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RESUMO

A cromoblastomicose € defininda como uma micose de implantagéo, no qual o agente
causal encontra-se no ambiente e se implanta no tecido subcutaneo do hospedeiro
através de um trauma normalmente causado por espinhos de plantas vivas,
inoculando nos tecidos do hospedeiro estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo
que irdo se transformar em células septadas e pigmentadas, conhecidas como células
muriformes, consideradas a forma parasitaria da doenca. Embora os dados
epidemiologicos comprovem a fonte de infeccdo ambiental da doenga, os aspectos
associados a ecologia e viruléncia destes agentes ainda nao estdo totalmente
elucidados, sendo necessario o estabelecimento de modelos biolégicos adequados
para o melhor entendimento ddos mecanismos de viruléncia envolvidos na evolugao
clinica desta doenca. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar
transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens de Fonsecaea pugnacius, um
dos agentes causais da cromoblastomicose, visando obter uma linhagem de origem
clinica marcada molecularmente para estudos do potencial de viruléncia e mecanimos
de infecgdo. A linhagem transformada foi aplicada em modelos de estudo da relagao
parasita/hospedeiro e da mesma forma utilizada para investigar os mecanismos
relacionados a rota de infeccdo. Um total de 43 transformantes com o plasmideo
controle (pPAD1625) e 3 com o plasmideo contendo o gene de fluorescéncia (DsRed)
foram obtidos (pCAMDsRed). Os mutantes obtidos por meio de transformacéao
mostraram-se estaveis, porém nao fluorescentes. Entretanto, a transformacgao foi
confirmada por PCR primer-especifico. Dois organismos com cada plasmideo foram
selecionados aleatoriamente inoculados nos trés espécimes vegetais selecionados
como hospedeiros para os testes in vitro (Bactris gasipaes, Butia odorata e Mimosa
pudica). Amostras de plantas contaminadas e da solugdo fungica contendo
107cels/mL da linhagem transformada de F. pugnacius foram inoculadas via lesdo
traumatica em camundongo BALB/c. De acordo com os resultados iniciais foi possivel
visualizar sinais de inflamag¢ao nos animais inoculados com espinhos contaminados,
nos quais foi possivel observar estruturas fungicas vegetativas no local da leséo
traumatica. Tais resultados indicam a capacidade de infegao via inoculacao traumatica
e um possivel caminho para demostracao da rota de infecgdo de F. pugnacius. Além
disso, este estudo confirmou o potencial de infecgao e a habilidade de sobrevivéncia
deste agente em tecidos vegetais. No entanto, variagbes deste modelo e
comparagdes com outras espécies sao imprescindiveis para a elucidacdo dos
mecanismos de infeccdo da espécie em questao.

Palavras-chave: Fonsecaea pugnacius, micose de implantagédo, rota de infecgao,
modelos de infeccdo, cromoblastomicose.



ABSTRACT

Chromoblastomycosis is an implantation mycosis, wherein the etiological
agent present in environmental material is inoculated in the subcutaneous tissue of the
host through a trauma, usually with plant spines, inoculating fungal vegetative and
reproductive structures into host tissues. Fungal structures in host tissue can become
septate and pigmented cells, known as muriform cells that are considered the parasitic
form of the disease. Although epidemiological data show the environmental origin of
the disease, the ecology and virulence of the agents have not been fully elucidated.
Therefore, the establishment of biological models is essential for this elucidation. In
this context, the objective of this work was use the Agrobacterium mediated
transformation (ATMT) of the Fonsecaea pugnacius, one of the agents of the disease,
in order to obtain a clinical strain molecularly marked. The transformants was applied
in animal models to investigate the mechanisms of infection and virulence. A total of
43 transformants with the control plasmid (pAD1625) and 3 with the plasmid containing
the fluorescence gene (DsRed) were obtained (p)CAMDsRed). Moreover, the mutants
obtained were not fluorescent, they were stable and the ATMT was confirmed by
primer-specific PCR. A random selection of two (n=2) transformtants expressing gene
markes of each plasmid was performed and these were inoculated into three plant
Bactris gasipaes, Butia odorata and Mimosa pudica cultured in vitro. Samples of
infected plants and as well the fungal solution containing 107cels/mL of the mutant
strain of F. pugnacius were inoculated by traumatic lesion in animal model BALB/c
mice. Inflammatory signs were present only when the animal tissue was inoculated
with contaminated spines, being observed vegetative fungal structures at the site of
the inoculation. Such results indicate the capacity of infection by traumatic inoculation
and represent a possible demonstration of F. pugnacius infection pathway. In addition,
this study confirmed the infection potential and the survival ability of this agent in plant
tissues. However, variations of the models used and comparison with other species
are required in order to elucidate the mechanisms of infection.

Key words: Fonsecaea pugnacius, implantation mycosis, route of infection, infection

models, chromoblastomycosis.
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1 INTRODUGAO

As leveduras negras sao microrganismos extremamente relevantes do
ponto de vista ecoldgico e clinico. Estes agentes tém a capacidade de viver em
ambientes oligotroéficos onde os saprébios comuns ndo sobrevivem, e ainda,
apresentam um ciclo de vida composto, com potencial de patogenicidade, o que
justifica a baixa ocorréncia ambiental e a alta capacidade de infectar animais
(SATOW et al, 2008; VICENTE et al, 2013). O potencial de infecgao destes
parece ser polifilético e consequentemente diferente entre as espécies
(VICENTE et al, 2013; NAJAFZADEH, M. J et al. 2011a; NAJAFZADEH et al.,
2011b; NAJAFZADEH et al., 2010a; DE HOOG et al, 1993; 1998; BADALI et al.,
2008). Estes agentes estdo associados a diversas doengas, as quais sao
reconhecidamente causadas por poucas espécies morfologicamente
semelhantes a sua contraparte ambiental, que em muitos casos representam
espécies que ainda ndo foram descritas (VICENTE et al., 2001).

As leveduras negras que potencialmente causam infeccdo em
hospedeiros animais pertencem a ordem Chaetothyriales (DE HOOG;
MCGINNIS, 1987), que reune, por exemplo, os causadores de doengas como a
Cromoblastomicose (CBM) e a Feohifomicose (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).
A feohimicose é caracterizada pela formagcdo de hifas ou estruturas de
reproducao do fungo no tecido do hospedeiro, podendo se estabelecer na forma
cutanea, subcutanea ou disseminada e é especialmente comum em pacientes
imunodeprimidos (AHMED et al, 2015).

A cromoblastomicose € uma micose de implantacao, frequentemente
causada através de traumas associados a material de origem vegetal, em que
ocorre a hiperproliferagado fungica no tecido hospedeiro por meio da formacgao de
células muriformes, caracterizadas por uma estrutura septada de forma
transversal ou longitudinal, consideradas uma forma de adaptagao parasitaria e,
portanto, assumida como um dos importantes mecanismos de defesa do agente
frente a resposta imunolégica do hospedeiro (QUEIROZ-TELLES et al, 2017).
Os agentes causais da doenca sao leveduras negras da ordem Chaetothyriales,

principalmente dos géneros: Cladophialophora, Exophiala, Fonsecaea,
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Phialophora e Rhinocladiella reunidos na familia Herpotrichiellaceae (AZEVEDO,
et al 2015; QUEIROZ-TELLES et al, 2015; VICENTE et al, 2013).

As espécies mais prevalentes pertencem aos géneros Cladophialophora
e Fonsecaea, distribuidos nas clades filogenéticas carrionii e bantiana. Na clade
carrionii destaca-se a espécie C. carrionii, que apresenta uma grande
distribuicdo na América Central (GONZALES et al, 2013), cuja infeccéo esta
associada ao trauma com espinhos de cactos (Stenocereus sp.). Estudos de
isolamento demonstraram que isolados obtidos desta planta eram
morfologicamente similares a C. carrionii, porém molecularmente se
caracterizava por uma espécie diferente, a C. yegresii, a qual era capaz de
formar estruturas similares aos corpos muriformes em plantas, da mesma forma
que a espécie clinica se adapta ao tecido animal (GONZALES et al, 2013;
QUEIROZ-TELES et al, 2017; VICENTE et al, 2013).

