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RESUMO 

 

Leveduras negras pertencentes à ordem Chaetothyriales, família 
Herpotrichiellaceae, abrangem diversas espécies associadas a colonização de 
hospedeiros humanos e animais, tal como relatado nos gêneros Exophiala, 
Cladophialophora, Capronia, Fonsecaea, Phialophora, Rhinocladiella, Veronea e 
Cyphellophora, sendo que entre as principais micoses causadas por este grupo 
destacam-se a cromoblastomicose e a feoifomicose. Nesta família existem espécies 
proximamente relacionadas com características morfológicas muito semelhantes, 
assumidas como espécies crípticas com ecologia diferente, reunindo desde 
sapróbias a patógenas. Diante disto, o presente trabalho objetivou desenvolver 
novos métodos moleculares capazes de identificar ferramentas para diferenciação e 
detecção de espécies crípticas, agentes causais de cromoblastomicose, uma micose 
de implantação, com forte ligação ambiental, causada por várias espécies de 
leveduras negras. Logo, a utilização de técnicas moleculares com maior 
sensibilidade, especificidade e eficácia, como o uso de sondas cadeado aliado à 
técnica de amplificação em círculo rolante (RCA), pode influenciar intrinsicamente no 
diagnóstico, em estudos de virulência e epidemiologia molecular, assim como no 
entendimento de vias de infecção, levando a identificação da espécie mesmo sem 
estudos de sequenciamento genômico. Sendo assim, este trabalho teve como 
objetivo desenhar oligonucleotídeos espécie específicos para as espécies de 
Fonsecaea patogênicas como F. monophora, F. nubica, F. pedrosoi e F. pugnacius e 
a sonda cadeado baseada na amplificação de circulo rolante (RCA), para a espécie 
F. pugnacius. Oligonucleotídeos específicos foram desenhados para as espécies F. 
pedrosoi (FOPE), F. monophora (FOMO), F. nubica (FONU) e F. pugnacius (FOPU), 
utilizando como molde a região do gene CBF5 (centromere/microtubule-binding 
protein cbf5) e a sonda RCA cadeado para F. pugnacius (FPgP) utilizando como 
molde a região ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr, com 94pb. Estas ferramentas 
demonstraram especificidade quanto as espécies de Fonsecaea em ensaios in silico 
e in vitro, comparando espécies de origem clínica ou ambiental (F. pedrosoi, F. 
monophora, F. nubica, F. pugnacius, F. erecta e F. brasiliensis), além das demais 
espécies associadas à cromoblastomicose como Cladophialophora carrioni, C. 
samoensis, E. dermatitidis, P. verrucosa, R. aquaspersa, R. tropicalis e 
Cyphellophora ludoviensis. 
 
Palavras-chave: Cromoblastomicose. Detecção molecular. Oligonucleotídeos 

espécie-específico. Sonda cadeado RCA. Fonsecaea pugnacius. 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 

The black yeasts from the Herpotrichiellaceae family of the Chaetothyriales order 
belong to several genus such as Exophiala, Cladophialophora, Capronia, 
Fonsecaea, Phialophora, Rhinocladiella, Veronea and Cyphellophora with related 
species associated to infection in human and animal hosts; as for instance the casual 
agents of Chromoblastomycosis and phaeohyphomycosis. In the Herpotrichiellaceae 
family there are from saprobes to pathogens strains described as closely related 
species very similar in morphology but different in ecology. In this context, there is a 
necessity to develop new molecular methods capable to species discrimination and 
environmental and biological samples detection, especially for the causative agents 
of chromoblastomycosis, an implantation mycosis, with an important environmental 
link. Given that, the use of molecular techniques with high sensitivity, specificity and 
efficacy, such as the use of padlock probes associated to rolling circle amplification 
technique (RCA), represent a potential effective tool for diagnosis, virulence and 
molecular epidemiology studies. Likewise it could be useful for infection routes 
elucidation and species identification even without genomic sequencing. Therefore, 
this work aimed to design molecular markers species-specific for Fonsecaea 
pathogenic species as F. monophora, F. nubica, F. pedrosoi and F. pugnacius and 
develop a padlock probe RCA for F. pugnacius. Species-specific primers were 
designed for F. pedrosoi (FOPE), F. monophora (FOMO), F. nubica (FONU) and F. 
pugnacius (FOPU) using CBF5 gene (centromere microtubule-binding protein cbf5 ) 
and the RCA padlock probe (FPgP), for F. pugnacius using region ITS1-5.8S-ITS2 of 
rDNA as template, with 94pb. These tools demonstrated specificity for Fonsecaea 
sibling species in the in silico and in vitro assays   using the clinical and  
environmental species:  F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica, F. pugnacius, F. 
erecta and F. brasiliensis in comparison to other  associated with 
chromoblastomycosis such as C. carrioni, C. samoensis, E. dermatitidis, P. 
verrucosa, R. aquaspersa, R. tropicalis and Cyphellophora ludoviensis. 
  
Keywords: Chromoblastomycosis. Molecular detection. Species-specific primers. 

RCA padlock probe. Fonsecaea pugnacius. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Leveduras negras, também chamadas de fungos dematiáceos são fungos de 

ampla distribuição geográfica com a maioria das espécies pertencentes  as ordens 

Dothideales e Chaetothyriales (VICENTE et al., 2008; NAJAFZADEH et al., 2011).  

Na ordem Dothideales observa-se espécies de crescimento rápido com ampla 

ocorrência ambiental sendo frequentemente associadas à colonização de 

hospedeiros vegetais.  Enquanto que na ordem Chaetothyriales, especialmente a 

família Herpotrichiellaceae, abrigam numerosos agentes de infecção humana e 

animal com predisposição significativa para o crescimento no tecido animal como 

por exemplo, espécies dos gêneros Exophiala, Cladophialophora, Fonsecaea, 

Phialophora, Rhinocladiella, Veronea e Cyphellophora (HOOG et al., 2000; 

QUEIROZ-TELLES et al., 2017b), associadas a um amplo espectro de quadros 

clínicos (VICENTE et al., 2013). No ambiente, devido às características oligotróficas, 

estas espécies parecem sobreviver em baixa densidade em substratos adversos, 

ocupando micro-habitats específicos, onde sapróbios comuns estão ausentes. 

Muitas espécies têm ciclos de vida compostos, indicando nichos dinâmicos ou 

transmissão vetorial e assim, justificando o potencial de patogenicidade de algumas 

espécies.  

Dentre as principais micoses causadas por este grupo destacam-se a 

cromoblastomicose e a feoifomicose (QUEIROZ-TELLES et al., 2017b), as quais 

representam dois pólos de um espectro de doenças causadas por fungos 

melanizados (HOOG et al., 2000). A feoifomicose é caracterizada por infecções que 

ocorrem de forma superficial até sistêmicas, observando necrose tecidual e 

presença de hifas nos tecidos, geralmente relacionada a distúrbios imunológicos 

(QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). Em contrapartida, cromoblastomicose é uma 

doença cutânea e subcutânea, resultante da implantação traumática de propágulos 

originários de diversas espécies de fungos melanizados termotolerantes, 

promovendo uma infecção de curso crônico e manifestações clínicas polimórficas 

caracterizadas pela presença de estruturas globosas septadas de parede espessa e 

acastanhadas no tecido do hospedeiro, denominadas de corpos muriformes 

(VICENTE et al., 2013).  

A cromoblastomicose ocorre principalmente em regiões tropicais sendo 

predominante na América do Sul, principalmente no Brasil. As espécies 
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classicamente envolvidas na etiologia da doença são Fonsecaea pedrosoi, F. 

monophora, F. nubica, Cladophialophora carrionii, Phialophora verrucosa e 

Rhinocladiella aquaspersa (IWATSU et al., 1982; MCGINNIS, 1983; HOOG et al. 

1993; MOUCHALOUAT et al., 2011), visto que estudos da epidemiologia molecular 

da doença revelaram que o gênero Fonsecaea é o mais prevalente no Brasil.  

O gênero Fonsecaea epidemiologicamente reúne espécies crípticas 

relacionadas à doença denominadas de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica 

(NAJAFZADEH et al., 2010), e a espécie F. pugnacius (AZEVEDO et al., 2015a) 

descrita recentemente como um novo agente. Enquanto, as espécies F. pedrosoi e 

F. nubica são estritamente associadas à cromoblastomicose e formação de corpos 

muriformes no tecido do hospedeiro, F. monophora e F. pugnacius também têm sido 

relatadas em infecções cerebrais e outros órgãos (LI; HOOG, 2009). 

A cromoblastomicose tem sido epidemiologicamente associada à infecção 

traumática principalmente por plantas. Diversos estudos têm reportado o isolamento 

destes agentes de fontes ambientais, porém em baixa frequência e normalmente 

recuperado de plantas em decomposição (MARQUES et al., 2006; SALGADO, 2010; 

VICENTE et al., 2013). 

Embora o Brasil seja considerado uma das regiões endêmicas com altos 

recordes da doença tendo incidência média anual de casos de CBM relatadas no 

Brasil de 6,4/ano sendo 4,3/ano (13 casos/3 anos) para o Maranhão (QUEIROZ-

TELLES et al., 2017a). A epidemiologia desta ainda não foi totalmente elucidada e 

nem tão menos as rotas de infecção esclarecidas. A doença representa um 

problema de saúde pública para a população de determinadas regiões brasileiras e 

do continente americano. Recentemente, a doença foi assumida como negligenciada 

pela Organização Mundial de Saúde (QUEIROZ-TELLES et al., 2017a), e em função 

deste cenário, é uma demanda emergencial organizar os dados de registros 

epidemiológicos, protocolos de tratamento. 

