aplicagdo de iniciadores especificos concebidos a partir de
regides de polimorfismos génicos que permitem a identificacdo de apenas uma espécie
(WILCZYNSKI, 2009). O método ¢ aplicavel a detec¢ao de fitopatogenos a partir do DNA
total da planta hospedeira (YANG et al., 2017) e sua sensibilidade é capaz de caracterizar
patdgenos clinicos de dificil cultivo como Histoplasma capsulatum em amostras de solo
(NORKAEW et al., 2013).

Entretanto, embora a PCR seja uma estratégia rapida e precisa na deteccao de fungos
ambientais, a técnica apresenta limitagdo devido a presenca de certas substancias que quando
presentes inibem as reacdes ou acarretam em resultados falsos positivos (LIBERT et al., 2016;
TSUI et al. 2011). Técnicas isotérmicas de amplificagdo de DNA, sdo apontadas como
ferramentas promissoras em andlises ecologicas (TEHRANI et al.,, 2014; DE PAZ,
BROTONS, MUNHOZ ALMAGRO, 2014) pois oferecem maior sensibilidade e
especificidade, maior tolerancia a componentes inibitdrios, resultados confidveis em curto
periodos de tempo, capacidade de processamento de DNA sem purificagdo prévia, reduzindo
custos e tempo (DE PAZ, BROTONS, MUNHOZ ALMAGRO, 2014).

A amplificacdo isotérmica mediada por lago (LAMP) é um método isotérmico que
permite a detec¢do de sequencias de DNA alvo sem sequenciamento ou amplificagdo por PCR
(DENG et al., 2014). A sensibilidade da reacao nao ¢ afetada pela presenga de DNA nao alvo,
nem por inibidores de PCR, desenvolvida para deteccdo rapida de fungos patogénicos no
ambiente, diagndstico clinico e estudos retrospectivos em amostras clinicas arquivadas (SUN

et al., 2010). Entretando, o método de amplificacdo em circulo rolante (RCA) foi proposto
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como uma ferramenta especifica de amplificagdo, devido a técnica estar aliada a aplicagao de
um oligonucleotideo circularizavel (ZOU et al., 2012; NAJAFZADEH et al., 2011). LAMP ¢
considerado um método mais sensivel enquanto RCA ¢ considerada uma ferramenta mais
especifica, ambas com aplicabilidade em estudos ambientais (NAJAFZADEH et al., 2011;
SUN et al., 2010).

3.3.1 Sonda Cadeado ¢ RCA

Sondas cadeado sdao oligonucleotideos circularizaveis com aproximadamente 100 bp
que reconhecem sequéncias adjacentes no DNA alvo (NILSSON et al., 1994), aplicados na
genotipagem em grandes populagdes (>500 individuos) (TSUI et al., 2011; BAKHT, QI,
2005; ATKINS, CLARK, 2004), pois ndo ocorre reacdo cruzada sonda com sonda, falsos
positivos (ANTSON et al., 2000). A especificidade da sonda ¢ determinada pela estrita
complementariedade de ambas as extremidades da sonda com a molécula alvo desenhada em
regides de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) (FIGURA 2B) (HAMZEHEI et al.,
2013; DAVARI et al., 2012; LACKNER et al., 2012; ANTSON et al., 2000).

As regides de SNPs sdo locais onde sdo observadas diferencas tnicas em nucleotideos
da sequencias de DNA dos individuas de uma populacdo que surgem devido a transversdes
(C/G. A/T, C/A e T/QG), transigdes (C/T ou G/A), inserc¢des e delegdes, criando variagdo entre
o genoma dos organismos (SINGH, GUPTA, 2017; BRUMFIELD et al.,, 2003). Sao
considerados marcadores moleculares aplicaveis na identificagdo das espécies e estudo da
relagdo genética entre individuos, uma vez que comparados o mesmo trecho de DNA para
dois ou mais individuos, os SNPs sdo as diferencas mais observadas em nucleotideos
(FORCHE et al., 2004; BRUMFIELD et al., 2003).

Devido a alta especificidade, sondas cadeado se sobressaem a PCR por ndo
apresentarem limitagdes como, deteccao de numerosas sequencia alvo, detec¢ao localizada e
redu¢do de contaminacdo cruzada (ANTSON et al., 2000). A formag¢ao de uma molécula
firmemente fechada pela agdo de uma DNA ligase, s6 ocorre ap6s o pareamento exato das
bases da sonda ao molde de DNA, sendo este produto de ligagdo, pode ser amplificado,
aumentando a sensibilidade da reacao, por técnicas isotérmicas como RCA, com limite de
deteccao inferior a 10 copias (NILSSON et al., 1994; ANTSON et al., 2000; NOTOMI et al.,
2000).

Amplificagdo em circulo rolante (RCA) baseia-se na amplificagdo e deslocamento do

molde de DNA, a partir da ligagio de sondas cadeado (DE PAZ, BROTONS, MUNHOZ
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ALMAGRO, 2014). Apos a formacao da molécula circular pela enzima DNA Ligase, ocorre a
amplificacdao do sinal pela RCA através do deslocamento da fita sintetizadas pela enzima Bst
Polimerase, com aplicacdo de dois iniciadores simultaneos (FIGURA 3) (ZOU et al., 2012;
NAJAFZADEH et al., 2011). Os produtos de amplificagdo sdo separados por eletroforese em
gel (FIGURA 3H) (LACKNER et al., 2012; NILSON et al., 1994).

FIGURA 3- DESENHO DE SONDA CADEADO, LIGACAO E RCA.
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(A). Desenho da sonda cadeado (B). Sonda cadeado hibridizada com sequéncia alvo de DNA ou ARN. (C).
Formagdo de sonda pela DNA ligase. (D). Amplificagdo da molécula circular por deslocamento, catalisado pela
enzima Bst DNA Polimerase. (E). A sequéncia amplificada complementar a sonda circular ¢ gerada por RCA,
expondo a regido de ligagdo dos iniciadores RCA 1 e RCA 2. (F). Multiplos eventos de amplificagdo sao
iniciados a medida que a sequéncia original se alonga. (G). A medida que ocorre o deslocamento e sintetizagdo
da cadeia de DNA, sdo liberados novos locais de ligacdo dos iniciadores. (H). Produto de amplificagdo
visualizado em gel de agarose 2%, padrdo de escada positivo. FONTE: Adaptado de Wang et al. (2005);
Rodrigues et al. (2015).