A clade bantiana reune espécies do género Cladophialophora e
Fonsecaea, incluindo espécies associadas a uma diversidade de quadros
clinicos decorrentes de infeccdo em hospedeiros animais € humanos, assim
como espécies ambientais que ainda nado foram relacionadas a infecgdes em
hospedeiros animais (VICENTE et al, 2013). Dentro da clade bantiana,
encontra—se o cluster das espécies de Fonsecaea que agrupa 0s principais
agentes da cromoblastomicose, como F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e a
F. pugnacius recentemente descrita (DE AZEVEDO et al, 2015; NIMRICHER et
al, 2005; QUEIROZ-TELLES et al., 2017; STERFLINGER et al, 2015; VICENTE
et al, 2013). Embora agentes causais de cromoblatostomicose, estas espécies
se diferenciam quanto a disseminacao no tecido, F. pedrosoi e F. nubica tem
sido relatada apenas como agentes causais de infecgdo subcutanea (DE HOOG
et al, 2004; NAJAFZADEH et al, 2010a), enquanto F. monophora e F. pugnacius
podem, além da cromoblastomicose (CBM), causar a doenga disseminada
denominada de feohifomicose (AZEVEDO et al, 2015; DE HOOG et al, 2004.
NAJAFZADEH et al, 2010b). Em animais destacam-se as espécies: F.
multimorphosa e F. brasiliensis que causam infecgdo disseminada em gatos e
em caranguejos, respectivamente (NAJAFZADEH et al., 2011b; VICENTE et al.,
2012), as quais se reunem em grupos distintos dentro da clade bantiana. Quanto

a infeccao subcutanea, existem poucos relatos da infecgdo subcuténea nestes
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hospedeiros, como por exemplo em sapos (MILLER et al, 1992) e ras (ELKAN;
PHILPOT; 1973), porém nestes hospedeiros, as formas parasitarias nao
apresentam morfologia tipica de corpos muriformes (ELKAN; PHILPOT; 1973;
MILLER et al, 1992).

Ainda, dentro do género Fonsecaea existem espécies de origem
ambiental, como a F. erecta e F. minima, isoladas de plantas vivas, associadas
ao risco de trauma, em regides endémicas brasileiras (VICENTE et al, 2013), as
quais estdo geneticamente relacionadas as espécies de origem clinica, mas
foram filogeneticamente identificadas como um novo taxon (GONZALES et al,
2013; QUEIROZ-TELES et al, 2017; VICENTE et al, 2013).

De acordo com a literatura, varios espécimes vegetais tém sido
associados como fonte de infeccdo da doenga, como por exemplo a planta
Mimosa pudica no estado do Para (SALGADO et al, 2004). E ainda, algumas
espécies de palmeira, a planta babacu relatada como a principal fonte de risco
da infec¢cdo no estado do Maranhdo, uma das areas de maior prevaléncia da
doenga no Brasil e na América do Sul, onde supbe-se que o agente mais
relevante seja a espécie F. pedrosoi (MARQUES et al, 2006; SILVA et al, 1995).

Estudos recentes utilizando modelos vegetais e animais, avaliando o
potencial de viruléncia de isolados ambientais por meio de testes in vitro,
demonstraram diferengcas significativas entres espécies estritamente
relacionadas a infecgdo subcutanea em humanos (F. pedrosoi e F. monophora)
e aquelas de procedéncia ambiental, no caso F. erecta (FORNARI et al, 2018).
Entretanto, existem ainda diversas lacunas em relacdo a rota de infecgao da
doenca e ao ciclo evolutivo destes agentes. Dentro deste contexto, o presente
trabalho visou desenvolver modelos robustos de reproducdo da doenca em
animais, como o camundongo BALB/c, e em plantas, utilizando espécies
vegetais com espinhos, originarias de area endémica da doenca.
Adicionalmente, foi realizada a agrotransformacdo dos fungos visando o
estabelecimento de linhagens marcadas apropriadas para estudos em modelos
animais e vegetais, objetivando o entendimento da interagdo parasita hospedeiro
e assim, elucidar questdes relacionadas a ecologia destas espécies assim como

aspectos relacionados a rota de infecgcao da doencga.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a interagao parasito-hospedeiro, assim como a rota de infecgao da
espécie Fonsecaea pugnacius por meio de ensaios em hospedeiros animais e

vegetais com linhagens transformadas.

1.1.2 Objetivos especificos

e Agrotransformar a espécie F. pugnacius com genes de fluorescéncia DsRed;
e Avaliar o potencial da planta Mimosa pudica e das espécies de palmeiras
Pupunha (Bactris gasipaes) e Butia (Butia odorata) como material vegetal de
infecgao;

e Testar o potencial de infecgcao da linhagem de Fonsecaea pugnacius mutante;
e Avaliar um modelo de estudo para F. pugnacius por meio de infeccdo de
plantas micropropagadas;

¢ Avaliar o potencial de infecgao de espinhos infectados em camundongos da
linhagem BALB/C.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose (CBM) é uma doenga fungica negligenciada,
endémica nas regides tropicais e subtropicais e em paises com baixo indice de
desenvolvimento, principalmente Brasil, Madagascar, China, Guatemala e
México. Esta doenga atinge principalmente homens de 30 a 60 anos, sendo
considerada, uma doenca ocupacional endémica, afetando principalmente
trabalhadores rurais, jardineiros, madeireiros e trabalhadores envolvidos em
agdes com o solo ou material em decomposicdo (MARQUES et al., 2006;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

A CBM é uma infecgao subcutanea caracterizada pela presencga da forma
parasitaria (células muriformes) dos fungos negros inoculados na pele do
hospedeiro por trauma no tecido (QUEIROZ-TELLES et al, 2017; TORRES-
GUERRERO et al, 2012; VICENTE et al, 2013). Os fungos causadores da CBM
pertencem a ordem Chaetothyriales, onde estdo os géneros Cladophialophora,
Exophiala, Fonsecaea, Phialophora e Rhinocladiella. As espécies mais
encontradas nas lesdes da CBM sao a Cladophialophora carrioni e Fonsecaea
pedrosoi (DE AZEVEDO et al, 2015; QUEIROZ-TELES et al, 2017).

Além de causar CBM, algumas leveduras negras também sao capazes
de causar micetoma ou feohifomicose. O micetoma é uma micose de
implantagdo e infeccao profunda no tecido, ocorrendo geralmente nas
extremidades inferiores, caracterizado pela presenga de granulos micéticos, ha
drenagem dos seios, aumento do numero de granulos sanguineos e tumefagéo
(SEYEDMOUSAVI et al, 2014; VAN DE SANDE et al, 2014). A feohifomicose é
cutanea e sistémica que somente ocorre em pacientes imunocomprometidos.
Seu diagndstico é realizado quando ha a identificacdo de elementos fungicos
pigmentados (hifas, pseudo-hifas e células das leveduras) (SEVERO et al,
2012).

A presencga subcutanea da doenga distingue a feohifomicose das outras
duas micoses causadas por fungos negros; a cromoblastomicose e o micetoma.
Em casos de cromoblastomicose, células muriformes com septagao ao longo de

um ou dois planos em diferentes niveis sdo observados no tecido. No micetoma,
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o fungo se apresenta nos tecidos como uma micro colénia de hifas na forma de
graos (SEVERO et al, 2012).

A CBM apresenta quatro caracteristicas: (1) inoculagao traumatica que
resulta em les&o; (2) desenvolvimento progressivo e, posteriormente, crénico de
uma lesdo cutdnea e subcutdnea, causando uma resposta
granulomatosal/fibrosa do hospedeiro, podendo formar abcessos; (3) resposta
humoral ineficaz; (4) presencga de células muriformes (forma parasitaria fungica)
(QUEIROZ-TELLES et al, 2017).

Morfologicamente as células muriformes sao constituidas pela agregacgao
de 2 a 4 células que exibem septagao transversal e longitudinal, além disso,
apresentam uma alta melanizacido externa a parede celular. Este tipo celular é
considerado um mecanismo de defesa do fungo para sobreviver no
microambiente do hospedeiro, pois quando nesta morfologia sdo altamente
resistentes a destruigdo imunolégica. Esse mecanismo demostra que a melanina
€ um fator de viruléncia importante para os fungos negros, pois além de
apresentarem um mecanismo protetor e de adaptagao as condic¢des fisioldgicas
e quimicas do tecido do hospedeiro, em fungdo da deposicdo de melanina na
superficie de células vegetativas (hifas) e reprodutivas (conidios), representam
uma barreira contra a resposta imunoldgica, além das caracteristicas
imunogénica deste pigmento (DE HOOG et al, 2007; QUEIROZ-TELLES et al,
2017; VICENTE et al, 2013).

No estudo conduzido por DA SILVA et al. em 2008, foi demonstrado que
os conidios in vitro levavam cerca de 6 dias para se converterem em células
muriformes (DA SILVA et al., 2008; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Existem
poucos estudos (BADALI et al., 2008; DA SILVA et al., 2008) em que houve a
observacao de células muriformes in vitro. Existem diversas dificuldades neste
cultivo, pois somente se formam em tecido do hospedeiro, podendo ser em
vegetais ou em animais. Para isto, pode ser feito o isolamento utilizando meio de
cultura com tecido vivo animal (BADALI et al, 2008; SANTOS et al, 2007; SUN
et al, 2012).

Modelos animais como o camundongo BALB/c, sdao frequentemente
utilizados para mimetizar a doencga, como descrito por DONG e colaboradores

(2014; 2018), onde os camundongos foram infectados com F. pedrosoi via
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inoculagdo na pata conforme FIGURA 01 (DONG et al., 2014; DONG et al.,
2018).