A necessidade de identificação rápida e precisa de fungos patogênicos está 

aumentando, uma vez que tais informações podem influenciar o diagnóstico de 

doenças (ABLIZ et al., 2003). Métodos tradicionais de identificação com base em 

características morfológicas e detecção de antígenos têm sido utilizados 

clinicamente para a identificação dos mesmos, no entanto, estes métodos são 

demorados e possuem baixa especificidade (ABLIZ et al., 2003; QUEIROZ-TELLES 

et al., 2009). 
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Recentemente, o uso de sondas cadeado aliado à técnica de RCA tem 

auxiliado significativamente no diagnóstico de diferentes tipos de micoses e tem boa 

reprodutibilidade e sensibilidade (LACKNER et al., 2012; ZOU et al., 2012; FENG et 

al., 2013; HAMZEHEI et al., 2013; NAJAFZADEH et al., 2013, 2018). Embora a 

maioria dos estudos seja direcionada a Candida, Aspergillus, Scedosporium (ZHOU 

et al. 2008), Penicillium marneffei (SUN et al. 2011), Cryptococcus e Trichophyton 

(TEHRANI et al., 2014),  Najafzadeh et al. (2011, 2013, 2018) e Hamzehei et al. 

(2013) propuseram, a técnica de RCA, aliado à sonda cadeado, para os agentes de 

cromoblastomicoses: F. monophora, F. nubica, F. pedrosoi e diversas espécies de 

Cladophialophora, respectivamente.  

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo desenvolver marcadores 

moleculares adicionais para detecção das espécies patógenas do gênero 

Fonsecaea associadas a cromoblastomicose envolvendo métodos  baseados na 

amplificação de fragmentos específicos de DNA e o desenvolvimento de uma sonda 

cadeado RCA com base na amplificação em circulo rolante  para a espécie F. 

pugnacius, propondo novos marcadores  espécie específico para  distinguir espécies 

de agentes causais da doença e, futuramente, oferecer novas ferramentas para a 

detecção destes patógenos em amostras biológicas. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver oligonucleotídeos espécie-específicos dentro do gênero Fonsecaea, 

baseados em sequências das regiões CBF5, assim como desenhar uma sonda 

especifica modelo cadeado para espécies F. pugnacius baseada na região ITS1-

5,8S-ITS2 do DNAr, visando estudos epidemiológicos clínicos, ambientais e futura 

aplicação em diagnóstico. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Desenhar oligonucleotídeos espécie-específicos, utilizando o gene CBF5, para 

leveduras negras patogênicas do gênero Fonsecaea; 
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 Desenhar sonda cadeado baseado na técnica de amplificação em círculo rolante 

(RCA) para a Fonsecaea pugnacius com base em sequências da região ITS1-5,8S-

ITS2 do DNAr; 

 Testar in silico a sonda cadeado e oligonucleotídeos no DNA de amostras clínicas 

associadas a cromoblastomicose e espécies de importância clínica e ambiental 

pertencentes ao gênero Fonsecaea e entre outros gêneros; 

 Testar in vitro a sonda cadeado e oligonucleotídeos no DNA de amostras clínicas 

associadas a cromoblastomicose e espécies de importância clínica e ambiental 

pertencentes ao gênero Fonsecaea e entre outros gêneros; 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 LEVEDURAS NEGRAS 

 

Leveduras negras apresentam diversas ecologias e morfologia e são 

capazes de produzir células melanizadas de características leveduriforme em pelo 

menos um período de seu ciclo de vida (NAJAFZADEH et al., 2011; VICENTE et al., 

2012). Também chamados de fungos dematiáceos, são distribuídos em diferentes 

ordens e famílias, com um grande número de espécies relatadas nas ordens 

Chaetothyriales e Dothideales. 

As leveduras negras são microrganismos extremamente relevantes do ponto 

de vista clínico e ecológico, sendo encontradas regularmente como agentes 

causadores de feohifomicose em animais vertebrados (SILVA; SOUZA; ROZENTAL, 

1998; HOOG et al., 2007; NAJAFZADEH et al., 2009). Em humanos, as infecções 

variam de superficiais, cutâneas/subcutâneas à neurotropismo fatal, com mutilações 

graves que ocorrem em pacientes sem doença imune e ou portadores de doença 

metabólica subjacente. Dentro da ordem Chaetothyriales, encontra – se a família 

Herpotrichiellaceae que abrange patógenos e oportunistas de humanos e animais, 

causadores, por exemplo, da cromoblastomicose, micetoma e feoifomicose (FIGURA 

1) (QUEIROZ-TELLEZ et al, 2017b). As leveduras desta família são de crescimento 

lento, inicialmente leveduriforme, e com o tempo, a textura da colônia pode se tornar 

aveludada apresentando microscopicamente hifas mononucleadas e talo regular e 

uniformemente pigmentado (DIXON; POLAK-WYSS, 1991), com predominância de 

estruturas leveduriforme, sendo os principais gêneros que compõe essa família 
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Exophiala, Cladophialophora, Capronia, Fonsecaea, Phialophora, Rhinocladiella, 

Veronea e Cyphellophora (HOOG et al., 2000) (FIGURA 2). 

 

FIGURA 1 – FILOGENIA DE ESPÉCIES REPRESENTATIVAS DA ORDEM Chaetothyriales. 

 
Filogenia de uma seleção representativa de espécies da ordem Chaetothyriales, baseada nos 
domínios de LSU rDNA D1-D2 sendo que sequências de LSU foram alinhadas pelo método de 
máxima verossimilhança implementado no programa MEGA 5.10. Valores de bootstrap de 80% de 
500 conjuntos de dados reamostrados são mostrados com ramificações. Exophiala spinifera foi usada 
como grupo externo. Sendo em cor azul, representado o clado Bantiana. FONTE: Adaptado de 
Queiroz-Telles et al. (2017b). 
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FIGURA 2 – CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE LEVEDURAS NEGRAS DA FAMÍLIA 
Herpotrichiellaceae. 

 

A e B: Macromorfologia e micromorfologia de E. cancerae: colônia em MEA com crescimento lento, 
aspecto aveludado, cinza oliváceo, reverso negro oliváceo e conidióforo curto, ereto, cilíndrico e 
multicelular, respectivamente; C e D: Macromorfologia e micromorfologia de Cladophialophora 
carrionii: colônia em MEA com crescimento pulverulento, verde oliváceo, reverso negro oliváceo e 
conidióforo oliváceo, conídios com produção acropetal, dispostos em longas cadeias ramificadas 
tendo paredes lisas ou ligeiramente verrucosas; E e F: Macromorfologia e micromorfologia de 
Cyphellophora ludoviensis: colônia em MEA com crescimento lento, cinza oliváceo a negro oliváceo, 
reverso negro oliváceo e conidióforo castanho claro com anastomoses frequentes; G e H: 
Macromorfologia e micromorfologia de R. tropicalis: colônia em MEA com crescimento 
moderadamente rápido, compacta, aveludada, elevada, negro oliváceo, reverso negro e conidióforo 
ereto, reto, de paredes espessas, marrom a marrom escuro, com dentículos pequenos e pigmentados 
e conídios com produção simpodial; I e J: Macromorfologia e micromorfologia P. verrucosa: colônia 
em CMA com crescimento moderadamente rápido, bem aderidas ao meio, cinza olivácea, reverso 
negro com fiálide em forma de vaso e conídios em forma de balão; K e L: Macromorfologia e 
micromorfologia de F. pugnacius: colônia em SGA compacta, aveludada a lanosa, cinza oliváceo, 
reverso negro oliváceo e conidióforo ereto, marrom oliváceo e densamente ramificado na região 
apical; Barras de escala de 10 μm e M.O. em aumente de 400X. FONTE: Adaptado de Hoog et al. 
(1995), Hoog et al. (2011), Azevedo et al. (2015a), Gomes et al. (2016) e Queiroz-Telles et al. 
(2017b). 

 

Na natureza, estes agentes podem colonizar diversos ambientes, os quais 

vêm sendo comumente isolados de substratos vegetais, madeira, solo e matéria 

orgânica em decomposição (NASCIMENTO, 2013), havendo relatos também de sua 

presença em ambientes tóxicos e extremos, uma vez que isso se deve a sua 
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capacidade de adaptação atribuída principalmente ao seu metabolismo oligotrófico 

(HOOG et al., 2011; VICENTE et al., 2012). Embora o hábitat destas seja diverso, as 

mesmas podem requerer condições típicas para seu crescimento como pouca 

disponibilidade de nutrientes, presença de compostos aromáticos, temperaturas 

elevadas, radiação ultravioleta (UV), estresse osmótico ou combinações desses 

fatores (STERFLINGER, 2006). 

Os fatores de virulência presentes nos membros da ordem Chaetothyriales, 

como termotolerância, presença de melanina, assimilação de hidrocarbonetos 

aromáticos, osmotolerância, hidrofobicidade e fases semelhantes a leveduras, 

desempenham um papel importante na virulência e patogenicidade (DIXON; 

POLAK-WYSS, 1991; SEYEDMOUSAVI et al., 2014). 

 

2.2 CROMOBLASTOMICOSE E FEOIFOMICOSE 

 

A cromoblastomicose e a feoifomicose representam dois pólos de um 

espectro clínico de doenças causadas por fungos melanizados. Clinicamente, seus 

limites não são claros, pois ambas as infecções podem ser causadas pelos mesmos 

agentes etiológicos, porém apresentam características distintas quanto as estruturas 

de virulência dos agentes nos tecidos do hospedeiro (BONIFAZ et al., 2013; ZHU et 

al., 2015). Embora os hospedeiros imunocompetentes e imunossuprimidos possam 

apresentar ambos os tipos de infecções, a cromoblastomicose normalmente é 

observada geralmente em hospedeiros imunocompetentes e a feoifomicose não. 

Sendo assim, o estado imunitário do hospedeiro pode desempenhar um papel 

importante em estudos para evolução clínica destas doenças (SEYEDMOUSAVI et 

al., 2014). Tanto a cromoblastomicose quanto a feoifomicose compõem o grupo de 

infecções negligenciadas em regiões tropicais e subtropicais as quais são 

endêmicas em populações de baixa renda de regiões em desenvolvimento de África, 

Ásia e América Latina (QUEIROZ-TELLES, 2015) (FIGURA 3), uma vez que no 

Brasil, a taxa de incidência estimada para cromoblastomicose é de 3/100.000, sendo 

que o estado do Maranhão é considerado uma região endêmica para esta infecção 

tendo taxa de incidência de 4,3/ano (13 casos/3 anos) (AZEVEDO et al., 2015a). 