A regido ITS foi escolhida por Najafzadeh e colaboradores (2011) para desenho de
sondas cadeados de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica, por se tratar de uma regiao
informativa na distingdo dessas espécies, obtendo 100% de especificidade e sem reagdes
cruzadas na ligacdo de RCA (IRINYT et al., 2015; NAJAFZADEH et al., 2011; ATKINS,
CLARK, 2004). A amplificagdo por RCA elimina quase a nulo o risco de replicacao de

sequéncias inespecificas, sendo util na discriminagdo de espécies estritamente relacionadas
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como o género Fonsecaea (TEHRANI et al., 2014; NAJAFZADEH et al., 2011; TSUI et al.,
2011).

Sondas cadeados aliadas ao método de RCA foram avaliadas para identificacdo
espécie especifica de Fusarim graminearum, e Sporothrix, em amostras ambientais, sendo
uma ferramenta efetiva na discriminacao da espécie de interesse (RODRGUES et al., 2015;
DAVARI et al., 2012). O método ¢ capaz distinguir grupos fingicos saprobios, endofiticos e
patdgenos em amostras ambientais, sem a necessidade de isolamento prévio das culturas, com
potencial de aplicabilidade em caracteriza¢do de nichos ecolédgicos, identificagdo de espécies
e estudos epidemiologicos (HAMZEHEI et al., 2013; DAVARI et al., 2012; TSUI et al.,
2011).

A utilizagdo de métodos moleculares na identificagdo de espécies de leveduras negras
patogénicas ¢ essencial para entender a ecoepidemiologia da doenga e a sonda cadeado
desenvolvida para F. pedrosoi ¢ um método promissor (NAJAFZADEH et al, 2011). Os
marcadores moleculares estudados, sdo baseados em estudos gendomicos comparativos entre
as espécies (VICENTE et al., 2017) ou ainda por técnicas baseadas em regides de mutagdes
de ponto unico no genoma das espécies (NILSON et al., 1994), suportando a caracterizagao
molecular das espécies de interesse, independente de cultura. O ensaio de RCA permite a
caracterizacdo de espécies mesmo amostras complexas, além do método se sobressair as
demais técnicas disponiveis, devido a sua especificidade decorrente da combinagdo entre o
reconhecimento do DNA alvo por um oligonucleotideo circularizdvel a uma amplificagdo
1sotérmica do sinal, que possibilita a vizualiagdo de padrdes positivos, mesmo quando o DNA
de interesse esta disponivel em concentragdes baixas (FURUIE et al. 2016; RODRIGUES et
al., 2015; NAJAFZADEH et al., 2011).

Em sintese, a cromoblastomicose ¢ uma micose de implantacao, cronica e de expectro
clinico variavel, frequente em trabalhadores rurais em areas endémicas (QUEIROZ-TELLES
et al., 2017). Os aspectos clinicos da doenga sdo amplamente estudados (AZAVEDO et al.,
2015; QUEIROZ-TELLES et al., 2011, SANTOS et al., 2007), porém os dados sobre a
ecoepidemiologia dos agentes sdo restritos a poucos estudos (VICENTE et al., 2001, 2008,
20014; SALGADO et al., 2007; MARQUES et al., 2006). A disponibilidade de técnicas
robustas baseadas em estudos moleculares contribui no entendimento dos aspectos clinicos da
doenca bem como o nicho ocupado pelos dos agentes de infecgdo em seu habitat natural
(TSUI et al., 2011). O método de RCA aliado a sonda cadeado ¢ uma ferramenta sensivel na
caracterizagdo dos agentes de cromoblastomicose no ambiente contribuindo na

ecoepidemiologia da doenca, que ainda nao foi completamente eluciadada.
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1 RESUMO

O fungo Fonsecaea pedrosoi compreende o principal agente etiologico da
cromoblastomicose humana, uma micose de implantagdo, cronica cutdnea ou subcutinea,
caracterizada pela presenca de corpos muriformes no tecido do hospedeiro. A hipdtese atual é
que os pacientes adquirem a infec¢do através da lesdo com fragmentos de materiais vegetais,
principalmente através de trumas com espinhos de plantas. Entretanto, estudos de isolamento
tem demonstrado uma baixa frequéncia de recuperagdo de espécies agentes causais da doenca,
destes substratos. Sendo assim, no presente estudo foi avaliado a detec¢ao de F. pedrosoi em
amostras de solo, material em decomposi¢do, folha, caule e espinhos de plantas procedentes
de areas endémica para cromoblastomicose no estado do Maranhdo, norte do Brasil. As
amostras foram analisadas usando o método de detecgaoo molecular através de sonda cadeado
baseada em Amplificacdo em Circulo Rolante (RCA) seguido do protocolo de isolamento de
flotacdio em o6leo mineral. O DNA gendmico total de amostras de material vegetal em
decomposicdo, solo e das plantas Solanum paniculatum; Astrocaryum vulgare; Platonia
insignis; Scoparia dulcis; Murraya paniculata; Urtica spp. foram analizados por RCA
identificando a ocorréncia de F. pedrosoi em amostras de solo (n=1), material em
decomposicao (n=2) e da folha da planta Solanum paniculatum (jurubeba) (n=1). O limite de
deteccdo do método foi avaliado em 2,88x10” copias do DNA de interesse por amostra. Os
isolados recuperados pelo isolamento seletivo apresentaram morfologia semelhate aos géneros
Fonsecaea e Cyphellophora, porém analises moleculares demonstraram que as linhagens
diferiam das especies relatadas como agentes etiologicos da cromoblastomicose. Os dados
obtidos neste estudo mostraram que a sonda/RCA ¢ uma ferramenta adicional que contribui
em estudos de deteccao ambiental, por sua especificidade e sensibilidade na detec¢do do DNA
de F. pedrosoi em planta. Entretanto, os estudos de isolamento demonstraram limitacdo na
reuperacao dos agentes de cromoblastomicose das amostras positivas pelo metodo molecular.

Palavras-Chave: Leveduras negras. Sonda cadeado. Amplificagdo em Circulo Rolante.
Detecgao ambiental. F. pedrosoi. Cromoblastomicose.