A via de infecgao traumatica é apoiada por relatos clinicos de pacientes
que exibem a presenca de fragmentos vegetais no local onde ocorreu o trauma
(MARQUES et al., 2006; QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SUN et al., 2012). Apds
micro ou macro feridas, € ‘rompida’ a barreira da pele e assim, ha a implantagao
do fungo no tecido do hospedeiro e, entdo, comega a conversao dos conidios e
ou fragmentos de hifas em células muriformes, consideradas um mecanismo de
resisténcia ao sistema imune do hospedeiro. Além disso, essas estruturas tém
sido fortemente relacionadas ao desencadeamento da resposta de carater
inflamatorio de aspecto crénico e granulomatoso. Inicialmente, logo apds a
implantagédo traumatica, surgem nédulos indolores, sendo bastante comum o
aparecimento das lesbes periféricas, causadas pela a auto inoculagédo ou
disseminagao pelos vasos linfaticos (FIGURA 02). Essas lesdes iniciais sé&o
moderadas de caracteristica ulcerativa e de evolugao lenta (QUEIROZ-TELLES
et al, 2017).

FIGURA 1 - IMAGENS DE LESOES CAUSADAS NA PATA DE
CAMUNDONGOS BALB/C POR F. pedrosoi

- & =, - oY I - :
LEGENDA: (A) Inoculagao de Fonsecaea pedrosoi na pata do camundongo, observacdes
realizadas nos dias 7, 14, 21, 36 e 50 apds a inoculagao. Nota-se aumento visivel do tamanho
da pata e cronificacdo da lesdo com inicio de necrose aos 50 dias. (B) Cortes histologicos
corados com hematoxicilina-eosina no aumento de 40 e depois 250 vezes, as flechas mostram
células muriformes no tecido apoés 14 dias de infecgdo.FONTE: Adaptacao de DONG et al., 2014.
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Com o tempo, a lesao inicial pode evoluir para diversas formas. Lesbes
inicias, sdo pequenas e nao pruriginosas, as células muriformes se espalham
pela pele, formando novas lesbes ao longo de meses ou anos. Estas lesbes
progridem para placas eritematosas, podendo apresentar escamas ou
ulceragdes, com bordas bem definidas, que podem se assemelhar a psoriase.
Posteriormente, essa lesdo se expande e desenvolve uma superficie verrucosa
ou papilomatosa irregular (QUEIROZ-TELLES et al, 2017; TORRES-
GUERRERO et al, 2012).

FIGURA 2 - IMAGENS DE LESOES PROVENIENTES DA
CROMOBLASTOMICOSE E AS CELULAS MURIFORMES

LEGENDA: (A) leséo cronica; (B) lesédo progressiva cutanea; (C) infecgdo fungica subcutanea;
(D) células muriformes; (E) células muriformes no tecido.
FONTE: Adaptacéo de (DE AZEVEDO et al, 2015; QUEIROZ- TELLES et al, 2017).

A classificagcao cinica das lesdes é variavel devido a versatilidade das
morfologias e apresentagdes clinicas, incluindo noédulos verrucosos ou
vegetantes, lesdes tumorais, cicatriciais ou esporotricoides (FIGURA 03). Lesbes
mistas ou polimorficas sao frequentemente encontradas nos pacientes e esta
caracteristica leva a confusdo no diagndstico, podendo ser erroneamente
caracterizado como lepra, sifilis, leishmaniose, psoriase entre outros (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al, 2012).
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As lesbes verrucosas sao semelhantes a uma couve-flor, podendo ulcerar
e haver a liberagcdo de pus devido a infeccdo. Pode haver a formacédo de
queloides e a linfadenopatia pode estar presente em pacientes com lesdes
bacterianas secundarias. Em casos avangados pode-se desenvolver linfedema
e elefantiase (QUEIROZ-TELLES et al, 2017; TORRES-GUERRERO et al,
2012).

FIGURA 3 - |IMAGENS DE LESOES PROVENIENTES DA
CROMOBLASTOMICOSE

LEGENDA: (A) lesdo nodular; (B) tumoral; (C) cicatricial; (D) plaque; (E) verrucosa.
FONTE: Adaptagéo de (QUEIROZ- TELLES et al, 2009).

Na cromoblastomicose pode ocorrer a disseminagao, sendo normalmente
vista nos membros periféricos, por meio do sistema linfatico do hospedeiro
(QUEIROZ-TELLES et al, 2017).

Os pacientes sao geralmente assintomaticos, no entanto, quando as
lesbes sao faciais, elas podem ser pruriginosas ou sensiveis. Quando em
abcessos cerebrais, ocorre a propagacéo linfatica de hifas acastanhadas. Das
lesdes crénicas pode-se desenvolver células escamosas e até carcinomas. A
cromoblastomicose néo se desenvolve em 0ssos ou musculos. Podem decorrer
de 5 a 15 anos ou mais a partir do trauma até o diagndstico ser feito (TORRES-
GUERRERO et al, 2012).

Para o diagnostico da CBM é necessario que as biopsias dos tecidos
lesionados apresentem células muriformes. Apés o diagnostico inicial da doenga,
se faz necessario o sequenciamento genético para que haja a definicdo do

género e espécie, visto que os géneros causadores apresentam excentricidades
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como o género Fonsecaea ser mais sensivel aos antifungicos do que o género
Cladophialophora, por exemplo (QUEIROZ-TELLES et al, 2017; TORRES-
GUERRERO et al, 2012).

O tratamento da cromoblastomicose consiste na unido de diversas
técnicas, as pequenas lesbes podem ser retiradas cirurgicamente, ja no caso
das lesdes maiores a taxa de cicatrizagcao € muito baixa e os pacientes devem
fazer tratamento com antifungicos sistémicos de uso continuo. Sendo uma
micose cronica e altamente resistente a maioria dos tratamentos, e ainda com a
taxa de recorréncia alta, deve-se tomar cuidado quanto a decretacdo de cura
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

O tratamento pode ocorrer com cirurgias, crio-cirurgias, termoterapia,
quimioterapias como Calciferol, Tiabendazol, Fluconazol ou a combinacgao de
cirurgias com o tratamento quimico (QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

2.2 LEVEDURAS NEGRAS

Os fungos negros (Fungos dematideos, melanizados e ou leveduras
negras) sao sapréfitas, de crescimento lento, apresentam células com formato
leveduriforme e cadeias filamentosas. Sdo encontrados na natureza, geralmente
no solo, madeira ou em residuos em decomposicdo. Recebem esta
denominacéao, ‘leveduras negras’, pois apresentam pigmentacdo escura nas
paredes celulares de células vegetativas e reprodutivas, devido ao acumulo de
melanina (DIXON; POLAK-WISS, 1991). Morfologicamente apresentam divisao
celular por brotamento e predominancia de estruturas unicelulares, mesmo
quando em desenvolvimento micelial (AJELLO, 1978; SEYEDMOUSAVI et al,
2014; TORRES-GUERRERO et al, 2012; VICENTE et al, 2013).

As leveduras negras apresentam morfologia simples, porém tém alta
resisténcia ao calor extremo, dessecagao e radiacdo UV. Pela sua grande
resisténcia, estes fungos estao presentes em ambientes nos quais a oferta de
nutrientes n&o € grande, como maquinas de lavar roupa ou de lavar louga. Estas
leveduras crescem em micro habitats, pois apresentam baixa capacidade de
competicdo com outros organismos (GUNDE-CIMERMAN; DE HOOG; GRUBE,
2011; VICENTE et al, 2008).
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As leveduras sdo divididas em trés grupos ecoldgicos: (1) organismos
saprobios que ndo causam doenca em vertebrados, como a Cladophialophora
immunda e F. minima; (2) Organismos pouco virulentos que podem ou n&o
causar patologias em mamiferos, como a F. monophora; (3) patdgenos
altamente especificos que ndo podem ser isolados diretamente do ambiente,
necessitando de tecidos vivos para seu desenvolvimento, como a F. pedrosoi e
Exophiala jeanselmei (SEYEDMOUSAVI et al, 2014; VICENTE et al, 2008).

As leveduras desta familia sdo de crescimento lento, inicialmente
leveduriforme, e com o tempo, a textura da col6nia torna-se aveludada com hifas
mononucleadas e talo regular e uniformemente pigmentado (DIXON; POLAK-
WYSS, 1991), As principais leveduras negras pertencem aos géneros
Fonsecaea, Phialophora, Cladophialophora, Exophiala e Rhinocladiella (DE
AZEVEDO et al, 2015; TORRES-GUERRERQO et al, 2012).

E possivel realizar a distingdo dos géneros com a morfologia reprodutora
desses organismos. No género Rhinocladiella os conidios s&o produzidos de
formas similares em extensdes celulares alongadas; em Fonsecaea os conidios
formam denticulos organizados em cadeias curtas; no género Cladophialophora
os conidios estdo em longas cadeias; nos géneros Phialophora e Cyphellophora
os conidios se organizam em estrutura semelhante a um colar, sendo que a
Cyphellophora tem conidios curvos e septados; Veronea tem longos conidios em
pares; e por fim a Exophiala apresenta as células produtoras de conidios em
formato anular (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Os membros do género Fonsecaea, apresentam col6nias aveludadas
planas ou levemente elevadas, tém crescimento lento e coloragao que varia do
preto, olivaceo ao cinza escuro, o seu reverso € negro. A analise de microscopia
revela a presenca de conidiéforos ramificados originando conidios primarios e
secundarios (DE HOOG et al, 2000; VICENTE, 2000).