O espectro clínico de infecções humanas causadas por fungos melanizados 

é amplo, incluindo feoifomicose superficial, cutânea, subcutânea e sistêmica, 

fungemia, sinusite, micetoma e cromoblastomicose, sendo que juntamente à 
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esporotricose e micetoma, a cromoblastomicose é uma das micoses subcutâneas 

mais frequentes (QUEIOROZ-TELLES et al., 2009, 2017b). 

Diversos fatores de patogenicidade estão potencialmente envolvidos tanto 

na infecção subcutânea quanto nas disseminadas, incluindo modificações da 

superfície celular, hidrofobicidade, remodelação da parede celular fúngica, secreção 

de enzimas proteolíticas e hidrolíticas, moléculas de adesão, incorporação de 

hidrocarbonetos aromáticos, montagem de sideróforos e especialmente a presença 

de melanina, sendo que dentre estes, os fatores mais relevantes são: presença de 

melanina e células muriforme, moléculas de adesão e hidrofobicidade (QUEIROZ-

TELLES et al., 2017b). Alguns fatores de virulência, como termotolerância e 

composição da parede celular fúngica, podem ser determinantes quanto a sua 

diferenciação, crescimento, adaptação aos microhabitats do hospedeiro e 

disseminação. Pode-se citar como exemplo F. pedrosoi e C. bantiana, agentes 

etiológicos de cromoblastomicose e feoifomicose, respectivamente. A espécie F. 

pedrosoi é considerada o agente causal mais comum de cromoblastomicose no 

mundo, apresenta temperatura ótima de crescimento e temperatura máxima de 

crescimento entre 33 ºC e 37 ºC. Enquanto que a espécie C. bantiana, a qual infecta 

o sistema nervoso central e o sistema respiratório de humanos podem crescer em 

temperaturas de até 40 ºC (SALGADO, 2010; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). 

 

FIGURA 3 – DISTRIBUIÇÃO MUNDIAL DA CROMOBLASTOMICOSE. 

 

FONTE: Queiroz-Telles et al. (2017b). 
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Entretanto, a capacidade de formar “célula muriforme” é restrito a algumas 

espécies pertencentes a ordem Chaetothyriales. De maneira geral as espécies desta 

ordem apresentam crescimento meristemático e invasivo em tecidos vivos, tais como 

em hospedeiros humano e/ou vegetal (QUEIROZ-TELLES et al., 2017b), sendo 

considerado um mecanismo de adaptação evolutiva associada  a sobrevivência 

dentro do tecido do hospedeiro. Neste contexto, as células muriformes tem sido 

diretamente relacionadas a respostas granulomatosas intensas, bem como à evasão 

de mecanismos imunológicos em hospedeiros animais, sinalizando assim o início da 

cromoblastomicose, uma doença crônica, cutânea e subcutânea de hospedeiros 

humanos e animais  (ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006). Desta forma, as células 

muriformes (FIGURA 4) permanecem como uma estrutura fundamental para o 

diagnóstico diferencial e significativo para distinção entre cromoblastomicose e 

feohifomicose. Uma vez que na feohifomicose os elementos muriformes não são 

detectados (QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). 

 
FIGURA 4 – DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL DA CROMOBLASTOMICOSE, PRESENÇA DE 

CÉLULAS MURIFORMES. 

 
A. Lesão cutânea verrucosa hiperqueratosa; B. Presença de células acastanhadas em corte 
histológico; C. Célula muriforme. FONTE: Adaptado de Badali et al. (2008), Queiroz-Telles et al. 
(2017b) e  Dong et al. (2018). 
 

2.2.1 Cromoblastomicose 

 

A cromoblastomicose humana é uma infecção crônica cutânea e subcutânea 

causada por fungos melanizados e é caracterizada por lesões cutâneas verrucosas 

que, eventualmente, levam a erupções emergentes semelhantes à couve-flor, as 

quais apresentam por células muriformes (NAJAFZADEH et al., 2009). Segundo 

Queiroz-Telles et al. (2017b), as lesões iniciais podem começar como lesão cutânea 
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eritematosa e progredir para lesão papular. Com o tempo, pode se manifestar como 

lesão papuloescamosa e evoluir com aspectos polimórficos, podendo ser confundida 

com várias doenças infecciosas e não infecciosas. A lesão inicial pode se espalhar 

localmente e produzir lesões satélites, considerando o prurido como manifestação 

clínica da doença. As lesões iniciais podem progredir assumindo vários tipos de 

formas clínicas com diferentes graus de severidade, sendo que em casos com 

evolução clínica de cromoblastomicose mais grave, mais de um tipo de lesão pode 

ser observado no mesmo paciente (CARRIÓN 1950; MCGINNIS, 1983; QUEIROZ-

TELLES; SANTOS, 2012; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b) (FIGURA 5). 

 

FIGURA 5 – TIPOS DE LESÕES EM PACIENTES COM CROMOBLASTOMICOSE 

 
A. Lesão cutânea inicial; B. Lesão nodular; C. Lesão tumoral (couve-flor); D. Lesão cicatricial; E. 
Lesão verrucosa hiperqueratosa; F. Lesão violácea em placas. FONTE: Adaptado de Queiroz-Telles 
et al. (2017b). 

 

A cromoblastomicose afeta principalmente a pele e o tecido subcutâneo, 

sendo que a disseminação para outros órgãos é extremamente rara, uma vez que 

está relacionada a infecções tanto em indivíduos saudáveis quanto em pacientes 

com comprometimento imune, e a forma de infecção depende de fatores como a 

quantidade de inóculo, a resistência do hospedeiro e a virulência do fungo 
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(ALVIANO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2006; CAMARA-LEMARROY et al., 2013; 

AZEVEDO et al., 2015b). Segundo Queiroz-Telles et al. (2017b), a disseminação 

contínua pode ocorrer lentamente e gerar novas “lesões satélites”, enquanto que 

disseminações não contínuas podem gerar lesões remotas as quais são resultado 

da autoinoculação devido ao prurido existente na área lesionada. Além disso, 

algumas espécies de leveduras negras podem causar infecções disseminadas com 

neurotropismo, causando a disseminação para o cérebro (HOOG et al., 2004; 

NAJAFZADEH et al., 2010; AZEVEDO et al., 2015b).  

Esta doença é causada pela inoculação traumática de agentes etiológicos 

encontrados no ambiente, mas nem todas as espécies são igualmente eficientes na 

causa da doença (NAJAFZADEH et al., 2010), como exemplo pode-se citar a  

F. pedrosoi como principal agente etiológico em casos de cromoblastomicose em 

regiões tropicais e, em contrapartida, em regiões semiáridas observa-se a 

predominância de C. carrionii como agente causador desta doença (MINOTTO et al., 

2001; CORREIA et al., 2010). As espécies frequentemente associadas à 

cromoblastomicose pertencem aos gêneros Fonsecaea e Cladophialophora, já 

infecções atribuídas ao gênero Rhinocladiella são menos frequentes quando 

comparado ao número de casos associados a membros do gênero Phialophora e/ou 

Exophiala (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; GOMES et al., 2016). 

O diagnóstico desta micose pode ser definido por exame micológico direto 

com a observação de células fúngicas de parede espessa acastanhadas, chamadas 

células escleróticas ou muriformes, de onde podem surgir hifas escuras septadas 

(SALGADO, 2010; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b), e por histopatologia, através da 

presença dessas células escleróticas no tecido infectado (REVANKAR; SUTTON, 

2010). Embora a visualização em lâmina de células muriformes seja obrigatória para 

a confirmação do diagnóstico de cromoblastomicose, a mesma não é suficiente para 

identificação do agente causador da infecção. Segundo Salgado (2010), para que o 

agente etiológico da doença seja identificado há a necessidade de ser feito o 

isolamento e cultivo do mesmo. Devido a isso, é importante desenvolver novas 

metodologias para o diagnóstico rápido da patologia e do tipo de agente etiológico 

com o intuito de que o tratamento seja iniciado durante o estágio de 

desenvolvimento inicial da doença. 

As espécies de Fonsecaea tem sido consideradas o principal agente causal 

de cromoblastomicose em regiões tropicais como América do Central e América do 
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Sul (GUARRO, 2012), uma vez que o estado do Maranhão é considerado o terceiro 

estado com maior número de registros de cromoblastomicose no Brasil (QUEIROZ-

TELLES et al., 2017b). Estes fungos são semelhantes quanto à pigmentação, 

morfologia, estrutura antigênica, propriedades fisiológicas e formação de conídios 

(ARAÚJO, 2008; ALVES, 2015), possuindo três espécies crípticas que podem 

causar cromoblastomicose, sendo elas F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica 

(FIGURA 6), sendo que recentemente foi descrita uma nova espécie F. pugnacius 

proximamente relacionada. 

 

FIGURA 6 – ESPÉCIES CRÍPTICAS DO GÊNERO Fonsecaea. 

 
A e B. Macromorfologia e micromorfologia de F. monophora: colônia em MEA compactas, oliváceas 
escuras, aveludadas a texturas e têm um reverso oliváceo-preto, ausência de células em brotamento, 
presença de conidiogênese simpodial com dentículos sem corte, com conídios isolados ou em 
cadeias curtas; C e D. Macromorfologia e micromorfologia de F. nubica: colônia em MEA compactas, 
oliváceas escuras, aveludadas a texturas e têm um reverso oliváceo-preto, ausência de células em 
brotamento, presença de conidiogênese simpodial com dentículos sem corte, com conídios isolados 
ou em cadeias curtas; E e F. Macromorfologia e micromorfologia de F. pedrosoi: colônia em MEA 
compactas, oliváceas escuras, aveludadas a texturas e têm um reverso oliváceo-preto, ausência de 
células em brotamento, presença de conidiogênese simpodial com dentículos sem corte, com 
conídios isolados ou em cadeias curtas; G e H: Macromorfologia e micromorfologia de Fonsecaea 
pugnacius: colônia em SGA compacta, aveludada a lanosa, cinza oliváceo, reverso negro oliváceo e 
conidióforo ereto, marrom oliváceo e densamente ramificado na região apical. Barras de escala de 10 
μm e M.O. em aumente de 400X. FONTE: Adaptado de Xi et al. (2009), Azevedo et al. (2015a) e 
Feng e Hoog (2017). 