2 ABSTRACT

The fungus, Fonsecaea pedrosoi is the major etiological agent of human
chromoblastomycosis, a chronic cutaneous or subcutaneous mycosis characterized by the
presence of muriform cells in the host tissue. The current hypothesis of infection is the fungus
implantation by fragments of plant materials, especially by plant thorns. However, isolation
studies have demonstrated a low frequency of pathogenic agents in environmental substrates.
Thus, the present study aim to detect F. pedrosoi in soil, decomposing plant material, leaf,
stem and plant spines samples, from chromoblastomycosis endemic areas in Maranhao,
northern Brazil. The plants collected was identified as as Solanum paniculatum; Astrocaryum
vulgare;, Platonia insignis, Scoparia dulcis; Murraya paniculata; Urtica spp..The total
genomic DNA of environmental samples were analyzed using padlock probe based on
Rolling Circle Amplification (RCA) followed by isolation protocol of flotation in mineral oil.
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Fonsecaea pedrosoi was positive in soil samples (n = 1), decomposing plant material (n = 2)
and leaf of the Solanum paniculatum (jurubeba) (n = 1). The limit of detection of the method
was 2.88x107 copies of the DNA per sample. The isolates recovered by selective isolation
showed macro and micromorphology similar to the genera Fonsecaea and Cyphellophora, but
molecular analyzes demonstrated that this are not agents of chromoblastomycosis. The data
obtained in this study showed that the padlock probe alyed with RCA 1is an additional tool to
environmental detection studies, due to its specificity and sensitivity for detection of F.
pedrosoi DNA in plants. However, the isolation studies showed a limitation in the isolation of
the chromoblastomycosis agents, including the positive samples by the molecular method.

Key Words: Black yeast. Padlock probe. Rolling Circle Amplification. Environmental
screening. F. pedrosoi. Chromoblastomycosis.

3 INTRODUCAO

A familia Herpotrichiellaceae compreende organismos envolvidos em infecgdes que
acometem animais ¢ humanos pertencentes a ordem Chaetothyriales (DENG et al, 2015).
Esses fungos exibem uma variacdo ecologica complexa, podendo estar presentes em
condi¢des adversas e extremas, como rochas, clima éarido e quente, nichos toxicos € como
patdgenos oportunistas (NASCIMENTO et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2017).

Os fatores de viruléncia sdo compartilhados por todos os membros da familia, sendo
eles a presenca de melanina e caroteno, paredes espessas de células, diferenciacdo em células
muriformes, fases leveduriforme, osmotolerancia, adesao, hidrofobicidade, assimila¢do de
hidrocarbonetos aromaticos e produ¢do de sideroforos, sendo que estes contribuem para a
natureza oportunista dos agentes infecciosos (VICENTE et al., 2012; SEYEDMOUSAVI et
al., 2014).

Cromoblastomicose ¢ uma infeccdo subcutinea rara e cronica em pacientes
imunocompetentes de caracteristica nodular e formagao de células muriformes resultantes da
resposta imune granulomatosa (WALKER; MCGINNIS; 2014; QUEIROZ-TELLES et al.,
2017; TEIXEIRA et al., 2017). As espécies clinicamente relevantes estdo em géneros como
Exophiala, Cyphellophora, Phialophora e Rhinocladiella e principalmente Cladophialophora
e Fonsecaea, com diferentes padrdes de distribui¢do influenciada pelas caracteristicas
ambientais da area de ocorréncia da doenca (NAJAFZADEH et al., 2011; SEYEDMOUSAVI
et al., 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Fonsecaea pedrosoi ¢ maior agente etiologico
da doenga no estado do Maranhdo, Brasil (GOMES et al., 2016). A cromoblastomicose ¢é
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considerada uma doenca tropical negligenciada, de caracteristica ocupacional ligada a
trabalhadores agricolas (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Dados epidemiologicos da doenca demonstram a origem ambiental desta, sendo a
infeccdo frequentemente relatada apés a ocorréncia de um trauma cutidneo principalmente
com espinhos de plantas e/ou lascas de madeira relacionando as espécies patogénicas de
leveduras negras a plantas vivas (SALGADO et al., 2004). O conhecimento sobre a
ocorréncia ambiental de agentes infecciosos € vital no entendimento das vias de infeccao,
porém a dificuldade reside no grande esforco amostral requerido (SUDHADHAM et al.,
2010). Estudos de isolamento tem demonstrado que as espécies clinicas sdo frequentemente
recuperadas de substratos vegetais em decomposi¢do, enquanto que os isolados de plantas
vivas sdo espécies diferentes proximamente relacionadas aos agentes de cromoblastomicose
(VICENTE et al.,, 2008; VICENTE et al., 2014). Entretanto, andlises de gendmica
comparativa das espécies de Fonsecaea demonstram que espécies ambientais e patogénicas
compartilham dominios génicos associados a invasao do tecido vegetal, suportando a hipotese
da inoculacao traumatica (VICENTE et al., 2017).

Marcadores moleculares sao ferramentas uteis, na caracteriza¢ao do habitat natural das
espécies clinicas, apresentam-se com alta especificidade, reprodutibilidade e sensibilidade
(SUN et al., 2010). Porém, através do isolamento do DNA total de amostras ambientais
permitem a avaliagdo geral da diversidade, contribuindo para a taxonomia, classificagdo,
inferéncia filogenética destes agentes (VAN ELSAS; BOERSMA 2011; TEHRANI, 2014,
IRINYT et al., 2015).

Para elucidagdo desses aspectos epidemioldgicos sdo necessarios métodos eficazes na
recuperagdo e caracterizacdo dos agentes patogénicos (SUN et al., 2010; TSUI et al., 2011;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Sondas cadeado, por exemplo, sdo oligonucleotideos com
cerca de 100 bp que reconhecem sequéncias adjacentes no DNA alvo com aplicacdo na
genotipagem de mutagdes pontuais Unicas (SNPs) em grandes populacdes (por exemplo> 500
individuos) (NILSSON et al., 1994; ATKINS; CLARK, 2004; TSUI et al., 2011). Os
produtos de ligagdo da sonda cadeado podem ser amplificados pelo método isotérmico de
amplificagdo em circulo rolante (RCA), um método molecular sensivel e especifico na
deteccao de F. pedrosoi (NAJAFZADEH et al., 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi a deteccao ambiental de F. pedrosoi em material
em decomposicdo, plantas e solo de regides endémicas no estado do Maranhao, Brasil, por
isolamento seletivo e deteccdo molecular com o método de RCA. Os dados contribuem para

elucidar as vias de infecc¢ao e o nicho ecologico ocupado pelos agentes de cromoblastomicose.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREAS DE ESTUDO, AMOSTRAGEM E LINHAGENS ESTUDADAS.

Amostras ambientais de solo, material em decomposicao e plantas foram coletadas na
area de vida de pacientes sintomaticos. O estudo abrangeu 04 cidades da regido norte do
estado do Maranhdao e 87 amostras ambientais (FIGURA 1). Plantas como Solanum
paniculatum; Astrocaryum vulgare; Platonia insignis; Scoparia dulcis; Murraya paniculata,
Urtica spp. foram fragmentadas em folha, caule e espinho, quando presentes.
Individualmente, em embalagens de papel esterelizadas, foram separados 30g de cada
substrato (MARQUES et al., 2006; GOMES et al., 2016). Neste estudo foram avaliadas
linhagens de leveduras negras de procedéncia ambiental utilizando como referencia espécies
dos diferentes géneros da familia Herpotrichiellaceae ¢ da familia Cyphellophoraceaea,

sumarizadas na Tabelal.