2.2.1 FATORES DE VIRULENCIA

O potencial invasivo e de proliferacdo dentre as espécies de leveduras
negras € muito diferenciado, porém quando separados em ‘espécies ambientais’
e ‘espécies clinicas’ os mecanismos de patogenicidade se tornam muito
semelhantes (QUEIROZ-TELLES et al, 2017).
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Varios potenciais de viruléncia estdo envolvidos nas micoses causadas por
fungos negros, dentre os quais, modificacdes na superficie celular,
hidrofobicidade, secrecdo de enzimas proteoliticas e hidroliticas, moléculas de
adesado, incorporagcao de hidrocarbonetos aromaticos e especialmente a
presenca de melanina na parede celular (QUEIROZ-TELLES et al, 2017). Sabe-
se que a viruléncia e a patogenicidade estdo envolvidas com a presencga da
melanina em sua parede, na espessura que este composto gera e nas demais
consequéncias, como a termotolerancia, osmotolerancia e hidrofobicidade.
Sabe-se também que alguns desses fatores deram aos Ascomycetes a pré-
disposigéo para o crescimento no tecido de mamiferos (QUEIROZ-TELLES et
al., 2017; SEYEDMOUSAVI et al, 2014; VICENTE et al, 2013).

A melanina é o fator mais aparente, pois se encontra na parede de células
vegetativas ou nos conidios dos fungos negros, ndo sendo um fator essencial
para o crescimento, tornando-se um metabolito secundario. Esta substancia
confere as colbnias tons olivaceos préoximos ao preto. Ela apresenta trés
mecanismos que auxiliam na resisténcia dos fungos contra células imunes do
hospedeiro: i) prote¢cao contra enzimas proteoliticas; ii) prote¢cao contra oxigénio
e derivados de nitrogénio e, iii) diminuicdo da fagocitose (AJELLO, 1978;
QUEIROZ-TELLES et al, 2017; SEYEDMOUSAVI et al, 2014).

A melanina é sintetizada naturalmente e esta, obrigatoriamente, em todos
os fungos pertencentes a ordem Chaetothyriales, constituindo um pigmento de
carater hidrofobico, carga negativa e alto peso molecular. Cada espécie
apresenta uma forma de sintese desse, e podem desta forma, produzir uma
melanina diferente, tornando mais ou menos virulenta (QUEIROZ-TELLES et al,
2017; SEYEDMOUSAVI et al, 2014).

Este pigmento cria elusdo para o sistema imunologico do hospedeiro pois
interage com o o6xido nitrico (NO), agindo como um tipo de armadilha para o
elétron livre do NO, protegendo o fungo de danos oxidativos. Este efeito ndo
permite que os fagdcitos degenerem o agente (SEYEDMOUSAVI et al, 2014,
TORRES-GUERRERO et al, 2012).
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2.3 GENERO Fonsecaea

O género Fonsecaea € composto por varios agentes etioldgicos da
cromoblastomicose humana. Este género pertence a familia Herpotrichiellaceae,
que apresenta diversas espécies com potencial de causarem infeccdes
disseminadas ou cerebrais, as quais se nao tratadas a tempo podem levar a
morte do paciente (FORNARI et al., 2018; SUN et al., 2012).

As caracteristicas gerais do género sao hifas marrons e septadas,
conidioforos retos altamente ramificados no apice, os conidios sao marrons e em
forma de barril, as colénias sdo semelhantes e apresentam tons olivaceos.
Apresentam o6timo desenvolvimento a 33°C com termotolerancia de 37°C
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS et al., 2007). Este género € composto
por 8 espécies: F. nubica, F. minima, F. erecta, F. multimorphosa, F. brasiliensis,
F. monophora, F. pedrosoi e F. pugnacius (SUN et al., 2012).

F. pedrosoi é o agente causal predominante da cromoblastomicose, e
como a F. nubica € um patégeno estrito a cromoblastomicose, diferente da F.
monophora que é oportunista e pode causar a feohifomicose cerebral, ela tem
um neurotropismo acentuado (DE AZEVEDO et al., 2015; NAJAFZADEH et al.,
2010; SANTOS et al., 2007).

As espécies F. multimorphosa e F. brasiliensis sao patogénicas, mas em
animais, como o caso de descricdo da F. multimorphosa que foi isolada de uma
gata na Australia sem coordenacgao motora. A F. brasiliensis foi isolada e descrita
como um dos agentes causais da doenca do caranguejo letargico
(NAJAFZADEH et al., 2011b; VICENTE et al., 2012)

Enquanto as espécies F. minima e F. erecta descritas por VICENTE e
colaboradores em 2013, foram isoladas de espécimes vegetais procedentes de
plantas vivas e sdo consideras ambientais, FORNARI et al. realizaram a
inoculagao da F. erecta em camundongos e observou que a espécie era capaz
de ser patogénica e ainda, causar uma maior resposta imune que as espécies
conhecidamente patogénicas como F. pedrosoi e F. monophora (FORNARI et
al., 2018; VICENTE et al., 2013).

No estudo onde a F. pugnacius foi descrita observou-se um caso crénico
de cromoblastomicose, que secundariamente causou disseminagao cerebral,

mesmo com a imunidade intacta do paciente. Entretanto, as células muriformes
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foram observadas somente no tecido cutadneo/subcutaneo do hospedeiro,
enquanto que no tecido cerebral foi descrito a ocorréncia somente de hifas e
elementos leveduriformes. Quanto a capacidade invasiva embora a F.
monophora seja capaz de causar feohifomicose, ndo existe nenhum relato de
infeccdo subcutanea e sisttmica em um mesmo hospedeiro; isto sugere uma
caracteristica de viruléncia diferenciada entre as duas espécies em questao (DE
AZEVEDO et al., 2015).

2.4 ESPECIMES VEGETAIS

A cromoblastomicose é denominada de micose de implantagao traumatica
associada principalmente a fragmentos de plantas. VICENTE et al., 2013
demonstraram que agentes causais podem ser isolados de fontes ambientais,
tais como plantas vivas e/ou material em decomposic¢ao. Entretanto, de acordo
com estes estudos, as espécies procedentes de plantas vivas sao
taxonomicamente distintas das espécies agentes causais da doenca e nao
apresentam o0 mesmo comportamento quando em hospedeiro animal
(QUEIROZ-TELLES et al, 2017; VICENTE et al, 2013).

SALGADO et al., 2004 reportaram o isolamento de F. pedrosoi da planta
Mimosa pudica. No entanto, este isolado foi identificado com base em morfologia
e, desta forma, sua identidade n&o foi confirmada. O fato de ainda nao terem
sido encontradas espécies clinicas de Fonsecaea em plantas vivas, sugere que
estas podem estar altamente adaptadas ao hospedeiro animal, e sua baixa
frequéncia de isolamento sugere da mesma forma a existéncia de
microambientes, onde comum saprobios ndo coexistem (QUEIROZ-TELLES et
al, 2017; SEYEDMOUSAVI et al, 2014; SUN et al, 2012; VICENTE et al, 2013).

O nicho dos fungos negros da familia Herpotrichiellaceae ¢ de amplo
espectro e varia de acordo com a espécie em questdo, como em madeira tratada
com compostos fendlicos, residuos de mina ou solo poluido com dleo ou
petréleo. J& em ambientes mais naturais os fungos negros podem ser
encontrados em pequenas quantidades nas plantas em decomposicdo, nos
espinhos. O fato destes fungos viverem nestes microambientes correlacionando
ao fato de fragmentos de material vegetal serem encontrados nas lesées da CBM

sugere que a possivel rota de infecgao pode ser através de lesdes causadas por
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trauma com material vegetal contendo o fungo (MARQUES et al., 2006;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Acredita-se que o principal modo de transmissao majoritario da
cromoblastomicose é o trauma com solo ou material vegetal contaminado com
as leveduras negras, com frequéncia s&o encontrados fragmentos destas
plantas nas biopsias dos pacientes, como na FIGURA 04 (DE MONBRISON et
al., 2004; RUBIN et al., 1991; TSCHEN et al., 1984; WEEDON; RITCHIE, 1979).

Existem alguns vegetais previamente descritos em literatura com o
envolvimento dos agentes da cromoblastomicose como por exemplo, a palmeira
coco-babagu (Orbignya phalerata), onde foi relatado o isolamento de Fonsecaea
pedrosoi e Cladophialophora sp. de amostras do coco e de material em
decomposicdo (MARQUES et al., 2006), assim como o relato de F. pedrosoi na
planta Mimosa pudica (SALGADO et al., 2004).

Da mesma forma o cacto, Stenocereus griseus, vem sendo associado
como fonte de trauma e consequente infeccdo em regides semiaridas onde o
principal agente € a espécie C. carrionii (VICENTE et al., 2013). No entanto,
estudos in vitro demonstraram que os isolados procedentes do tecido vegetal
isolados de planta viva embora proximamente relacionados aos isolados de C.
carrionii, de procedéncia clinica, foram caracterizados molecularmente como

uma espécie distinta descrita como C. yegresii (DE HOOG et al., 2007).