 

Para se definir o agente etiológico da doença é preciso realizar o isolamento 

do fungo em meio de cultura e microcultivo em meios de cultura apropriados além de 
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se realizar a identificação molecular através do sequenciamento de vários genes tais 

como regiões interespaçadoras ITS do DNAr, genes que codificam as proteínas β-

tubulina e actina (VICENTE et al., 2013). Sendo assim, observa-se que para a 

confirmação de espécies ainda faz se necessário disponibilizar outras metodologias, 

visando garantir um processo efetivo e mais rápido com aplicabilidade prática. Neste 

contexto nos últimos anos tem sido relatado para estes agentes a busca por novas 

metodologias de identificação e detecção específica a fim de auxiliar na detecção 

em amostras biológicas e ambientais e, futuramente, em estudos de diagnóstico e 

epidemiológico da doença (TSUI et al., 2011), como por exemplo, marcadores para 

PCR espécie-específica (ABLIZ et al., 2003), sonda cadeado RCA (NAJAFZADEH et 

al., 2011, 2013, 2018), amplificação isotérmica mediada por Loop (LAMP) 

(NAJAFZADEH, 2011), hibridização in situ por fluorescência (FISH) (LAU et al., 

2009) e comprimento de fragmento polimórfico amplificado (AFLP) de espécies 

crípticas de fungos dematiáceos (NAJAFZADEH, 2011).   

A espécie F. pugnacius foi recentemente descrita como novo agente causal 

de cromoblastomicose (AZEVEDO et al., 2015a, 2015b) uma vez que sua etimologia 

dá-se a agressividade da infecção em humanos. A cromoblastomicose geralmente 

ocorre na pele e no tecido subcutâneo, uma vez que os fungos raramente se 

disseminam para outros órgãos (CARRIÓN, 1975; NÓBREGA et al., 2003). O 

potencial invasivo das espécies crípticas de Fonsecaea difere significativamente 

entre elas (BADALI et al., 2008; SEYEDMOUSAVI et al., 2011), uma vez que F. 

pedrosoi e F. nubica encontram-se restritamente associadas à cromoblastomicose, 

F. monophora também está envolvida na feohifomicose do cérebro e de outros 

órgãos (NAJAFZADEH et al., 2010). Entretanto, Fonsecaea pugnacius se comporta 

de maneira diferente novamente. 

Em estudo desenvolvido por Azevedo et al. (2015b) observou-se que a 

infecção gerada por F. pugnacius, ocasionou um caso clínico crônico de 

cromoblastomicose em um paciente aparentemente imunocompetente, causando 

cerebrite secundária por disseminação para o cérebro. Além disso, as análises 

histopatológicas demonstraram que as infecções cutâneas e a cerebral apresentam 

características diferentes, onde as células muriformes são produzidas na pele, mas 

as hifas são produzidas no cérebro. Este tipo de disseminação e a aparente 

conversão para a morfologia invasiva não foi descrita ainda em F. monophora, 

levando o questionamento se este novo agente tem como peculiaridade grande 
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virulência. Devido ao fato de a espécie parece ser única, são necessários mais 

estudos em modelos animais pré-estabelecidos para abordar estas questões. 

A cromoblastomicose é uma doença negligenciada, endêmica de regiões 

tropicais e subtropicais cosmopolita que afeta principalmente populações de baixa 

renda, em áreas remotas e rurais, favelas urbanas ou em zonas de conflito 

(QUEIROZ-TELLES, 2015). A doença está fortemente ligada à atividade ocupacional 

agrícola, jardineiros, lenhadores, vendedores de produtos agrícolas, que 

desenvolvem suas atividades sem sapatos de proteção, luvas ou roupas, fatores que 

favorecem a infecção por implantação (WALKER; MCGINNIS, 2014; MARQUES et 

al., 2015). No Brasil, os pacientes com cromoblastomicose são principalmente 

homens, entre 30-50 anos, trabalhadores rurais tendo como principais fatores de 

risco a falta de sapatos, luvas ou vestuários de proteção, má nutrição e hábitos 

higiênico (QUEIROZ-TELLES et al., 2009, 2015). As regiões comumente infectadas 

são os membros inferiores, como glúteos, pernas e pés, e com menor frequência 

membros superiores, como mãos e braços (FIGURA 7). Estas são lesionadas por 

espinhos contaminados ou lascas de madeira (NAJAFZADEH et al., 2009; 

QUEIROZ-TELLES et al., 2009; CORREIA et al., 2010) estando associado 

principalmente a espécies de leveduras negras dos gêneros Cladophialophora, 

Phialophora e Fonsecaea (BRUN et al., 2015; CHAABANE et al., 2015). 

 

FIGURA 7 – POPULAÇÃO COMUMENTE INFECTADA POR FUNGOS MELANIZADOS AGENTES 
DE CROMOBLASTOMICOSE. 

 
A. Extrativismo do coco babaçu em Tocantinópolis; B. Lesão cutânea verrucosa disseminada; C. 
Macromorfologia de F. pedrosoi em Sabouraud, principal agente causal de cromoblastomicose no 
Brasil. FONTE: Adaptado de Correia et al. (2010) e Hoffmann et al. (2011). 

 

2.3 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE ESPÉCIES DE Fonsecaea ASSOCIADOS À 

CROMOBLASTOMICOSE 
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A necessidade de identificação rápida e precisa de fungos patogênicos está 

aumentando, uma vez que tais informações podem influenciar diretamente no 

diagnóstico de doenças como a cromoblastomicose (ABLIZ et al., 2003; 

MOUCHALOUAT et al., 2011). Da mesma forma, a identificação das espécies do 

gênero Fonsecaea pode ser utilizada como metodologia complementar para a rápida 

caracterização de agentes etiológicos e assim inferir dados principalmente para 

estudos epidemiológicos. 

Os agentes etiológicos da cromoblastomicose reconhecidos mundialmente 

são F. pedrosoi, P. verrucosa, C. carrionii, R. aquaspersa, F. monophora e F. nubica. 

(ABLIZ et al., 2003; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). O diagnóstico laboratorial da 

cromoblastomicose baseia-se no reconhecimento das células muriformes na 

preparação do tecido e na raspagem da pele, utilizando-se o exame histopatológico 

e/ou micológico direto (ANDRADE et al., 2007). Métodos tradicionais de identificação 

com base em características morfológicas e detecção de antígenos têm sido 

utilizados clinicamente para a identificação dos mesmos, no entanto, estes métodos 

são demorados e possuem baixa especificidade.  

Um dos problemas estabelecidos entre a maioria dos fungos negros é a sua 

caracterização em nível de gênero ou espécie. Atualmente dados morfológicos não 

são suficientemente precisos e eficazes a fim de suprir todos os caracteres de 

identificação específica. Além disso, algumas espécies de leveduras negras 

patogênicas, como espécies de Fonsecaea, são crípticas, e embora apresentem 

fenótipos similares podem causar doenças distintas. Geralmente o sequenciamento 

da região ITS do DNAr e dos genes de ciclo de divisão celular (cdc42), fator de 

elongamento da tradução (EF-1α) e β-tubulina (BT2) são utilizados para identificação 

das espécies (GOMES et al., 2016; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b), entretanto na 

prática clínica métodos mais rápidos e sensíveis são necessários. 

A fim de elaborar métodos de detecção alternativos para distinção de 

agentes etiológicos de cromoblastomicose pertencentes ao gênero Fonsecaea, Abliz 

et al., (2003), Andrade et al., (2007), desenvolveram oligonucleotídeos espécie 

específicos baseados na região gênica ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr para espécie F. 

pedrosoi. Esta região é considerada conservada dentro do filo Ascomycota e é muito 

utilizada na identificação de espécies de microrganismos fúngicos, empregando 

oligonucleotídeos que são aplicáveis para o grupo taxonômico mais amplo possível 

(SCHOCH et al., 2012; IRINYI; MEYER, 2015). Entretanto, para o desenho dos 
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oligonucleotídeos espécie específicos, a região supracitada não poderia ser utilizada 

como modelo para a elaboração dos mesmos devido ao fato de apresentar pouco 

polimorfismo. Além disso, tem-se o fato de se tratar de espécies de Fonsecaea 

patogênicas, as quais são filogeneticamente muito próximas e crípticas, delimitando 

ainda mais a escolha da região alvo de especificidade. Uma alternativa para usar a 

região ITS1-5,8S-ITS2 como molde para reações de amplificação é a utilização de 

metodologias capazes de detectar polimorfismos de ponto único, como exemplo a 

sonda cadeado aliado a amplificação em círculo rolante (RCA).  

Devido a isso, torna-se necessário a busca por outro genes que contenham 

maior polimorfismo entre as espécies em questão. Pode-se citar como exemplo o 

estudo desenvolvido por Rodrigues et al., (2015) cujo utilizou a região gênica 

calmodulina (CAL) de espécies de Sporothrix de importância clínica, como S. 

brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. mexicana e S. pallida, para a elaboração de 

primer específicos, levando a amplificação de diferentes tamanhos de fragmentos e 

a especificidade e sensibilidade dos iniciadores quanto ao patógeno. Neste estudo, 

para o desenho dos oligonucleotídeos específicos para as espécies de Fonsecaea 

agentes causais da cromoblastomicose foi utilizada a região responsável pela 

produção da proteína centromere/microtubule-binding cbf5 (CBF5 (IPR020103)). 