FIGURA 1- REGIOES ENDEMICAS PARA CROMOBLASTOMICOSE (CBM) NO BRASIL E CIDADES
DE COLETA NO ESTADO MARANHAO.
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A incidéncia anual da doenca ¢ as areas endémicas estdo de acordo com Queiroz-Telles e colaboradores (2017).
As cidades sdo da regido Norte do estado do Maranhdo. Bacabeira (Cinza) (Latitude: 02° 58' 15" S; Longitude:
44° 18' 56" W; Altitude: 44m; Area: 650 Km?). Sdo Benedito do Rio Preto (vermelho) (Latitude: 3° 19’ 59” S,
Longitude: 43° 31" 40" W; Altitude: 22 m; Area; 931,48 km?). Pinheiro (verde) (Latitude: 02° 31' 17" S;
Longitude: 45° 04' 57" W; Altitude: 15m; Area: 1559 Km?). Nina Rodrigues (azul) (Latitude: 3° 27' 53" S;
Longitude: 43° 54' 19" W; Altitude: 33m; Area: 572,5 km?).
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4.2 ISOLAMENTO

Aproximadamente 20g de cada amostra coletada foram processadas utilizando
metodologia descrita por Iwatsu et al. (1981) adaptada por Vicente et al. (2008), incubadas a
temperatura ambiente durante 30 min. em 100 mL de solucdo salina esterilizada contendo 200
U de penicilina, 200 ug/L de estreptomicina, 200 ug/L de cloranfenicol e 500 ug/L de ciclo-
heximida. Apds a incubagdo adicionou-se 20 mL de 6leo mineral esterilizado a solugdo,
seguido por vigorosa agitacdo por 5 min. seguidos de 20 min. de repouso. A interface 6leo-
agua foi coletada e plaquada em agar Mycosel (Difco) e posteriormente incubadas por 4
semanas a 28 °C. Um total de 87 amostras (20 de solo; 20 de material em decomposi¢do; 20
de folha; 20 de caule; 07 de espinhos) foram obtidas entre as quatro regides estudadas,

adotando cinco repeti¢des por amostra totalizando 435 réplicas.

4.3 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

A identificacdo preliminar foi realizada com base em caracteristicas macro e
microscopicas das colonias apés a cultura em agar de dextrose de Sabouraud incubadas a
28°C (DE HOOG et al., 2014). As colonias negras foram selecionadas e transferidas para
Agar Mycosel e depositadas nas Colecdes Microbioldgicas da Rede Paranaense- CMRP

(http://www .splink.org.br) para posterior avaliacao molecular.

4.3.1 Extracdo de DNA

Para extragdo de DNA foi utilizado o protocolo descrito por Vicente et al., (2008) no
qual a amostra fingica foi macerada em microtubo contendo silica: celite (2:1) e 200 uL de
CTAB (brometo decetil-trimetilamonio) e 500 pL de CIA (solu¢do 4cida de cloroférmio
alcool isoamilico) com centrifugagdo por 7 min. a 16000g. O DNA foi precipitado com alcool
96% gelado seguido de duas lavagens com 500 pL de etanol 70%, desidratado e novamente
hidratado com agua ultrapura. O DNA foi quantificado por espectrofotdmetro NanoDrop® e a

verificagdo da integridade foi realizada através da eletroforese em gel de agarose a 0,8%.
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4.3.2 Sequenciamento e analise filogenética

A suspensdao de DNA foi amplificada e sequenciada a regido ITS1-5.8S rDNA-ITS2,
usando os oligonucleotideos iniciadores universais ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
37 e ITS4 (STCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al., 1990; O’ DONNELL,1993)
de acordo com protocolo descrito por Vicente et al. (2008). O sequenciamento foi realizado
em sequenciador ABI3730 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram alinhadas
utilizando software Mega 7 e comparadas com o banco de dados Isham Barcoding Database
(http://its.mycologylab.org/) e Blast do GenBank (NCBI). Um total de 51 linhagens de
referencia foram incluidas em estudo filogenético a fim de estabelecer as relagdes

filogenéticas por analise de Maxima Verossimilhanga em software Mega 7 (Tabelal).

4.3 SONDA CADEADO BASEADO EM RCA NA DETECCAO DE F. pedrosoi, EM
AMOSTRAS AMBIENTAIS

4.3.1 Extragao do DNA total de amostras ambientais

Para extragdo de DNA total de plantas e material em decomposi¢ao foi adaprada
metodologia com base nos protocolos descritos por Vicente et al., (2008) e Ferreira e
Grattapaglia (1995). Aproximadamente 250 mg da amostra ambiental, foram transferidos para
um microtubo de 2 mL contendo uma mistura de silica: celite (2:1) e 700 uL de CTAB,
seguido de maceragdo manual por 5 minutos, adicionando-se a mistura um volume de 1,4 pL.
de B-mercaptoetanol, seguido de agitacdo por 30 segundos e incubagdo a 65 °C por 1 hora.
Em seguida, adicionou-se 600 pL de CIA (solugdo acida de cloroférmio alcool isoamilico,
24:1) e apos a centrifugacao a 12000 g por 10 min., o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e adicionado 800 pL de isopropanol 100% gelado. Os microtubos permaneceram a
-20°C por 45 min. e posteriormente centrifugados a 12000 g por 15 minutos, o sobrenadante
foi descartado. Na sequencia foram realizadas duas lavagens com 500 pL de etanol 70% e
uma com 500 pL de etanol absoluto, ambas seguidas de centrifuga¢ao a 12000 g por 5 min. O
precipitado de DNA formado foi seco em cabine de fluxo laminar e reidratado com 100 uL de
agua ultrapura, por 12 h. A integridade e a pureza do DNA foram avaliadas por
espectrofotometria NanoDrop™ (Thermo Scientific™) e eletroforese em gel de agarose 1%.