No Brasil, algumas plantas, como exemplo palmeiras, tém sido
correlacionadas como fontes traumaticas de inoculacdo e associados ao
estabelecimento da lesdo primaria da doenca. Da mesma forma estudos de
isolamento ambiental nestas areas vem demonstrando que a maior parte dos
isolados obtidos de plantas vivas, pertencem a espécies diferentes dos agentes
causais da doencga. Sendo assim a elucidagdo dos mecanismos e das rotas de
infeccao ainda se faz necessaria (FORNARI et al., 2018; VICENTE et al., 2013).
O estudo de FORNARI, et al., 2018 foi o primeiro a demonstrar a habilidade das
especies cripticas de Fonsecaea agentes de cromoblastomicose de

sobreviverem no tecido de plantas vivas.
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FIGURA 4 - CORTES HISTOLOGICOS DE LESOES DE
CROMOBLASTOMICOSE COM PARTES VEGETAIS EM SEU INTERIOR

LEGENDA: (A) Lesdo da cromoblastomicose com um espinho em seu interior, corado com
hematoxilina-eosina; (B) Abcesso cistico contendo material fungico pigmentado ao redor, corado
com hematoxilina-eosina; (C) Lasca de madeira presente em lesdo rodeada de células fungicas,
corado com hematoxilina-eosina.

FONTE: adaptado de SHEIKH et al., 2007; TSCHEN et al., 1984; WEEDON et al. 1979.

2.4.1 Mimosa pudica (DORMIDEIRA)

Mimosa pudica Linnaeus € o nome cientifico para a planta popularmente
conhecida como dormideira ou ndo-me-toque, um arbusto perene encontrado na
América Tropical, Australia e india (BARNEBY, 1991). Esta planta (FIGURA 05)
apresenta diversos espinhos curvados e folhas sensiveis ao toque. Ela é
tradicionalmente usada como antimicrobiano, antidepressivo e afrodisiaco
(AHMAD et al., 2012). A dormideira apresenta caule cilindrico com espinhos
esparsamente distribuidos, espinhos higidos e que podem causar lesbes em
herbivoros que venham devorar a planta (AHMAD et al., 2012; AMADOR-
VARGAS et al., 2014).

A dormideira apresenta dois tipos de movimentos, 0 movimento rapido
das folhas quando € estimulado pelo toque ou aquecimento e o0 movimento lento
e periddico, movimento sismonastico e o movimento nictinastico, controlados
pelo seu relégio bioldgico. O movimento rapido tem um custo a planta, ha o
declinio de 40% de taxas fotossintéticas na area superficial da folha e o custo
energético no momento da abertura (AHMAD et al., 2012; BAO; ROY; CAHILL
JR, 2018).
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FIGURA 5 - ASPECTOS DAS ESTRUTURAS VEGETATIVAS E
REPRODUTIVAS DA Mimosa pudica L. (DORMIDEIRA)

LEGENDA: (A) imagem mostrando a flor, espinhos e folhas da dormideira; (B) Espinhos em
detalhe; (C e D) Imagens da dormideira com as folhas abertas e fechadas apds receber um
estimulo; (E) Fago com as sementes.

FONTE: AHMAD et al., 2012; BAO; ROY; CAHILL JR, 2018; REIS, 2012.

Esta planta foi associada a traumas e, consequentemente, as causas
iniciais da cromoblastomicose nas regides norte e nordeste do Brasil, no estudo
de SALGADO et al., 2004, isolaram o agente patogénico Fonsecaea pedrosoi
dos espinhos de um canteiro indicado pela paciente, onde ela relatou ter caido.
Os pesquisadores entdo além de realizarem o isolamento da lesao, fizeram o
isolamento dos espinhos e identificaram macro morfologicamente como F.
pedrosoi. No entanto, ndo foi realizada identificacdo molecular (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017; SALGADO et al., 2004).

Outros casos de lesdo sdo documentados em equinos, bovinos e ovinos,
onde o ambiente de pastagem do animal (piquete) foi invadido totalmente pela
dormideira, no caso dos equinos e bovinos as lesdes sao geralmente nas patas
e tornozelos, ja nos ovinos as lesdes podem ser mais altas alcangando até a
barriga dos animais. Quando retirados destes piquetes se recuperam logo das
lesbes (BARBOSA et al., 2009; REIS, 2012).

A introdugéo in vitro da M. pudica é realizada com a germinagao de suas
sementes em meio com reguladores de crescimento vegetais, o cultivo in vitro é
utilizado em estudos para descrever seus movimentos foliares (SONG; YEOM,;
LEE, 2014), estudos de crescimento funcional (MUSAH et al., 2016), diversidade
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genética (DALL’AGNOL et al., 2017) e estudos envolvendo a rota de infec¢do de
hospedeiros fungicos (FORNARI et al., 2018).

2.4.2 ESPECIES DE PALMEIRAS

Diversas espécies da familia Arecaceae foram reconhecidas como micro-
habitat das leveduras negras como a palmeira Coco Babacgu (Orbignya phalerata
Martius). Esta espécie de palmeira encontra-se na Baixada Maranhense, nesta
regiao onde a Amazébnia legal esta quase completamente desmatada. Neste
contexto, um total de 300 mil familias estdo envolvidas na extragcao das sementes
do Coco Babacu, estes trabalhadores passam o dia sentados no chao ou sob as
folnas desta palmeira, resultando em diversos machucados na regido dos
gluteos e pernas, porta de entrada para os causadores da cromoblastomicose
(MARQUES et al., 2006; MATOS et al., 2018; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

A regido da Amazbnia, maior ocorréncia da cromoblastomicose
(QUEIROZ-TELLES etal., 2017), é coberta por uma vegetacédo densa, com clima
umido e fortes chuvas, devido a estas condigcdes a Amazénia abriga diversas
espécies frutiferas amplamente conhecidas por moradores e usadas no
extrativismo local MATOS et al., 2018). Os membros da familia Arecaceae séo
comumente conhecidas como palmeiras e se adaptam melhor a regides quentes
e Umidas. Esta familia conta com 183 géneros e 2364 espécies (CANTU-
JUGLES et al., 2017).

A espécie Bactris gasipaes Kunth (FIGURA 06) é encontrada
principalmente na regido amazénica e € mais conhecida por palmeira pupunha.
Desta é extraido o palmito do tipo pupunha utilizado na alimentacdo e nao
somente o palmito pode ser consumido, como também seus frutos. Esta palmeira
ainda pode ter suas palhas utilizadas na construgao de cestas, as flores como
temperos exéticos e as améndoas para a extragdo do 6leo (GAZEL FILHO;
LIMA, 2001; MATOS et al., 2018).

A maior dificuldade no manejo da pupunheira € a colheita dos cachos,
visto que ha a presenga de espinhos no estipe (caule lenhoso), nos raques e
bainha das folhas. Estes espinhos largos e negros tornam a colheita mais

onerosa, pois os trabalhadores precisam podar ou armar protegdes sob estes
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espinhos para nao causar ferimentos (GAZEL FILHO; LIMA, 2001; MATOS et
al., 2018).

FIGURA 6 - ASPECTOS DAS ESTRUTURAS VEGETATIVAS E
REPRODUTIVAS DA PALMEIRA Bactris gasipaes Kunth (PUPUNHA)

LEGENDA: (A) Tronco da pupunha com 8 metros de altura, com énfase em seus espinhos nos
entre nos; (B) Parte apical da palmeira onde ha insercao de folhas e inflorescéncias; (C) Fruto
da pupunha; (D) Palmeiral.

FONTE: GAZEL-FILHO; LIMA, 2001.

Existem diversos estudos que utilizam a pupunha in vitro, esta apresenta
um grande interesse econdmico, e a reprodugao de genotipo de crescimento
rapido, presencga de perfilhos se torna essencial para os produtores, também ja
€ descrito na literatura a utilizacao desta planta in vitro como modelo de
reproducao de doenca (FORNARI et al., 2018), estes estudos usam a pupunha
introduzida por meio da técnica de embriogénese somatica (STEINMACHER et
al., 2011).

Outra espécie da familia Arecaceae encontrada nesta regido é a
Astrocaryum aculeatum Meyer (FIGURA 07) esta € uma palmeira oleaginosa e
monoica, apresenta tipos diferentes de inflorescéncia dependendo do sexo das
plantas. A fruta crua é consumida pela populagao local, sendo que é uma das
mais caras do mercado, justificando a produgéo in vitro de plantas geneticamente
iguais e altamente produtoras de fruto (RAMOS et al., 2012). O tronco desta
planta é altamente espinhoso incluindo inflorescéncias cobertas de espinhos
(RAMOS et al, 2016; SAGRILLO et al, 2015).
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FIGURA 7 - ASPECTOS DAS ESTRUTURAS VEGETATIVAS E
REPRODUTIVAS DA PALMEIRA Astrocaryum aculeatum MEYER (TUCUMA)

LEGENDA: A) Palmeira com mais de 10 metros de altura; (B) Parte apical da palmeira onde ha
insercdo de folhas e inflorescéncias apresentando diversos espinhos ao redor; (C) Tronco da
tucuma com énfase em seus espinhos que recobrem quase a totalidade de seu caule, seus
espinhos sao higidos e chegam a medir 8 cm.