A proteína cbf5, ainda tem função não muito estabelecida, mas faz parte do 

domínio pseudouridina sintase e archaeosina transglicosilase (PUA) a qual é 

altamente conservado e difundido em ligações entre RNA e diversos tipos de 

proteínas. Sua arquitetura tridimensional está bem estabelecida, e as estruturas de 

vários complexos PUA-RNA revelam uma superfície de reconhecimento de RNA, 

mas ampla versatilidade na maneira pela qual o motivo se liga ao RNA. O domínio 

PUA é muitas vezes parte de enzimas de modificação de RNA e 

ribonucleoproteínas, mas também foi inesperadamente encontrado fundido a 

enzimas envolvidas na biossíntese de prolina, onde desempenha um papel 

desconhecido (PÉREZ-ARELLANO; GALLEGO; CERVERA, 2007). Além disso, 

compõe o complexo proteico multisubunidade 240-kDa (CBF3) e acredita-se que o 

mesmo seja absolutamente essencial para a função do centrômero e do cinetocoro, 

um complexo estrutural multimolecular localizado no centrômero, o qual fornece 

regiões de fixação para os microtúbulos durante o fuso e contém moleculares 

motoras as quais movem os cromossomos nos microtúbulos durante a pro-metáfase 
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e a anáfase, sendo assim considerado essencial para o crescimento celular (JIANG 

et al. 1993). 

 

2.3.1  Sonda cadeado com amplificação em círculo rolante (RCA) 

 

Diferentemente da PCR diagnóstica convencional ou reação em cadeia 

polimerase quantitativa (qPCR), métodos de amplificação de sondas dependentes 

de ligase, como amplificação por círculo de rolamento (RCA) e reação dependente 

de ligase (LDR) permitem a identificação de espécies que não contêm uma 

sequência alvo apropriada, pouco polimórfica, a qual é especificamente visada por 

iniciadores convencionais (NILSSON, 2006). 

A metodologia de amplificação em círculo rolante (RCA) é um método 

isotérmico de síntese de hibridização enzimática por DNA polimerases que resulta 

em centenas de bilhões de pequenas cópias lineares únicas, de sondas de DNA 

circular. Assim, obtêm-se repetidas sequências de DNA que podem servir como um 

amplificador de sinal para detecção de determinados ácidos nucleicos e outras 

moléculas biologicamente importantes em diagnósticos de genômica e proteômica 

(NAJAFZADEH et al., 2011). A alta sensibilidade da técnica torna possível 

quantificar com precisão e confiabilidade o número de cópias do gene, bem como 

detectar genes de cópia única, complexos antígeno-anticorpo e níveis de expressão 

de RNAm em células individuais (ZHOU et al., 2008). Esta técnica permite a 

detecção de uma única alteração nucleotídica e previne uma amplificação não 

específica. Desta forma, a amplificação pela técnica RCA é particularmente útil para 

discriminar espécies proximamente relacionadas ou genótipos dentro da mesma 

espécie (SUN et al., 2011; FURUIE et al., 2015). 

A sonda cadeado é um oligonucleotídeo circularizável que consiste de dois 

segmentos complementares terminais à região 3’ e 5’ da sequência alvo, através de 

uma região genética vinculadora. Quando as regiões terminais dos oligonucleotídeos 

da sonda são justapostas à sequência de interesse, as extremidades da sonda 

podem ser ligados pela ação de uma DNA ligase, para formar uma molécula de DNA 

circular a ser amplificada (NILSSON et al., 1994) (FIGURA 8). As sondas cadeado 

apresentam estabilidade de ligação garantida por estabilizações topológicas, 

aumentando o rigor da hibridização e permitindo que diferenciem de forma mais 

eficiente sequências de base única variante (SNP). O resultado é uma ligação 
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altamente localizada, específica e uma amplificação de sinal retida a informação 

posicional (FURUIE, 2015). 

A técnica conhecida como amplificação em círculo rolante (RCA), vem sendo 

utilizada em associação com a sonda cadeado com a finalidade de ampliar sua 

especificidade e sensibilidade nas reações. Na literatura, há muito pesquisas 

direcionadas a detecção de alguns microrganismos fúngicos e bacterianos mais 

conhecidos como Candida, Aspergillus, Scedosporium (ZHOU et al., 2008), 

Pseudallescheria (LACKNER et al., 2012), Penicillium marneffei (SUN et al., 2011), 

Cryptococcus e Trichophyton (TEHRANI et al., 2014) e Streptococcus mutans 

(MOREIRA et al., 2015), tendo boa reprodutibilidade e sensibilidade. 

Recentemente, alguns autores tem conduzido seus estudos na busca de 

sondas cadeado RCA específicas com base na região ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr para 

espécies da família Herpotrichiellaceae associadas a doenças negligenciadas como 

a cromoblastomicose, Exophiala (NAJAFZADEH et al., 2013, 2018), Cyphellophora 

(FENG et al., 2013), Cladophialophora (HAMZEHEI et al., 2013) e Fonsecaea 

(NAJAFZADEH et al., 2011) e a feohifomicose, Veronaea botryosa (BONIFAZ et al. 

2013). Além do mais, Dolatabadi, Najafzadeh e Hoog (2014) desenvolveram um 

estudo mais restrito dentro da ordem Mucorales, a fim de detectar por meio de 

sonda cadeado RCA microrganismos patógenos de humanos. Neste estudo, será 

dado continuidade ao trabalho iniciado por Najafzadeh et al. (2011), o qual 

desenvolveu sondas cadeado RCA para as espécies F. monophora, F. nubica e F. 

pedrosoi, desenvolvendo uma sonda cadeado RCA para a espécie F. pugnacius, 

uma nova espécie do gênero que foi descrita recentemente como novo agente 

causal de cromoblastomicose no Brasil.   
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FIGURA 8 – ESQUEMA DE SONDA CADEADO COM AMPLIFICAÇÃO EM CÍRCULO ROLANTE. 

 

FONTE: Adaptado de Furuie et al. (2015) e Hernández-Neuta et al. (2017). 

 

 

 

 

 



35 
 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

 

Neste estudo foram utilizadas linhagens clínicas e ambientais pertencentes à 

Coleção Microbiológica da Rede Paranaense (CMRP/UFPR) as quais se encontram 

associadas à cromoblastomicose geneticamente próximas ou pertencentes a 

diferentes gêneros, como Fonsecaea monophora (CBS 269.37), F. nubica (CBS 

269.64), F. pedrosoi (CBS 271.37), F. pugnacius (CBS 139214), Cladophialophora 

carrioni (CBS 160.54), Exophiala dermatitidis (CMRP 2768) e Cyphellophora 

ludoviensis (CMRP 1317); espécies de leveduras negras de origem ambiental como 

C. imunda (CMRP2693); agentes causais de infecção sistêmica em animais tais 

como F. erecta (CMRP1635) e F. brasiliensis (CMRP2382); assim como, agentes de 

infecção cutânea e sistêmica como Sporotrix brasiliensis (CMRP2354), Histoplasma 

capsulatum e Candida albicans (CMRP 3416) e fungos sapróbios isolados com alta 

frequência a partir de amostras ambientais, como Penicillium sp (CMRP 2968) e 

Cladosporium halotolerans (CMRP 2959) (QUADRO 1). 

 
QUADRO 1 – ESPÉCIES DE Fonsecaea E OUTRAS ESPÉCIES FÚNGICAS DE IMPORTÂNCIA 
CLÍNICA E AMBIENTAL UTILIZADAS NESTE ESTUDO (continua). 

CMRP CBS Espécie Origem Localização Referências 

CMRP3416 - C. albicans Ambiental Brasil/PR Zamarchi, 2019 

CMRP2383 160.54T C. carrionii Humano Austrália Hoog et al., 2007 

CMRP2959 - C. halotolerans Ambiental Brasil/PR Zamarchi, 2019 

CMRP1724 126869 C. immunda Ambiental Brasil/MA Vicente et al., 2014 

CMRP1317T - C. ludoviensis Humano Brasil/MA Gomes et al., 2016 

CMRP2768 207.35T E. dermatitidis Humano Japão Untereiner and Naveau, 1999 

CMRP2382 119710T F. brasiliensis Animal Brasil/SE Vicente et al., 2012 

CMRP1635 125763T F. erecta Ambiental Brasil/MA Vicente et al., 2014 

CMRP1655 269.37T F. monophora Humano África do Sul Prenafeta-Boldú et al., 2006 

CMRP1640 980.96T F. multimorphosa Animal Austrália Sun et al., 2010 

CMRP1657 269.64T F. nubica Ambiental Camarões Najafzadeh et al., 2010 

CMRP1654 271.37T F. pedrosoi Humano África do Sul Hoog et al., 2004 

CMRP 1343 139214T F. pugnacius Humano Brasil/MA Azevedo et al., 2015 

24A - H. capsulatum Humano Brasil/PR Furuie et al., 2015 

CMRP2968 - Penicillium sp Ambiental Brasil/PR Zamarchi, 2019 



36 
 

 

QUADRO 2 – ESPÉCIES DE Fonsecaea E OUTRAS ESPÉCIES FÚNGICAS DE IMPORTÂNCIA 
CLÍNICA E AMBIENTAL UTILIZADAS NESTE ESTUDO (conclusão). 

CMRP CBS Espécie Origem Localização Referências 

CMRP1171 - S. brasiliensis Animal Brasil/PR Fernandes et al., 2018 

T – linhagem referencia 
FONTE: O autor (2018). 
 