A extragdo do DNA total das amostras de solo foi realizada segundo protocolo

descrito comercialmente, utilizando E.Z.N.A.® Soil DNA (Omega Bio-Tek).
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4.3.2 Reagao de ligagao da sonda cadeado e RCA

A sonda cadeado utilizada na deteccdo de F. pedrosoi, foi desenhada e validada
Najafzadeh et al. (2011), como um oligonucleotideo espécie-especifico, sem reconhecimento
cruzado com outras espécies proximas. A regido ITS do DNA total foi amplificada por PCR,
utilizando os oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4, conforme condi¢des descritas por
Vicente et al. (2008). Um microlitro do fragmento amplificado foi misturado com 2 U de Pfu
DNA ligase (Agilent Technologies) e 0.1 umoL 1" da sonda cadeado em 20 mmoL 17! de
Tris-HCI (pH 7.5), 20 mmoL I'' KCI, 10 mmoL 1 "' MgCls, 0.1% Igepal, 0.01 mmoL 1! rATP,
1 mmoL I''DTT, com volume de reacdo total de 10 pL. A ligacdo da sonda foi conduzida com
um ciclo de desnaturacdo de 5 minutos a 94 °C, seguido de 5 ciclos de 94 °C por 30 segundos
e 4 min de ligacdo a 50°C. Um volume de 2 pL do produto de ligagdo foi usado como molde a
reagdo de RCA, composta de 2 U de Bst DNA polimerase (New England Biolabs) 400 mmoL
I mix desoxinucleotideo trifosfato, 10 pmoL do iniciador RCAl (5°-
ATGGGCACCGAAGAAGCA-3’) e 10 pmoL do iniciador RCA2 (5’-
CGCGCAGACACGATA-3’) em agua destilada, com volume total de 12 pL. A amplificacao
do sinal do produto ligado ocorreu por incubac¢dao a 65°C por 60 minutos (Figura 2). O
produto da reacdo foi visualizado em gel de agarose 2%. Reagdes positivas foram
caracterizadas pela apresentagdo de padrao de escada, enquanto reagdes negativas apresentam

fundo limpo.

4.3.3 Limite de deteccao e especificidade

Para avaliacdao do limite de detec¢do do método de RCA, fragmentos amplificados da
regido ITS da espécie tipo de F. pedrosoi (CBS 271.37) foram quantificados em
espectrofotometro NanoDrop e posteriormente, diluido a uma concentragdo final de 2 ng/uL.
O ntmero de copias foi calculado com base no numero da Avogadro
(http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html). Para o célculo, foi assumido um comprimento dos
amplicons de 644 pb. Foram realizadas diluigdes em série de nove vezes, iniciando com
2,88x10° copias e finalizando com 28,8 copias.

Inicialmente a especificidade da sonda cadeado desenolvida para deteccao de F.
pedrosoi foi testado in silico, in vitro e in vivo, aliado a RCA. In silico, um banco de 200

sequencias da regido ITS de fungos de ocorréncia ambiental foram avaliadas quanto ao



50

reconhecimento da sequencia de nucleotideos da sonda desenvolvida previamente
desenvolvida para F. pedrosoi por Najafzadeh et al. (2011).

In vitro, DNAs de sete espécies fungicas F. monophora (CBS 269.37), F. nubica (CBS
125.198), F. erecta (CBS 125763), F. pugnacius (CBM 49), Candida albicans (CMRP816),
Penicillium citrinum (CMRP1538) e Aspergillus nidulans (CMRP2338), foram extraidos e
amplificados conforme descrito acima. Fragmentos amplificados por PCR foram submetidos
a sonda cadeado e RCA. A fim de simular a detec¢do especifica de F. pedrosoi em material
vegetal e solo, contaminamos artificialmente, 20 ng/uL dos DNAs de solo e de planta
(Mimosa pudica, cultivada in vitro) com 0,5ng/uL de DNA de F. pedrosoi (CBS 271.37),
controle positivo e 0,5ng/ulL de DNA de F. monophora (269.37) e F. erecta (125760),
controles negativos. In vivo, duas solu¢des de teste a uma concentracio de 10° células dos
controles positivo e negativos citados acima, foram inoculadas através de inje¢do direta no
caule de Bactris gasipaes (palmeira pupunha) cultivada em vaso e ap6s 60 dias, fracdes do
caule da planta foram coletadas para extracdo de DNA total e analise por sonda cadeado e

RCA.

FIGURA 2- ESQUEMA DE ANALISE POR RCA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

& e’ 7\ ., Amplificagcéo do gene ITS por PCR

—
’//. / DNA Gendmico ITS
L
A Gene Amplificado
A
Extragdo de DNA WL
total >
E
c D
Amplificagdo em Circulo Rolante
Reconhecimento da Sonda Circularizada
Sonda Cadeado pela DNA Ligase

RCA1 RCA 2
Gene ITS /

(A) Extracao do DNA total de aproximadamente 1g dos substratos de estudo: solo, material em decomposigdo,
folha, espinho e caule. (B) Amplificagdo da regido ITS do DNA total extraido das amostras ambientais. (C e D)
Reacdo de Ligacao, que consiste no reconhecimento da sonda cadeado ao DNA molde no fragmento amplificado
da regido ITS do DNA total da amostra e circularizacdo das sondas justapostas em ambas as extremidades pela
DNA ligase. (E) Amplificagao Isotérmica por RCA, com dois iniciadores, RCA 1 e RCA2, para amplificagdo do
sinal de reconhecimento da sonda cadeado.
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4.3.5 Re-isolamento das amostras positivas

As amostras positivas para RCA, foram submetidas a re-isolamento seletivo por
flotagdo em 6leo mineral, conforme descrito por Iwatsu et al. (1981) adaptada por Vicente et

al. (2008). As colonias foram analisadas por microscopia Optica.

5 RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

O método de isolamento por flotacdo em 6leo mineral selecionou 175 isolados de
leveduras negras a partir das 87 amostras e 435 réplicas analisadas. Oito isolados
identificados com base em caracteristicas micro e macro morfologicas como Cyphellophora-
like (n=3) e Fonsecaea-like (n=5) foram analisados por estudos filogenéticos com base na
sequéncia ITS. As linhagens isoladas com morfologia similar ao género Fonsecaea, pertencia
a um clado contendo espécies agentes de cromoblastomicose (Tabela 2). A linhagem
CMRP3063 ficou agrupada com F. multimorphosa e enquanto que a linhagem CMRP2988
com F. brasiliensis. Outras trés espécies foram agrupadas em um clado separado muito
proximo a F. brasiliensis (Figura 3).

As linhagens identificadas morfologicamente como Cyphellophora-like, sao
pertencentes a familia Cyphellophoraceae. A linhagem CMRP 2863 foi agrupada com a
espécie C. guayanensis enquanto que as linhagens CMRP2617 e CMRP 2859 foram

agrupadas com a especie C. ambigua (Figura 3).