FONTE: adaptado de RAMOS et al., 2016; SAGRILLO et al., 2015.

Enquanto que a palmeira Butia odorata Barb. Rodr. Noblick (FIGURA 08)
€ uma palmeira caracteristica no clima subtropical que ocorre em areas abertas
e na floresta de araucaria, cuja fruta e as folhas sao utilizadas para fazer
alimentos e artesanatos. O butia também apresenta compostos bioativos. Além
disso, o butia apresenta suas bainhas espinhentas, de modo que a colheita e
manuseio devem ser conduzidos de forma cuidadosa (HAUBERT et al., 2018;
HOFFMANN et al., 2017).

VICENTE (2000) em estudos de isolamento ambiental obteve isolados
da espécie de F. monophora a partir da palmeira Butia capitata. As plantas B.
capitata e Butia odorata sdo consideradas espécies irmas, porém separadas
geograficamente (LORENZI et al., 2010), sendo que a espécie B. odorata se
distribui ao longo do Rio grande Sul, enquanto que B capitata ocorre nos
estados Bahia, Goias e Minas Gerais, (SANTANNA-SANTOS et al., 2015).
Pioneiramente estudos realizados na empresa brasileira de pesquisa
EMBRAPA/Clima Temperado por FERREIRA et al,. 2017 estdo desenvolvendo
protocolos de introducdo in vitro para a espécie B. odorata, com resultados

promissores.
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FIGURA 8 - ASPECTOS DAS ESTRUTURAS VEGETATIVAS E
REPRODUTIVAS DA PALMEIRA Butia odorata Barb. Rodr. (BUTIA)

LEGENDA: (A) Palmeira butia com 2,5 metros; (B) Insercéo folear com espinhos nas raques;
(C) Infrutescéncia; (D) Regido de infrutescéncia.
FONTE: HAUBERT et al., 2018

2.5 TRANSFORMAGAO EM FUNGOS

O conhecimento dos genes ligados aos mecanismos de patogenicidade e
viruléncia € essencial para a elucidacido dos mecanismos envolvidos, para isto
existem ferramentas capazes de tornar possivel este entendimento, como a
transformacao genética (BERNARDI-WENZEL; QUENCINE; AZEVEDO, 2016).

Na transformacdo fungica é utilizada o sistema de mutagénese de
insercao aleatoria, sem que comprometa a viabilidade das células, sendo que
este processo devera ser eficiente para que a manipulagao genética e estudos
de genbmica. A transformacao tem outras utilizagdes além da mutagénese de
insercao, permite a introdugédo de genes reporter e modificagdes direcionadas
aos alvos. Existem diversos métodos para isto, como a eletroporacgao fungica, a
transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens, mediada por PEG
(polietilenoglicol — agente quimico), mediada por vetores virais (lipossomos ou
nanomateriais), bombardeamento de particulas (biobalistica) (BERNARDI-
WENZEL; QUENCINE; AZEVEDO, 2016; FRANDSEN, 2011; HE et al, 2016;
RIVERA et al, 2014).

As metodologias envolvendo eletroporagdo e PEG utilizam um sistema
dependente da modificagao das células fungicas para protoplasto (esferoblasto),
que ocorre com a digestdo enzimatica da parede celular destes fungos. Este tipo
de remogao nao € permanente porque diversos géneros tem a capacidade de

regenerar a parede celular (FRANDSEN, 2011), enquanto outras técnicas, por
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exemplo, a mediada por A. tumefaciens, PEG, vetores virais ou biobalistica, tem
um maior rendimento de organismos transformantes com eventos de insergao
simples ou multipla (FRANDSEN, 2011).

2.5.1 TRANSFORMACAO MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens (TMAT
OU AGROTRANSFORMACAO)

O sistema de transformacgédo que utiliza Agrobacterium tumefaciens,
bactéria do solo em formato de bacilo e gram-negativa, foi descrito
primeiramente para plantas e posteriormente adaptado para os fungos. A
transferéncia de DNA ocorre de modo semelhante, porém a indugdo dos genes
de viruléncia bacteriana foi modificada de forma que um agente indutor de
compostos fendlicos foi acrescentado nas etapas de co-cultivo entre as células.
Para a utilizagdo desta bactéria na TMAT foram realizadas modificacoes em seu
plasmideo Ti, para que os genes tumorais fossem retirados e insergéo de genes
de interesse e ainda, marcadores de selecdo (BERNARDI-WENZEL;
QUENCINE; AZEVEDO, 2016; DE OLIVEIRA, 2007; FRANDSEN, 2011;
MICHIELSE et al., 2005).

A maioria das bactérias pertencentes ao género Agrobacterium sao
saprdfitas, porém algumas espécies especificas sdo patdogenos vegetais. Estas
infecgdes consistem na transferéncia de DNA das bactérias infectantes para o
hospedeiro via conjugagao. A A. tumefaciens apresenta o plasmideo Ti (Tumor
Inducing; Ti) que contém os codificadores necessarios para os genes indutores
de tumor e de viruléncia, parte desse plasmideo € o tDNA (DNA de transferéncia)
leva o gene que se quer integrar no DNA do hospedeiro. O tDNA também tem
genes codificantes para indutores de compostos fendlicos (acetoseringona,
acido-hidroxibenzéico e vanilina) para que possa atravessar as membranas até
sua insercdao no nucleo do hospedeiro (FIGURA 09) (DE OLIVEIRA, 2007;
FRANDSEN, 2011).

As regides mais externas no tDNA s&o de extrema importancias: sdo duas
sequéncias, denominadas left border (borda esquerda - LB) e right border (borda
direita — RB) reconhecidas como regides flaqueadoras do gene. Estas regides
de borda apresentam sequencias de repeticdo de 25 pb necessarias para que

haja a transferéncia associados aos mecanismos de insergdo e recombinagéo
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da sequéncia genica. O DNA de interesse é transferido na forma de fita simples
a partir da remogéo das sequencias de borda (LB e RB) (FRANDSEN, 2011;
LACROIX; CITOVSKY, 2013).

FIGURA 9 - [LUSTRAQAO SIMPLIFICADA DA TRANSFERENCIA DO T-DNA
PARA AS CELULAS ALVO

Acetoserlngona Celula finglcs

Nucleo

Agrobacterium tumefacrens
T-DNA ’§4\%
Cromossomo Plasm ideo Ti

LEGENDA: Resumo da agcdo molecular da agrotransformacdo, onde a Agrobacterium
tumefaciens por meio da ativagdo do mecanismo de viruléncia com o reconhecimento da
acetoseringona infecta a célula fungica com o T-DNA.

FONTE: adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2007.

Ainda em relagdo aos genes de viruléncia destaca-se os genes vir,
divididos em sete loci (virA, virB, virC, virD, virE, virF e virG) codificantes,
considerados a maior parte dos genes de viruléncia da bactéria. A tradugéo
destes genes produz a maquinaria necessaria para a infecgéo via Agrobacterium
tumefaciens. O gene vir e as sequencias flanqueadores s&o ativados quando ha
o reconhecimento dos compostos fendlicos como a acetoseringona (DE
OLIVEIRA, 2007; LACROIX; CITOVSKY, 2013; MICHIELSE et al, 2005).

Existem oito etapas moleculares da Agrotransformacéo (FIGURA 10),
sendo elas: (1) Agrobacterium tumefaciens faz a ligagdo com a célula; (2)
transferéncia do tDNA e das proteinas efetoras de viruléncia através da
membrana plasmatica para dentro da célula; (3) formagao de complexos-T e
super complexos-T para o carreamento pelo citoplasma; (4) ataque ao nucleo;
(5) ligagédo do super complexo-T a cromatina; (6) remogéo do super complexo
para que haja a ligacdo do tDNA com o DNA do hospedeiro; (7) integracéo do
tDNA com o DNA da célula; (8) expresséao transgénica (GELVIN, 2010).
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A introducdo do tDNA apresenta diversos resultados possiveis, como a
replicacao parcial ou completa do tDNA, replicagdo autossémica ou integracéo
no genoma (FRANDSEN, 2011).