3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A extração do DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por 

Vicente et al., 2013. Aproximadamente, 1 cm2 de cultura com 14 a 21 dias de 

crescimento foi transferida para um tubo tipo Eppendorf® de 2 mL contendo 400 μL 
de tampão de extração e beads de vidro. O material fúngico foi homogeneizado em 

vórtex durante 1 minuto. Subsequentemente foram adicionados 120 μL de SDS a 

10% e 10 μL de proteinase K e incubados durante 30 minutos a 55 °C e na 

sequência a amostra foi agitada em vórtex durante 3 minutos. Após a adição de 120 

μL de NaCl 5 M e 1/10 volumes de tampão CTAB a 10%, a amostra foi incubado 

durante 60 minutos a 55 °C. Subsequentemente, a mistura foi agitada em vórtex 

durante 3 minutos e na sequência misturada cuidadosamente 800 uL de clorofórmio: 

álcool isoamílico (CIA) a 24:1, sendo posteriormente centrifugado durante 10 

minutos a 16000 g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo 

Eppendorf® de volume de 2 mL com 225 μL de acetato de amônio 5 M, misturado 

cuidadosamente por inversão, incubado overnight em freezer. Em seguida, foi 

centrifugado durante 10 minutos a 16000 g e o sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo tipo Eppendorf®, sendo posteriormente adicionado delicadamente com 

500 μL álcool 96% e centrifugado durante 10 minutos a 16000 g. Por fim, o pellet foi 

lavado com 500 μL de etanol a 70% gelado e após período de secagem à 

temperatura ambiente, foi ressuspenso em 100 μL de água Ultrapura.  

 

3.3 PCR ESPÉCIE-ESPECÍFICA 

 

3.3.1 Sequência gênica e desenho de oligonucleotídeos 

 

As sequências nucleotídicas do gene CBF5 dos isolados referência, de 

isolados clínicos associadas à cromoblastomicose ou filogeneticamente próximas 
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que simulem a manifestação clínica da cromoblastomicose e isolados ambientais no 

banco de dados do CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures/Fungal Biodiversity 

Centre) e Genbank, foram utilizadas para seleção de regiões gênicas específicas de 

cada espécie e para o desenho dos oligonucleotídeos 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (APÊNDICE 1). As sequências nucleotídicas 

foram alinhadas com o software MAFFT Versão 7 (KATOH; STANDLEY, 2013),  e os 

alinhamentos da sequência do gene CBF5 foram corrigidos manualmente com o 

software, MEGA 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). 

As sequências foram utilizadas para ensaios in silico cuja finalidade foi 

identificar sítios conservados ou divergentes intraespecificamente com base no 

previamente descrito por (RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2015). Com base em 

polimorfismos nucleotídicos, foram escolhidas manualmente regiões com variações 

de 18 a 25 nucleotídeos. O software, PRIMER3 (UNTERGASSER et al., 2012), foi 

utilizado para avaliar temperaturas de fusão, percentual de conteúdos de CG, 

sequências de dímeros e erros nas sequências escolhidas. Em seguida, os 

oligonucleotídeos escolhidos foram avaliados no software MFOLD (ZUKER, 2003) 

para possível formação de estruturas secundárias. Por fim, foram selecionados os 

oligonucleotídeos.  

 

3.3.2 Ensaios in silico 

 

Os oligonucleotídeos ainda foram avaliados com PCR in silico, e os mesmos 

selecionados para especificidade por meio do programa Primer de acordo com 

Rodrigues, Hoog e Camargo (2015). 

 

3.3.3 Otimização de amplificação 

 

O DNA total das espécies de Fonsecaea e das cepas controle foram 

utilizados como molde nas reações de PCR para cada par de oligonucleotídeos 

específicos. As reações foram realizadas num volume final de 25 μL, incluindo 10 μL 

de tampão PCR Master Mix, constituído por 2 - 2,5 mM MgCl2, dNTPs 400 mM cada 

e Taq Polimerase 50 U/mL; 5,6 μL de água, 1 μL de cada um dos oligonucleotídeos 

universal e reverso (10 pmol/μL) e 2 μL de DNA alvo (30 ng/μL). As condições de 

PCR foram: desnaturação inicial de 5 minutos a 95 °C; 35 ciclos de 1 minuto a 95 
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°C, 1 minuto à temperatura de anelamento a ser definida pelo programa Primer3 

(específica para cada conjunto de oligonucleotídeos) e 1 minuto a 72 °C; extensão 

final de 10 minutos a 72 °C. Os fragmentos amplificados foram visualizados por 

eletroforese em gel de agarose na concentração de 1,6%. 

 

3.3.4 Ensaio de sensibilidade 

A sensibilidade de cada par de oligonucleotídeos foi avaliada por meio de 

PCR específica utilizando diluições em série de 10 vezes do DNA foram realizadas, 

a partir da concentração de 30 ng/μL até 0,03 fg/μL a fim de assegurar a 

amplificação confiável em baixos níveis do DNA alvo. 

 

3.4 SONDA CADEADO E AMPLIFICAÇÃO DE CÍRCULO ROLANTE (RCA) 

 

3.4.1 Seleção de região gênica de anelamento da sonda de F. pugnacius 

 

Para a seleção da região de anelamento da sonda, foram utilizadas as 

sequências disponíveis no GenBank da região ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr de duas 

linhagens de F. pugnacius (APÊNDICE 2) (GOMES et al., 2016). Além dessas, 

foram analisadas sequências nucleotídicas de outras espécies fúngicas relacionadas 

a cromoblastomicose e outras doenças de implantação, ou que simulem a 

manifestação clínica da cromoblastomicose, a fim de garantir a especificidade do 

alvo. 

 

3.4.2 Desenho da sonda cadeado 

 

As sequências da região ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr de duas linhagens de 

Fonsecaea pugnacius foram alinhadas  e ajustadas manualmente usando MEGA 7 

(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) com a finalidade de identificar posições de 

polimorfismo único potenciais nucleotídeos chave para o fechamento da sonda a ser 

construída. A fim de aumentar a eficiência ao DNA alvo, a sonda cadeado foi 

desenhada com estrutura secundária mínima e com temperatura de melting (Tm) da 

extremidade 5’ perto ou acima da temperatura de ligação (63 °C). Para melhorar a 

especificidade, a extremidade 3’ foi desenhada com Tm de 10-15 °C abaixo da 

temperatura de ligação  conforme recomendado por Najafzadeh et al. (2018). 
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3.4.3 Ensaios in silico e ensaios in vitro 

 

A sonda foi avaliada por meio de PCR in silico, uma vez que as mesmas 

foram selecionadas para especificidade com o programa Primer-BLAST (YE et al., 

2012; RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2015). Para os ensaios in vitro o DNA das 

amostras de F. pugnacius e das amostras controle (TABELA 1) foi amplificado por 

meio dos oligonucleotídeos V9G e LS266 com base no previamente relatado por 

(SUN et al., 2010). A PCR será realizada num volume de 12,5 μL de uma mistura 

reacional contendo Tampão de PCR 1x, 2.0 mM MgCl2, 25 μM dNTPs, 0.5 μM de 

cada iniciador, 1 U de BioTaq DNA polimerase e 30 ng de DNA genômico (GOMES 

et al., 2016). A amplificação será realizada nas seguintes condições: 95ºC por 4 

minutos; seguido de 35 ciclos de 95ºC por 45 segundos, 52ºC por 30 segundos e 

72ºC por 2 minutos; e 72ºC por 7 minutos. 

 

3.4.4 Ligação da sonda 

 

A reação de ligação da sonda cadeado à sequência alvo foi realizada 

utilizando um volume de 1 μL do produto da reação de PCR e em seguida 

adicionado a 2 U de pfu DNA ligase e 0.1 μM da sonda cadeado em 20 mM Tris–HCl 

(pH 7.5), 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0.1% Igepal, 0.01 mM rATP, 1mM DTT num 

volume total de reação de 10 μL. A ligação de múltiplo ciclo foi conduzida com um 

ciclo de 5 minutos a 95 °C seguido de 5 ciclos de 95 °C durante 30 segundos e 4 

minutos de ligação a 63 °C (NAJAFZADEH et al., 2013; TEHRANI et al., 2014). A 

verificação da ligação da sonda foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 

1% (VOIDALESKI, 2018). 

 

3.4.5 Exonucleólise 

 

Os resíduos de sonda não ligada e o produto de PCR molde foram removidos 

por exonucleólise realizando uma reação com volume final de 10 μL contendo 10 U 

de exonuclease I e III por reação, tendo como condições de incubação 37 °C por 30 

minutos, seguido por 94 °C por 3 minutos a fim de inativar a reação. 
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3.4.6 Reação de amplificação em círculo rolante 

 

Dois microlitros do produto de ligação foram usados como molde para a 

reação de RCA. As reações foram realizadas em um volume de 12 μL, contendo 8 U 

de Bst DNA polimerase, 400 μM da mistura de dNTP e 10 pmoL de cada iniciador do 

RCA em água destilada. A circularização da sonda foi amplificada através de 

incubação a 65 °C por 60 minutos, seguidos de 2 minutos a 85 ºC. A acumulação 

dos produtos de DNA dupla fita foi visualizada por eletroforese em gel de agarose a 

1,6%. Reações positivas eram detectadas pela visualização de um padrão de banda 

“em escada” semelhante ao Ladder. 

 

3.4.7 Ensaio de sensibilidade e limite de detecção 

 

A sensibilidade da sonda foi avaliada a fim de assegurar a amplificação em 

baixos níveis de DNA alvo. Diluições em série de 10 vezes do DNA amplificado 

foram realizadas, iniciando a partir de concentrações de 2 ng/μL até 0,02 fg/μL. O 

protocolo para reação de ligação foi  descrito no item 4.5.5. O número de cópias de 

DNA foi calculado com base no número de Avogadro usando a equação: (ng/μL x 

6.022 x 1023)/(pb x 1 x 109 x 650). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 DESENHO DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS ESPECÍFICOS E PCR ESPÉCIE-

ESPECÍFICA in vitro 

 

Para o desenho dos oligonucleotídeos FOMO, FONU, FOPE, FOPU foi 

utilizado uma região do gene CBF5 (Centromere microtubule-binding protein) do 

DNAr responsável pela produção da proteína centromere/microtubule-binding cbf5 

(CBF5). A mesma foi escolhida com base em análise de transcriptoma da espécie F. 

monophora desenvolvidos por Gomes e Vicente (2018). 

A partir do desenho dos oligonucleotídeos com bases na região CBF5 

(Centromere/microtubule-binding protein cbf5) do gene DNAr foram obtidos os 

oligonucleotídeos iniciadores FOMO, FONU, FOPE e FOPU para as espécies F. 

monophora, F. nubica, F. pedrosoi e F. pugnacius, respectivamente. A sequência e 

características destes marcadores foram apresentados na tabela 2.   