TABELA 2- IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DAS LINHAGENS SELECIONADAS

Identificacdo Morfolégica Identificaio CMRP Outra Referencia Substrato/Localidade
Molecular (ITS)

Cypelophophora spp C. ambigua 2617 MAS54; LMICRO1958 MD/ Bacabeira

Cypelophophora spp C. ambigua 2859 MA106; LMICRO2041 MD/ Bacabeira

Cypelophophora spp C. guayanensis 2863 MA110; LMICRO2045 MD/ Bacabeira
Fonsecaea spp. F. brasiliensis 2988 MA137; LMICRO2156 MD/ Nina Rodrigues
Fonsecaea spp. Fonsecaea spp. 2991 MA140; LMICRO2159 MDY/ Nina Rodrigues
Fonsecaea spp. Fonsecaea spp. 2998 MA147; LMICRO2166 MDY/ Nina Rodrigues
Fonsecaea spp. F. multimorphosa 3063 MA154; LMICRO2231 MDY/ Nina Rodrigues
Fonsecaea spp. Fonsecaea spp. 3066 MAI158; LMICRO2234 MDY/ Nina Rodrigues

CMRP- Colegdes microbioldgicas da Rede Paranaense; MD-Material em Decomposigéo.
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FIGURA 3- ARVORE FILOGENETICA CYPHELLOPHORACEAE E HERPOTRICHIELLACEAE

o C. laciniata CBS 239.91
C vermispora CBS 228867
"'C dacinfata CBS 190617
C. suftonii CBS 44991 7T
C. fisarioides CBS 130201
C pauciseptara CBS 284.85 D]
C. reptans CBS 113.85 T [an1
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5 |* |- CMRP2863 - O
C. ambigua CBE 23593 T ‘2
= CMREP2617 L ]
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€ phyllostachycdis FLHNZWYZZ08 e
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Exophiala spinifera CBS 101534
Wl Etophfafi jmjmﬁ?c’;s 507.90T Clado jeanselmei
——— Exophiala xenobiotica CBS 117642
Exophiala equina CBS 116009
o7 |— Exophiala pisciphila AFTOL-ID 669 Clado salmonis
Exophiala salmonis CBS 137677
Cladaphialophora yegresii CBS 114405
5 Cladophialophora carvionii 260,83 T ks e n (D]
Phialaphora verrucosa CBS 28647 fae
M 95— Phialophora americana CBS 273377 D)
Cladsphialophora boppii CBS 126867 Q
CMRP2851 v
CMRP2998 i
| CMRP3066 Clado bantiana (D)
— | Forsecaea brasiliensis CBS 119710 T * v
L[|t cvre2oss =
67 [|L— Cladophialophora devriesii CBS 147.84 7 _ 2
Cladophialophora immunda CBS 834967 b
a0 [ Fonsecasa pedrasoi CBS 27137 T “5
#Fomecm monophora CBS 260377
Fonsecasa nubica CBS 260.64 T E“
— i ELFomemea multimorphosa CBS 980.96 (D)
CMRP3063
Fonsecaea erecta CBS 125763 T I
Fomsecaea minima CBS 125760 T
l_— Cladophialophora emmensii CBS 102594
Cladophialophora arxii CBS 306.94 T
Exgphiala angulospora CBS 482927 -

_|—7Xmg'ia epidermidis CBS 120333
Cladophialophora modestz CBS 933.96 T Linhagens Ancestrais
Neophasococcomyeas catenatus CBS 630.76

Arvore filogenética construida por parimetros de Méxima verossimilhanga com base em alinhamento na regido
génica do espacador interno transcrito (ITS), no software MEGA 7.0. O suporte de bootstrap foi calculado a
partir de 1000 repeti¢des. Neophaeococcomyces catenatus (CBS 650.76) foi usado como outgroup. Os isolados
CMRP estao em destaque (negrito). A linhagem CMRP3063 esta filogeneticamente proximos a F.
multimorphosa ¢ CMRP2991, CMRP2998, CMRP3066 CMRP2988 sdao proximas a F. basiliensis, todas
pertencentes ao clado bantiana. O isolado CMRP2589 foi identificado como Cyphellophora eucalypti, ¢ os
isolados CMRP2617 ¢ CMRP2859, identificadas como C. ambigua (T) = Espécie tipo.
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5.2 DETECCAO DE F. pedrosoi EM AMOSTRAS AMBIENTALIS.

As 87 amostras ambientais previamente utilizadas para isolamento foram processadas
para detectar a presenca de F. pedrosoi no DNA total, por reconhecimentos da sonda cadeado
seguido de RCA. Quatro dentre 87 (4,59%) das amostras foram positivas para Sonda/RCA.
Trés amostras positivas sdo da regido de Bacabeira, sendo duas de material em decomposicio
e uma de folha de Solanum paniculatum, popularmente conhecida como jurubeba e uma
amostra de solo, coletada na cidade de Pinheiro. Todas as amostras positivas mostraram

padrao de amplificacdo em escada quando vizualizados em gel de agarose 2% (Figura 4).

FIGURA 4- AMOSTRAS AMBIENTAIS POSITIVAS PARA RCA.

MC-1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 1415 16 17 18 M C+ 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 C- M 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 C-

1000

M. Marcador de peso molecular 1 kb. C+. Controle positivo da reagdo, F. pedrosoi. C- Controle negativo da
reacdo, F. erecta. Amostras positivas: 1-Material em decomposi¢@o. 2-Material em decomposigdo. 7-Folha de
Solanum paniculatum. 76-Solo. Padrao de escada: positivo. Fundo limpo: negativo. As setas indicam as amostras

positivas.
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4.2.1 Sensibilidade e Especificidade

O teste de sensibilidade do método de RCA foi determinado utilizando varias
concentragdes do DNA de F. pedrosoi como modelo. Os oligonucleotideos iniciadores ITS1 e
ITS4 mostraram um produto de aproximadamente 644 pb. O nivel de sensibilidade da sonda
cadeado aliada a RCA para detectar F. pedrosoi foi de 2,88 x 107 copias do DNA purificado
(Figura SA).

O teste de especificidade in silico, mostrou que das 200 sequencias da regido ITS de
diferentes espécies de fungos e da planta M. pudica analisadas, ndo ocorreu reconhecimento
inespecifico dos nucleotideos que compde a sonda cadeado. As analises de especificidade in
vitro demonstraram que a sonda cadeado aliada a RCA tem reconhecimento especifico apenas
para a espécie F. pedrosoi, sem reagdes de cruzadas com espécies fungicas de referencia
avaliadas, sendo elas F. monophora (CBS 269.37), F. nubica (CBS 125.198), F. erecta (CBS
125763), F. pugnacius (CBM 49), Candida albicans (CMRP816), Penicillium citrinum
(CMRP1538) e Aspergillus nidulans. A presenca do material vegetal, solo e demais
componentes do DNA total, ndo foram interferentes na especificidade de reconhecimento da
sonda cadeado e da amplificagdo por RCA, como demonstraram as analises in vitro e in vivo

(Figura 5B).