FIGURA 10 - ESQUEMA DE TRANSFERENCIA DE DNA DA A.
TUMEFACIENS PARA O FUNGO
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LEGENDA: A acetoseringona induz os genes Vir, codificadores da maquinaria
responsavel para a transferéncia de t-DNA. Com o reconhecimento da Acetoseringona, é
feita a ativagdo dos genes de viruléncia VirA e VirG, a proteina ChvE (sintetizada no
cromossomo) interage com a VirA para aumentar os niveis de indugédo dos genes Vir e
permitir que haja a entrada na célula bacteriana de acetoseringona e agucares. A proteina
VirA transfere seu grupo fosforilado a VirG, que por sua vez age como ativador
transcricional para a fita Unica de t-DNA e para as proteinas VirC e VirD. A proteina VirD
€ separa em duas partes, VirD1 e VirD2, ambas se ligam as sequéncias repetidas e
flanqueadoras do t-DNA criando a fita T, para a transferéncia da fita T pela membrana
bacteriana e parede celular fungica é necessario o acoplamento das proteinas VirB1-11 e
VirD4. A ativagao destas cria uma reagao em cadeia onde a proteina VirB forma um poro
de transporte, este poro liga-se a VirD4 e faz a transferéncia para a célula. Além da
passagem da fita T também a secrec¢ao de VirE2 que protege a sequéncia de nucleases.
O VirD2 encaminha a fita T para o nucleo, uma vez dentro do nucleo ha a integragdo com
o DNA gendmico. O mecanismo preciso da integragédo do t-DNA n&o é conhecido.
FONTE: adaptado de MICHIELSE et al., 2005.

De um modo geral a agrotransformagao consiste em diversos processos
como os relatados na FIGURA 11. Esta técnica pode ser utilizada em diversos
tipos de células; tais como, protoplastos, conidios, esporos, micélios vegetativos
e corpos de frutificagdo. Concomitantemente, a preparagcado do inéculo fungico
inicial deve-se preparar a cultura de A. tumefaciens que devera estar em
crescimento exponencial para o co-cultivo, o qual consiste em colocar as células

fungicas e bacterianas purificadas para crescerem juntas e permitir que a fase
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molecular de transmisséo do t-DNA ocorra (ABUODEH et al., 2000; MICHIELSE
et al, 2005).

A fase de co-cultivo determina a eficiéncia da TMAT e os fatores mais
relevantes, sdo a duragao do periodo, temperatura, pH do meio, razdo entre
fungo:A. tumefaciens. Apds o periodo de co-cultivo, o material é transferido para
0 meio seletivo, onde somente os organismos agrotransformados sobrevivem
(ABUODEH et al., 2000; MICHIELSE et al, 2005).

FIGURA 11 - ESQUEMA DA AGROTRANSFORMACAO
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LEGENDA: Simplificadamente a agrotransformacdo consiste na preparagdo e
purificagdo das células bacterianas e fungicas, em seu co-cultivo, ou seja, um periodo
onde as duas culturas crescem unidas para que haja a transferéncia do DNA e a selegéo
dos transformantes.

FONTE: adaptado MICHIELSE et al., 2005.
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A escolha de um parametro de selecdo é essencial para o sucesso do
TMAT. A partir desse parametro devera ser possivel eliminar células nao
transformadas. O parametro de selegdo mais utilizado é a construgao de uma
sequencia genica, conhecida como cassete, contendo gene hygromycin
phosphotransferase (hph — Higromicina fosfotransferase) que determina a
resisténcia ao antibiético higromicina B e assim, adotado como um parametro de
selecdo. O primeiro cassete de resisténcia construido continha os fatores
binarios de Aspergillus nidulans como o promotor do gene glyceraldehyde
dehydrogenase (gpdA) e a sequéncia terminal do gene anthranilate synthase
(trpC), este cassete € comprovadamente eficiente nos ascomicetos
(FRANDSEN, 2011) e tem sido utilizado na maior parte dos experimentos de
transformacao em fungos (FRANDSEN, 2011; MICHIELSE et al, 2005).

A técnica apresenta uma alta reprodutibilidade, facilidade na execugao e
tem a capacidade de integrar o DNA de interesse ao DNA hospedeiro em lugares
unicos. Sendo assim os experimentos envolvendo TMAT podem ser divididos
em trés grupos: i) Forward genetics (construcao de bibliotecas de mutantes para
rastreamento genético quanto aos efeitos fenotipicos); ii) Reverse genetics
(introdugcbes de mutagdes especificas e insercdo de genes de interesse); iii)
Report genes (insercao de genes marcadores (GFP, GUS e DsRed))
(BERNARDI-WENZEL; QUENCINE; AZEVEDO, 2016; FRANDSEN, 2011;
MICHIELSE et al., 2005).

A insercdo de um cassete envolvendo marcagéo visual (genes de
fluorescéncia ou genes reporter como GUS, GFP e DsRed) no genoma do fungo
ocorre de forma aleatdria, sendo assim o0 mesmo pode causar diminuicao do
crescimento ou até a morte do microrganismo, tornando possivel a
caracterizagao fenotipica das colbnias que cresceram no meio seletivo
(FRANDSEN, 2011).

Os genes e as proteinas reporter sdao frequentemente usadas para
monitorar o desenvolvimento de organismos ou marcagcdo de células
especificas. A proteina mais utilizada nesta técnica é o GFP (Green Fluorescent
Protein) e ndo é necessario fazer a preparacédo dos extratos da proteina e
ativacdo enzimatica. O GFP se tornou mais atrativo por ser uma técnica nao
invasiva e de deteccdo nao destrutiva das células (DALIO et al., 2016; JACH et
al., 2001).
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A proteina DsRed é homodloga ao GFP e ocorre naturalmente em recifes
de corais. Esta proteina apresenta excitagcdo maxima na faixa de 558 nm e
emissao maxima aos 583 nm. O pico da clorofila ocorre aos 553 nm, mostrando
assim a sua eficiéncia ao microscopio confocal e com fluorescéncia para a
identificac&o de organismos marcados frente as células vegetais (NAHALKOVA,;
FATEHI, 2003).

A sequéncia génica das proteinas reporter encontram-se em um cassete
seletivo como mostrado na FIGURA 12, que exemplifica o plasmideo
pCAMDsRed, o qual contém a sequéncia do gene DsRed, o gene de resisténcia
a higromicina (hph) e um gene de resisténcia a kanamicina; sendo o carater de
resisténcia a kanamicina utilizado para selecionar as bactérias competentes ao
processo de agrotransformacao (NAHALKOVA; FATEHI, 2003).

Muitas espécies de fungos patogénicos ja foram geneticamente
transformados utilizando esta técnica (MICHIELSE et al. 2005; LACROIX et al.
2013), tais como Candida albicans, Coccidiodes immitis, Histoplasma
capsulatum, Leptosphaeria maculans, possibilitando assim a elucidagao de seus
potenciais de viruléncia, interagbes com plantas e outros organismos, cujo os
resultados podem inferir ferramentas e ou desenvolvimento de métodos de
controle de doencas (RODRIGUES, 2010).

FIGURA 12 - MAPA GENETICO DO PLASMIDEO pCAMDsRed
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LEGENDA: Constituintes do plasmideo: gene de fluorescéncia DsRed; gene de
resisténcia a higromicina hph; bordas flaqueadoras (T-border); genes de transmisséo
(PTrpC, PgpdA e TtrpC); e regides codificadoras de enzimas de restrigcdo (Xhol, EcoRI
e Ncol).

FONTE: NAHALKOVA: FATEHI, 2003.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Neste estudo foi utilizada a linhagem Fonsecaea pugnacius CBS 139214
isolada de tecido cerebral humano e a linhagem transformada de Fonsecaea
erecta (CMRP 3492) utilizada como controle. As espécies vegetais utilizadas
como modelo para o estudo in vitro foram a Mimosa pudica, cujas sementes
foram gentilmente cedidas pela EMBRAPA Amazénia Ocidental de em Manaus
por meio da Pesquisadora Katia. Os espécimes de palmeira: Bactris gasipaes
foram cedidos pela empresa Vivetech Agrociéncias em colaboragédo com o
pesquisador Douglas Steinmacher e Butia odorata, cedida pela EMBRAPA Clima
Temperado por meio da parceria com os Pesquisadores Leonardo Ferreira Dutra
e Marisa Taniguchi da Universidade Federal de Pelotas. Para a espécie
Astrocaryum aculeatum, foram utilizadas sementes cedidas pelo RECA
(Associacdo dos Pequenos Agrossilvicultores do Projeto Reca e Cooperativa
Agropecuaria e Florestal do Projeto RECA) localizada em Porto Velho,
Rondonia.

Para a agrotransformacdo foi utilizada a linhagem EHA105 da
Agrobacterium tumefaciens com o plasmideo pAD1625, este vetor contendo o
gene de resisténcia a higromicina (gene marcador) e o de resisténcia a
Ampicilina (FLORENCIO et al., 2018) e outra linhagem A. tumefaciens EHA105
contendo o plasmideo pCAMDsRed que é composto pelo gene de expressao
DsRed (gene reporter), gene da higromicina B fosfotransferase (gene marcador)

€ 0 gene da canamicina (resisténcia a canamicina) (DOS SANTOS et al., 2016).

3.2 AGROTRANSFORMACAO DE Fonsecaea pugnacius

A metodologia adotada para a Agrotransformagcdo da espécie F.
pugnacius (CBS 139214) foi baseada na técnica descrita por FLORENCIO et al.,
2018, em que os organismos A. tumefaciens e F. pugnacius foi inicialmente
cultivado separadamente em meio liquido, LB e Caldo Batata, respectivamente,

e incubados a 28°C por 7 dias em agitacdo de 200 rpm para a bactéria e 120
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rom para o fungo. Em seguida no item 3.2.3, e posterior crescimento em meio

seletivo (item 3.2.4) conforme fluxograma da FIGURA 13.