Ensaios in silico foram realizados para a avaliação da existência de dímeros, 

harpin e percentual de guanina e citosina utilizando a plataforma Primer-BLAST (YE 

et al., 2012), no National Center for Biotechnology Information (NCBI), PCR Primer 

Stats (STOTHARD, 2000) e IDT (Integrated DNA Technologies), e os resultado 

demostraram que cada conjunto de primer apresentava especificidade a nível de 

espécie (QUADRO 1). 

 

QUADRO 3 – OLIGONUCLEOTÍDEOS DELINEADOS NESTE ESTUDO. 

Oligos Sequência (5’ – 3’) Tm (°C) %GC Fragmento Espécie alvo 

FOMO_F TAAGCGCATATTGCGGGTAGAGAA 62,3 45,8 
907 pb F. monophora 

FOMO_R AAAGCGGATGAGAGGAAGTGG 60 52,3 

FONU_F AAGTCCCCAAACGGAACACT 59,4 

60,0 

50 
363 pb F. nubica 

FONU_R CAGCAGCAATCCCAGGTGTA 50 

FOPE_F AGCTCCAATTAACGTGACAATTC 57,7 

59,8 

40 
500 pb F. pedrosoi 

FOPE_R TGACCCAGAAAACGCCAAGA 50 

FOPU_F CGATTCCTGTTGGTTGCAC 57,2 52,2 
351 pb F. pugnacius 

FOPU_R TGAGAGGAGGTCGTTGAAATAGT 58,9 43,4 

FONTE: O autor (2018). 
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Para padronização de ensaios in vitro, foram testadas diferentes condições 

para as reações de PCR específica como gradiente de temperatura (50 – 65 ºC) e 

diferentes concentrações de DNA, oligonucleotídeos e MgCl2 (Cloreto de Magnésio). 

Cada par de oligonucleotídeos apresentou características específicas sendo elas 

apresentadas na figura 9 (A-D) e sumarizadas e no quadro 3. 

 

FIGURA 9 – REAÇÃO DE PCR ESPÉCIE-ESPECÍFICA NAS ESPÉCIES DE Fonsecaea AGENTES 
DE CROMOBLASTOMICOSE  

 
A. Produto da reação de PCR específica: A. F. monophora; B. F. nubica; C. F. pedrosoi. D. F. 
pugnacius. Sendo M – Ladder 1kB; 1 – F. monophora; 2 – F. nubica; 3 – F. pedrosoi; 4 – F. 
pugnacius; 5 – branco; FONTE: O autor (2018). 

 
QUADRO 4 – CONDIÇÕES ÓTIMAS PARA REAÇÃO ESPÉCIE ESPECÍFICA DOS OLIGOS 
DESENHADOS NESTE ESTUDO. 

Oligos Sequência (5’ – 3’) DNA MgCl2 Anelamento Fragmento 

FOMO_F TAAGCGCATATTGCGGGTAGAGAA 
30ng 2mM 60 °C 970 pb 

FOMO_R AAAGCGGATGAGAGGAAGTGG 

FONU_F AAGTCCCCAAACGGAACACT 
30ng 2,5mM 58 °C 363 pb 

FONU_R CAGCAGCAATCCCAGGTGTA 

FOPE_F AGCTCCAATTAACGTGACAATTC 
15ng 2mM 62 °C 500pb 

FOPE_R TGACCCAGAAAACGCCAAGA 

FOPU_F CGATTCCTGTTGGTTGCAC 
30ng 2mM 58° C 351 pb 

FOPU_R TGAGAGGAGGTCGTTGAAATAGT 

F – universal; R – reverso; FOMO – F. monophora; FONU – F. nubica; FOPE – F. pedrosoi; FOPU – 
F. pugnacius. FONTE: O autor (2018). 

 

Embora as espécies F. monophora, F. nubica, F. pedrosoi e F. pugnacius 

sejam consideradas crípticas, e muito próximas considerando a variabilidade 
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genética da região ITS, para a região do gene CBF5 observou-se que os primers 

específicos desenhados geraram fragmentos de tamanho diferentes o que possibilita 

a identificação efetiva das espécies. Os ensaios in vitro demonstram que o 

oligonucleotídeo específico de F. monophora apresentava tamanho de fragmento 

menor do que o tamanho de fragmento esperado. Como relatado por (NOCKER; 

BURR; CAMPER, 2007), o diferencial existente no produto de amplificação esperado 

e o amplificado não é relatado na literatura, uma vez que, dependendo do iniciador, 

há a possibilidade de promover a amplificação de fragmentos de até 5kB. Logo, 

entende-se que esta variação é própria do par de iniciadores desenhado neste 

estudo, levando em consideração aspectos como formação de grande quantidade 

de dímeros e harpin e diferenças na temperatura de melting (Tm) das extremidades 

3’ e 5’ (WANG; SEED, 2006).  

No entanto, como houve diferença disparidade entre o tamanho de 

fragmentos esperados e obtidos, os produtos das reações de PCR foram 

submetidas a sequenciamento e assim, confirmadas quanto à especificidade e 

região alvo. Além disso, os ensaios de sensibilidade demonstraram que o 

oligonucleotídeo espécie-específicos FOPUG é capaz de detectar até 30ng de DNA 

por μL de amostra e os oligonucleotídeo espécie-específicos FOM, FON E FOPE de 

detectar até 3ng de DNA por μL de amostra (FIGURA 10). 

 

FIGURA 10 – ENSAIO DE SENSIBILIDADE PARA AMPLIFICAÇÃO DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS 
ESPÉCIE-ESPECÍFICO em Fonsecaea spp. 

 
Oligonucleotídeos específicos: FOMO (F. monophora), FONU (F. nubica), FOPE (F. pedrosoi), FOPU 
(F. pugnacius) testados em diluição seriada de 10x. FONTE: O autor (2018). 
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Estudos relacionados à identificação específica em nível de gênero destes 

patógenos tem sido desenvolvidos com a finalidade de distinguir agentes etiológicos 

de cromoblastomicose pertencentes ao gênero Fonsecaea de outros gêneros 

agentes causais da doença. Uma das metodologias utilizadas para caracterização a 

nível de espécie que pode ser citada é a técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) com iniciadores específicos (ABLIZ et al., 2003).  Abliz et al., (2003), Andrade 

et al., (2007), desenvolveram oligonucleotídeos espécie específicos baseados na 

região gênica ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr para a espécie F. pedrosoi e espécies do 

gênero Fonsecaea, respectivamente. A região espaçador interno transcrito (ITS) é 

conservada e pouco polimórfica dentro do filo Ascomycota sendo muito utilizada 

para a diferenciação filogenética entre espécies fúngicas (HADZIAVDIC et al., 2014). 

Entretanto, os agentes causais de cromoblastomicose pertencentes ao gênero 

Fonsecaea são considerada espécies crípticas muitos próximas filogeneticamente, o 

que faz da região supracitada um local com grandes limitações para o 

desenvolvimento de iniciadores espécie-específicos. Sendo assim, neste estudo, a 

partir de dados transcriptômicos ainda não publicados (GOMES;VICENTE, 2018), foi 

possível buscar genes com importância significativa no processo infeccioso causado 

por F. monophora. 

 A reação de PCR constitui-se em um instrumento diagnóstico valioso, 

notadamente no caso de doenças infecciosas, devido à sua capacidade em detectar 

agentes com maior sensibilidade e especificidade (NOCKER; BURR; CAMPER, 

2007). A identificação morfológico de colônias nem sempre se correlaciona com 

ensaios moleculares para alguns isolados de Fonsecaea, provavelmente devido ao 

alto pleomorfismo dos fungos dematiáceos (HOOG et al., 2004). Portanto, métodos 

baseados em PCR com marcadores espécie específicos e outros métodos 

moleculares são procedimentos mais precisos e com maior acuracidade para a 

identificação do gênero Fonsecaea, particularmente para isolados com baixa 

conidiogênese (ANDRADE et al., 2007). 

 

4.2 DESENHO DE SONDA CADEADO E RCA 

 

Para o desenho da sonda cadeado FPgP foi utilizado a região ITS1-5,8S-

ITS2 do DNAr com base no descrito previamente por Najafzadeh (2011) para F. 

pedrosoi, F. monophora e F. nubica. A partir desta metodologia empregada obteve-
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se uma sonda cadeado com 94 pb de sequência (5’P – cagggcggtcctccagcggatca 

TGCTTCTTCGGTGCCCATtacgaggtgcggatagctacCGCGCAGACACGATAgtctagaga

acacccgtga3’) e com temperatura das extremidades 3’ e 5’ igual a 47,4 °C e 62,4 °C, 

respectivamente (FIGURA 11). A fim de avaliar e confirmar a especificidade da 

mesma foi realizado ensaios in silico uma vez que esta foi submetida à plataforma 

Primer-BLAST (YE et al., 2012), no National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), e testada perante diferentes banco de dados como, Ref-Seq mRNA, 

Genome (reference assembly from selected organisms and chromosomes from all 

organisms), e non-redundant, incluindo Eukarya (taxid:2759), Fungi (taxid:4751), 

Bacteria (taxid:2), and Viruses (taxid:10239) e os resultados demonstraram que a 

sonda desenhada  era específica  para a espécie Fonsecaea pugnacius. 

Atualmente, sondas para diferentes espécies de fungos dematiáceos tem sido 

testadas para F. monophora, F. nubica e F. pedrosoi (NAJAFZADEH et al., 2011), E. 

angulospora, E. aquamarina, E. castellanii, E. equina, E. dermatitidis, E. jeanselmei, 

E. oligosperma, E. opportunistica, E. pisciphila, E. salmonis, E. spinifera e E. 

xenobiotica (NAJAFZADEH et al., 2013, 2018). 

 

FIGURA 11 – SONDA CADEADO COM INICIADORES RCA PARA A ESPÉCIE Fonsecaea 
pugnacius. 