FIGURA 5-TESTE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DE RCA
A B

2 3 4 5 6 Tk 8 9 B M 1 2 3 4 ] 6 7 8 9
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(A) Sensibilidade DNA da regiao ITS de F. pedrosoi (CBS 271.37). Coluna M: Marcador de Peso Molecular 1
Kb; Coluna B — Branco; Colunas 1 a 9 —2.88 x 10%, 2.88 x 108, 2.88 x 107, 2.88 x 10°, 2.88 x 10°, 2.88 x 104,
2.88 x 10°%, 2.88x 102, 2.88 x 10! copias por tubo respectivamente. (B) Especificidade de RCA em amostras de
DNA de plantas e solo. As amostras 1 a 3 mostram sdo DNA total de plantas contaminadas com F. pedrosoi; F.
monophora; F. erecta respectivamente. As amostras 4 a 6 sdo compostas por DNA total do solo contaminada
com F. pedrosoi; F. monophora. F. erecta, respectivamente. As amostras 7 a 8 sdo do DNA total de Bactris
gasipaes cultivada em vaso apos infecgio por F. pedrosoi; F. monophora; F. erecta, respectivamente.
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4.2.2 Re-isolamento por método de cultura

Amostras positivas foram submetidas aos re-isolamento por flotagdo em 6leo-mineral
onde foi posivel recuperar 19 fungos negros. Entretanto nenhum dos isolados apresentava
caracteristicas morfologicas semelhantes a F. pedrosoi. Os DNAs dos isolados foram testados
com a sonda cadeado de F. pedrosoi e todos foram negativos. O sequenciamento da regido
ITS demonstrou que estes estavam agrupados ao longo das ordens Chaetothyriales e

Dothideales, e ndo foi possivel sua identificagdo em nivel de género.

6 DISCUSSAO

A epidemiologia da cromoblastomicose sugere que os agentes etiologicos da doenca
estdo presentes no ambiente, ¢ a infeccdo ¢ acidental. Entretanto, De Hoog et al. (2007)
mostra que isolados de plantas vivas, identificados como Cladophialophora yegresii sao
muito proximas da espécie patogénica C. carrionii, ¢ ambas apresentam perfil de
patogenicidade distinta, com capacidade de desenvolverem células muriformes quando
inoculadas artificialmente em cactos. Os resultados de Vicente et al. (2014) sugerem que
espécies estritamente proximas as linhagens patogénicas do género Fonsecaea, sendo eles F.
erecta ¢ F. minima, estdo associados a plantas, porém a relacdo dos agentes de
cromoblastomicose com esse substrato permanece desconhecida. Neste estudo, oito isolados
apresentaram morfologia semelhante aos agentes de cromoblastomicose dos géneros
Fonsecaea e Cyphellophora, confirmadas por estudos taxondmicos como F. multimorphosa,
F. brasiliensis, C. ambigua e C. guayanensis. C. guayanensis ¢ uma espécie isolada de
material vegetal recententente adicionada ao género (DECOCK et al., 2003), enquanto C.
ambigua, anteriormente referida como Phialophora ambigua estd associada a lesdes em unhas
dos pés (FENG et al., 2012; GOMES et al., 2016). Neste estudo o género Fonsecaea esta
representado pelas espécies F. multimorphosa, da qual apenas a linhagem CBS 980.96 foi
relatada como agente de doenga disseminada em gato (NAJAFZADEH et al., 2011) e F.
brasiliensis CBS 119710 foi relatada associada a doenca letargica em caranguejos (VICENTE
et al., 2012), enquanto as demais linhagens de ambas as espécies sao ambientais (VICENTE
etal., 2014).

Para investigacdo das fontes ambientais de F. pedrosoi por RCA, os substratos
relatados como fonte de infecgdo foram coletados, incluindo espinhos de plantas. A

especificidade do método mostrou que apenas o DNA de F. pedrosoi foi reconhecido pela
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sonda cadeado desenvolvida por Najafazadeh et al. (2011), enquanto resultados negativos
foram demonstrados em outros fungos. As analises in silico, in vitro € in vivo confirmam a
especificidade e aplicabilidade do método em ensaios ambientais para deteccao de F. pedrosoi
(TSUI et al., 2011) como anteriormente demonstrado em outros agentes tais como Sporothrix
spp. (RODRIGUES et al., 2016), Fusarium graminearum (DAVARI et al., 2012) e
Histoplasma capsulatum (FURUIE et al., 2016). A sensibilidade de deteccao do método foi
de 2.88 x 107 copias de DNA do fungo de interesse, com diminui¢io do sinal de amplificagio
quando concentragdes menores de DNA estavam disponiveis. A diminui¢do da intensidade do
sinal foi relatada por Furuie et al. (2016) e ndo observado por Rodrigues et al. (2016),
entretanto a sonda de F. pedrosoi apresentou limite de detecgdo maior do DNA de interesse
em comparagdo a ambos os trabalhos citados.

A recuperagdo de F. pedrosoi em substratos ambientais tem sido relatada em poucos
estudos (MARQUES et al., 2006; SALGADO et al., 2004; VICENTE et al., 2001, 2008,
2014), sendo que em alguns deles, os isolados foram identificados apenas por caracterizagao
morfologica (SALGADO et al., 2004), demonstrando que apesar do esforco amostral, a
recuperacdo de linhagens patogénicas ambientais € restrita. Sabe-se que a infecgao ambiental
¢ a hipotese epidemiologica mais significativa para a cromoblastomicose visto que o quadro
clinico estd frequentemente associado ao trauma com material vegetal e a doenga ser
considerada uma micose de implantagdo (DENG et al, 2015; BADALI et al.,2010;
QUEIROZ-TELLES et al., 2011). De acordo com os resultados deste estudo, foi observado
que uma amostra de folha dos fragmentos vegetais analisados foi positiva para a sonda/RCA,
além de duas de material em decomposi¢do e uma de solo. As amostras positivas para
sonda/RCA foram processadas para isolamento de F. pedrosoi, porém o agente F. pedrosoi
nao pode ser recuperado pelo método de cultura utilizado.

Com base nos resultados obtidos pelo método de isolamento e RCA, demonstramos
que as espécies do género Fomsecaea estdo presentes em pequenas concentracdes em
substratos ambientais, com maior associacdo ao material em decomposi¢do, confirmando a
natureza saprobia do género (MARQUES et al., 2006, VICENTE et al., 2014). Entretando, a
espécie F. pedrosoi, agente de cromoblastomicose, s6 foi detectada pelo método molecular,
com maior frequencia na matéria em decomposi¢cdo (50% das amostras positivas). Embora
esse seja o primeiro relato de detecgao por método molecular do agente de cromoblastomicose
F. pedrosoi na planta (Solanum paniculatum, jurubeba), os resultados demonstram que este
pode ndo ser o nicho especifico deste patdogeno, uma vez que ndo foi detectada a presenga

deste nos demais fragmentos analisados (caule e espinho), da mesma planta. No entanto, a
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existencia destes agentes em plantas vivas, pode justificar sua frequente transmissao via truma
causada por plantas.

Além disso, considerando a alta sensibilidade da sonda, estes resultados demonstram
que os agentes da cromoblastomicose estdo presentes em baixas concentragdes nos seus
nichos ambientais o que dificulta sua recuperagdo por métodos de isolamento seletivo. A
inviabilidade da recuperagdo de fungos patogé€nicos de amostras positivas em métodos
moleculares foi também evidenciada por Norkaew et al. (2013). Assim, o ensaio de sonda
cadeado aliado a RCA proposto por este estudo representa uma ferramenta importante de
deteccado de patogenos de amostras ambientais, contribuindo na selecdo especifica de
substratos para posterior isolamento seletivo e recupera¢do do patdégeno, representando uma

ferramenta efetiva para estudos de epidemiologia e estabelecimento de rotas de infecgao.

7 CONCLUSAO

Em conclusao, os dados obtidos mostraram que a sonda cadeado aliada ao método de
RCA representa uma ferramenta eficiente com sensibilidade e reprodutibilidade na detecgao
especifica de F. pedrosoi em substratos ambientais, tal como plantas, solo e material em
decomposicao. A utilizagao da sonda representa uma ferramenta adicional para a identifi¢ao

destes agentes onde a recuperagdo por isolamento em oOleo mineral ndo foi possivel.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo teve por objetivo propor um ensaio molecular baseado em sonda
cadeado ¢ RCA (NAJAFZADEH et al., 2011), para bioprospeccdo do agente de
cromoblastomicoe F. pedrosoi, aplicavel no DNA total de amostras de solo, material em
decomposicao, folha, espinhos e caule de plantas, como ferramenta adicional ao método de
isolamento seletivo por flotacdo em 6leo mineral. O estudo foi baseado na hipotese atual da
inoculagdo traumatica com detritos vegetais frequentemente relatados por pacientes como
provavel via de infeccdo da cromoblastomicose. A hipdtese, porém, contrapde os dados
demonstrados por estudos de isolamento, devido a restrita recuperacdo de agentes de
cromoblastomicose dos substratos vegetais, especialmente em fragmentos das plantas
indicadas pelos pacientes como substrato de infec¢cdo (DE HOOG et al., 2007; VICENTE et
al., 2014).

Dados epidemiologicos da doenca sdo baseados em dados clinicos. Por se tratar de
uma micose cronica, negligenciada e de notificacdo ndo obrigatéria, que atinge
principalmente populagdes isoladas e de baixa renda, muitos pacientes procuram ajuda clinica
muitos anos apos a infec¢do. Assim, restringir dados epidemiologicos a dados clinicos exige
cautela. Os dados atuais demonstram que espécies saprobias e oportunistas ocorrem em um
mesmo ambiente (SALGADO et al., 2004; VICENTE et al., 2001; VICENTE et al., 2014).
Entretanto, espécies saprobias podem ser isoladas por método convencional, enquanto
patogenos sao selecionados apenas por métodos de enriquecimento ou dependem de um vetor
animal para se desenvolver, por isso a necessidade de novos métodos que sejam capazes de
selecionar agentes patogénicos (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

O método de sonda cadeado aliado a RCA, foi eficaz na deteccio do DNA de F.
pedrosoi em todos os substratos avaliados, demonstrando ser uma ferramenta promissora sem
reacgoes cruzadas e/ou falsos positivos no ensaio realizado. O limite de deteccao do método foi
avaliado em 2.88 x10” copias de DNA de interesse. O agente de cromoblastomicose, F.
pedrosoi, foi detectado em 04 amostras do estado do Maranhdo, sendo uma delas a folha de
planta Solanum paniculatum (jurubeba), sendo este o primeiro relato de associagdo do fungo
com a referida planta, bem como o primeiro relato de caracterizagdo molecular da espécie
patogénica F. pedrosoi em planta viva.

O método seletivo de flotacdo em o6leo mineral foi aplicado as amostras ambientais
coletadas. Um total de 175 isolados foi recuperado, e cinco linhagens foram agrupadas

filogeneticamente ao género Fonsecaea, pela analise da regido ITS, sendo uma da espécie F.
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multimorphosa ¢ uma F. brasiliensis, as demais estdo agrupadas em um clado separado,
proximo a F. brasiliensis. Analises multigénicas serdo realizadas a fim de demonstrar as
relacdes filogenéticas desses isolados com as espécies que compde o género. Os demais
isolados serdao futuramente caracterizados e descritos, uma vez que representam uma fonte de
diversidade fingica existente nos substratos avaliados, e assim podem confirmar a ampla
distribuicdo ambiental de fungos negros, presentes também na comunidade endofitica e
epifitica das plantas. Devido a baixa competitividade frente o crescimento de fungos hialinos,
fungos negros sdo muitas vezes inexploraveis, porém muitas espécies apresentam
caracteristicas biotecnologicas promissoras que poderdo ser alvo de estudos posteriores.

Em conclusao, aliar a sensibilidade do método molecular ao isolamento contribui na
redu¢do de recursos investidos em trabalhos que exigem um grande esfor¢o amostral e
recuperam poucas linhagens patogénicas. Assim, a triagem molecular dos substratos
analisados, contribui com a recuperagdo de linhagens clinicas de substratos ambientais,
aplicaveis a estudos que avaliem a patogenicidade e viruléncia desses isolados, visto que a
maioria das linhagens conhecidas atualmente tem sido isolada de amostras clinicas. A
investigacado da origem ambiental da cromoblastomicose, a recuperacdo ambiental e a
caracterizagdo do nicho das espécies envolvidas na doenca deve ser um estudo continuo
visando reunir dados epidemioldgicos confidveis, baseado em dados clinicos e ambientais.
Sabe-se que outras espécies do género Fonsecaea além de outros géneros de leveduras negras
estdo associadas a cromoblastomicose. Assim, o ensaio de sonda cadeado aliado a RCA
proposto neste este estudo, pode ser reproduzido para amplia¢ao da investigacdo dos demais
agentes de cromoblastomicose e nichos ecoldgicos ocupados por estas espécies. Neste
contexto, RCA aliado ao isolamento, contribui para a inferencia a respeito de rotas de

infeccao e epidemiologia da cromoblastomicose.
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