 
Nucleotídeos sinalizados correspodem ao local de anelamento na região ITS1-5,8s-ITS2 do DNAr. 

FONTE: O autor (2018). 

 

 

Os produtos de PCR das mesmas foram avaliados quali-quantitativamente e 

com base em testes previamente realizados por Voidaleski (2018), os mesmos foram 

diluídos em concentrações de 2, 1,5, 1 e 0,5 ng/μL com o intuito de encontrar a 

concentração padrão de melhor eficácia da sonda FOPG. O melhor resultado nas 

reações de ligação para especificidade da mesma foi encontrado quando utilizado 
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sonda em concentração de 10-5 μM e produtos de PCR diluído a 2 ng/μL (Figura 12A 

e 12B), quando comparado as demais condições testadas. 

Uma vez que se estabeleceu o “padrão ouro” de amplificação da sonda, deu-

se a avaliação do nível de sensibilidade da mesma, realizando diluições em série de 

10 vezes do DNA amplificado, começando com 2ng/μL e terminando com 0,02fg/μL. 

Submetendo as diluições as condições da reação de ligação e RCA descritas nos 

itens 4.5.5 e 4.5.7, respectivamente, obteve-se padrão de amplificação em escada 

até a diluição 10-5 (Figura 12C). Logo, o número de cópias por reação se deu a partir 

do cálculo com base no número de Avogadro resultando em 2,87x109 cópias de 

DNA. O resultado obtido indica que a sonda FOPG é mais sensível do que as 

sondas HcPL2 e FOP padronizada em estudos realizados por Furuie et al. (2015) e 

Voidaleski (2018), respectivamente, pois é capaz de diagnosticar e reconhecer 

fragmentos menores quando equiparado à sensibilidade das sondas cadeado 

supracitadas. 

 

FIGURA 12 – PADRONIZAÇÃO DA AMPLIFICAÇÃO E LIMITE DE DETECÇÃO DA SONDA 
CADEADO FPgP POR RCA PARA AS ESPÉCIES DE Fonsecaea DE ORIGEM CLÍNICA E 

AMBIENTAL 

 
(A) M – Ladder 1KB; 1 – F. erecta; 2 – F. pedrosoi; 3 – F. monophora; 4 – F. nubica; 5 – F. pugnacius; 
(B) M – Ladder 1Kb; 1 – F. brasiliensis; 2 – F. monophora; 3 – F. multimorphosa; 4 – F. nubica; 5 –  
F. pedrosoi; 6 – Cladophialophora immunda; 7 – C. carrionii; 8 – Cladosporium halotoleran; 9 – 
Candida albicans; 10 – Penicillium sp; 11 – Cyphellophora ludoviensis; 12 – Exophiala dermatitidis; 13 
– Sporothrix brasiliensis; ao 14 – Histoplasma capsulatum; 15 – Fonsecaea pugnacius; (C) Ensaios 
de sensibilidade da sonda RCA FPgP usando amplicons da região ITS de F. pugnacius conforme 
mostrado nas faixasM – Ladder 1Kb; 1 – 2,87x109; 2 – 2,87x108; 3 – 2,87x107; 4 – 2,87x106; 5 – 
2,87x105; 6 – 2,8x104; 7 – 2,8x103; 8 – 2,8x102. FONTE: O autor (2018). 

 

A amplificação em círculo de rolamento é um processo enzimático isotérmico 

onde um oligonucleotídeo pequeno de DNA/RNA é amplificado para formar um 

DNA/RNA de fita longa usando um molde circular (ALI et al., 2014). Ao desenhar um 

molde para a reação de RCA, como exemplo a sonda cadeado, o molde pode ser 
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personalizados para incluir sequências funcionais como aptâmeros de DNA (ZHANG 

et al., 2013), DNAzimas (DONG et al., 2013), domínios espaçadores (ZHANG et al., 

2013) e enzimas de restrição (ZHAO et al., 2006). Além disso, materiais 

multifuncionais com diversas propriedades, incluindo bioreconhecimento, 

sensoriamento e imagem podem ser facilmente elaborados por hibridação de 

produtos RCA com oligonucleotídeos complementares associados a porções 

funcionais, incluindo fluoróforos, biotina, anticorpos e nanopartículas (LINCK et al., 

2012). 

A amplificação em círculo rolante (RCA) pode amplificar um fragmento de 

ligação mais de mil vezes, tornando-o ideal para inúmeras aplicações que exigem 

detecção ultrassensível. A natureza isotérmica desta técnica fornece novas 

possibilidades para diagnósticos em pronto-atendimentos, quando comparado a 

outras técnicas, como a PCR, que necessita de instrumentos sofisticados e caros, 

como exemplo o termociclador. Devido a estas características atraentes, uma 

variedade de plataformas baseadas em RCA foram desenvolvidas para detectar 

uma ampla diversidade de alvos, incluindo DNA, RNA, SNP, proteínas, patógenos e 

células doentes (ALI et al., 2014). 

A detecção de sequências específicas de DNA ou RNA e a análise de 

variações de ponto único no DNA, por exemplo, SNPs, são de grande interesse para 

a área médica, identificando variações genéticas e direcionando o diagnóstico. 

Existem dois métodos comuns de RCA usados para detectar ácidos nucléicos. No 

primeiro, os ácidos nucleicos alvo podem servir como iniciador para induzir a 

formação de produtos de RCA através de um molde de DNA circular pré-fabricado 

(MASHIMO et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2010). Na segunda metodologia, a qual 

foi empregada neste trabalho, os ácidos nucleicos alvos são usados como um link 

para conectar as extremidades de um oligonucleotídeo de DNA circularizável 

("sonda cadeado") seguido por oligonucleotídeos de RCA, utilizando o mesmo alvo 

que o iniciador ou adicionando um iniciador de DNA curto externo. Para circularizar a 

sonda cadeado a ser utilizada no processo RCA, é essencial que ambas as 

extremidades da mesma sejam totalmente hibridizadas com os ácidos nucleicos 

alvos, proporcionando assim seletividade extremamente alta (ALI et al., 2014). 

Um dos objetivos do presente estudo foi iniciar uma técnica de identificação 

baseada em RCA para detecção altamente específica e rápida da espécie 

Fonsecaea pugnacius, descrito como novo agente causal de cromoblastomicose por 
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Azevedo et al. (2015). O método RCA teve bom desempenho e reprodutibilidade 

relatados em diversos estudos realizados dentro do filo Ascomycota, como por 

exemplo, em Candida, Aspergillus, Scedosporium (ZHOU et al., 2008), Cryptococcus 

(TRILLES et al., 2014), Trichophyton (KONG et al., 2008), Fusarium (DAVARI et al., 

2012), Exophiala patogênico em humanos (NAJAFZADEH et al., 2013), Talaromyces 

marneffei (SUN et al., 2011), Scedosporium (LACKNER et al., 2012), Rhizopus 

(DOLATABADI; NAJAFZADEH; HOOG, 2014) e Fonsecaea (NAJAFZADEH et al., 

2011). Uma alternativa de baixo custo à RCA pode ser a amplificação isotérmica 

mediada por loop (LAMP). Esta técnica utiliza um conjunto de seis iniciadores 

oligonucleotídicos com oito locais de união que se hibridizam particularmente com 

várias partes de um gene alvo (SUN et al., 2010). Najafzadeh et al. (2011) 

compararam a detecção de RCA e LAMP para espécies de Fonsecaea patogênicas 

humanas e constataram que o LAMP era extremamente sensível, mas o RCA se 

tornou mais específico. 

Resultados parciais para avaliação de carga fúngica indicam a capacidade 

invasiva e de disseminação do patógeno, uma vez pode-se encontrar os mesmos 

em amostras de sangue e coxim plantar. Ainda assim, análises histopatológicas 

estão em andamento. Embora haja um gasto considerável para a confecção da 

sonda cadeado, sabe-se ainda que toda a técnica de RCA é susceptível a 

adaptação, o que contribui para que essa metodologia possa ser implementada 

como exame laboratorial de rotina para doenças fúngicas. 

Acredita-se que estes marcadores moleculares específicos podem ser 

utilizados com a finalidade de detecção molecular, estudos epidemiológicos e, 

aliados a avaliação de carga fúngica e análise de citocinas pró-inflamatórias, 

caracterizar a evolução clínica. Sendo assim, espera-se que sejam desenvolvidos 

estudos direcionados a aplicação desses marcadores em amostras biológicas sendo 

elas provenientes de material animal como, camundongos (BALB/c e C57/BL6), 

ratos Wistar e larvas de Tenebrio molitor; e provenientes de tecido humano como 

biópsia de lesão cutânea humana e/ou animal e abcessos cerebrais. 
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5 CONCLUSÕES  

 

De acordo com os resultados deste estudo, os oligonucleotídeos específicos FOMO, 

FONU, FOPE e FOPU e a sonda FPgP demonstraram-se eficientes perante 

análises, in silico e in vitro, sendo passível de utilização para identificação e 

detecção rápida e específica de agentes de cromoblastomicose causada por 

espécies de Fonsecaea, permitindo as seguintes conclusões: 

 

 O gene CBF5 se demonstrou suficientemente polimórfico para que fosse possível 

o desenvolvimento de iniciadores espécie específico utilizando o mesmo como 

molde. 

 Apesar de a região ITS1-5,8S-ITS2 do DNAr apresentar pouca variação 

interespecífica para as espécies de Fonsecaea, foi possível o desenvolvimento de 

uma sonda cadeado RCA para a espécies Fonsecaea pugnacius. 

 Os ensaios in silico e in vitro realizados demonstraram que tanto os 

oligonucleotídeos espécie específicos FOMO, FONU, FOPE e FOPU e quanto a 

sonda cadeado RCA, FPgP, são específicos quanto as espécies alvos respectivas, 

agentes de cromoblastomicose. 

 Ensaios de especificidade e sensibilidade para os marcadores demonstraram 

resultados promissores para que futuramente seja feita a detecção destes 

patógenos em amostras biológicas, contribuindo intrinsicamente para avanços em 

estudos epidemiológicos e diagnósticos. 
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