FIGURA 13 - FLUXOGRAMA  DE  TRABALHO PARA A
AGROTRANSFORMAGCAO

DIA 01 (item 3.2.2)

Pré-Inéculo FUNGO

DIA 04 (item 3.2.2)

Pré-Inéculo Bactéria — Meio Sdlido

DIA 07 (item 3.2.2)

Pré-Inéculo Bactéria — Meio Liquido

DIA 08 (item 3.2.3

Agrobacterium Fonsecaeaespécies
» Centrifugacdo — descarte . Pun’ﬁc_ac;éo dos esporos;
do sobrenadante; « Centrifugac&o;
» Adic&o de SSF; * Ressuspencdoem IM + MES
« Centrifugacéo; +AS;
« Ressuspensdo em IM + + Contagem de células em
MES +AS liquido; Cémara de Neubauer
* Medir OD;
* Incubac&o até OD 05 a
0,8

DIA 08 (item 3.2.3)
Co-Cultivo entre Bactéria e Fungo

DIA 10 (item 3.2.4)

Inoculagéo em meio Seletivo com Higromicina e
Cefotaxima

FONTE: autora

3.2.1 TESTE DE SENSIBILIDADE A HIGROMICINA

O teste foi dividido em duas etapas. A primeira etapa consistiu no teste
de sensibilidade da linhagem selvagem do fungo de interesse para o antibiético
Higromicina B, a fim de selecionar os organismos agrotransformados os quais
eram re-inoculados em meio contendo higromicina para a confirmagao do perfil

de resisténcia obtido.
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Para este ensaio, os fungos eram inoculados por meio de ponto unico
no Meio Agar Sabouraud acrescido de diferentes concentragdes de Higromicina
(25, 50, 75, 100 e 150 uL/mg), utilizando como controle negativo meio de cultura
sem o antibiotico Higromicina B. Este ensaio foi realizado em duplicata e o
material incubado a 28°C por 21 dias. A avaliagao da inibicdo do crescimento foi
realizada em 3, 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculagdo (FLORENCIO, et al., 2017;
RODRIGUES, 2010).

3.2.2 PRODUCAO DO INOCULO E CRESCIMENTO DA Agrobacterium

tumefaciens

Para a producédo dos indculos, os fungos eram cultivados em Caldo
Batata Dextrose (apéndice) e incubados por 7 dias, a 28°C e 200 rpm de
agitacdo. Apos o crescimento, os conidios eram purificados em |a de vidro e
lavados com solucdo salina e o material resultante colocado em meio liquido de
indugao (apéndice). Apos crescimento por 7 dias foi realizada a contagem dos
esporos em Cémara de Neubauer. A concentracdo esperada de esporos foi de
108 esporos/mL, para que a transformagao fosse realizada em sua eficiéncia
maxima.

Apos o crescimento da bactéria A. tumefaciens em meio LB solido foi
realizado o in6culo em meio LB liquido (apéndice) com os respectivos
antibioticos para a selecao dos plasmideos inseridos na concentragcao de 50
ug/mL (pAD: ampicilina; pCAM: canamicina). Estas culturas foram incubadas
overnight, a 28°C sob agitagao. Apos o crescimento, era realizada centrifugagao
por 5 minutos e o sobrenadante retirado. As células do pellet foram
ressuspendidas em 2 mL de meio de indugao liquido (apéndice). A solugao foi
colocada em agitacao a 28°C e 200 rpm, e o tempo nesta etapa foi definido pela
quantidade de células existentes no meio, determinada por espectofotometria
UV-vis, onde o valor da absorbancia deveria estar entre 0,5 e 0,8 para que a

transformacao ocorresse com maior eficiéncia.

3.2.3 CO-CULTIVO ENTRE AS LINHAGENS FUNGICAS E DE A. tumefaciens

Para a realizagdo do co-cultivo foram testadas 3 concentragbes para o

fungo e a bactéria, a fim de padronizar a condigdo ideal para a
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agrotransformacgéo. As concentragdes testadas de bactéria:fungo foram de 1:1,
10:1 e 100:1, inoculados em 200 pL de meio de indugao liquido (apéndice1).
Apoés esta etapa, o co-cultivo foi transferido para o meio de indugédo sélido

(apéndice) e incubado a 25 °C por 3 dias no escuro.

3.2.4 SELECAO DOS FUNGOS AGROTRANSFORMADOS

Apods os 3 dias do co-cultivo era realizada a raspagem da placa apos a
adicao de um volume de 2 mL de solucao salina, e o material transferido por
maio de plaqueamento para o meio Agar Sabouraud (apéndice) contendo dois
antibidticos: Cefotaxima (200 uM) e Higromicina B (50 ug/mL). A cefatoxima é o
antibidtico seletivo para as linhagens de Agrobacterium tumefaciens contendo os
plasmideos. Estas placas foram incubadas no escuro a 25°C até o aparecimento

de colbnias fungicas.

3.2.5 TESTE DE FLUORESCENCIA DAS LINHAGENS TRANSFORMADAS

O teste de fluorescéncia foi realizado de acordo BERNARDI-WENZEL;
QUENCINE; AZEVEDO (2016), por meio da preparagao de uma lamina a fresco
da linhagem em camera escura e resguardada da luz por papel esta era
visualizada no microscopio Olympus BX51 acoplado a Camera DP72 com o filtro

fluorescente a 545 nm.

3.2.6 ESTABILIDADE MITOTICA DAS LINHAGENS TRANSFORMADAS

A estabilidade mitética das linhagens transformadas foi realizada de
acordo com Rodrigues (2010). As linhagens transformadas foram repicadas em
meio Sabouraud nao seletivo, ou seja, sem a Higromicina B, seguido de quatro
repiques consecutivos em Agar Sabouraud, em intervalo de tempo de 15 dias,
sendo que o Ultimo repique era realizado em Agar Sabouraud contendo

Higromicina para a verificagdo da estabilidade mitotica.
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3.2.7 ANALISE DAS LINHAGENS TRANSFORMADAS

Os protocolos foram realizados conforme Rodrigues, (2010). A
comprovagdo da insergdo do gene da Higromicina + dsRED foi feita ao
microscopio otico pela visualizagao da fluorescéncia e PCR especifica, utilizando
com os iniciadores flanqueadores do gene da Higromicina.

O protocolo de extracdo de DNA foi realizado de acordo com o VICENTE
et al., 2013 tanto para F. pugnacius selvagem e linhagens agrotransformadas.
De acordo com este protocolo, transferiu-se 1cm? de cultura de 14 a 21 dias para
microtubos tipo Eppendorf® de volume 1,5 mL contendo a mistura silica:celite
(2:1) em 300 pL de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). O conteudo foi
macerado com bastdo de vidro por aproximadamente 5 minutos, seguido de
adicdo de 200 pyL de CTAB com posterior banho-maria a 65°C por 10 minutos.
Em seguida, foi adicionado um volume de 500 uL de cloroférmio-alcool
isoamilico (CIA, 24:1), centrifugado a 16.000 g por 7 minutos e o sobrenadante
transferido para novos microtubos. Este processo de precipitacao foi repetido por
duas vezes. Apos a segunda centrifugagao foram adicionados 800 yL de etanol
96% gelado e mantido por duas horas e/ou overnight a temperatura de -20°C.
Na sequéncia, foi realizado uma centrifugagédo a 16.000 g por 7 minutos, o
sobrenadante descartado e ao precipitado foi adicionado 500 yL de etanol 70%
gelado e nova centrifugacdo a 16.000 g por 7 minutos e descarte do
sobrenadante.

O precipitado foi desidratado e o DNA ressuspendido em um volume de
100 uyL de agua ultrapura. O microtubo contendo o DNA foi mantido em
temperatura ambiente por 24 horas para completa hidratacdo. Apds 24 horas,
era realizada a quantificacdo e qualificacdo do DNA em Espectrofotometro
NanoDrop™ 2000/2000c e por meio da visualizagao em gel de agarose 1%.

Para a confirmacao das linhagens transformadas foi realizada a PCR de
acordo com o protocolo estabelecido por MALONEK, MEINHARDT (2001),
utilizando 0s oligonucleotideos iniciadores hp1 (5-
TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3’) e hph2 (5-
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-3') (MALONEK, MEINHARDT 2001), os
quais flanqueiam o fragmento da sequéncia do gene do antibiético higromicina

presente no vetor de transformacdo. A reacdo de PCR foi realizada no
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termociclador seguindo as seguintes condi¢des: 95°C por 4 minutos, 94°C por
45 segundos, 60°C por 1 minuto, 72°C por 90 segundos, 72°C por 7 minutos, por
35 ciclos no termociclador da Applied Biosystems.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,6%. O fragmento amplificado esperado era
de 600pb e o marcador de peso molecular utilizado foi o Ladder Invitrogen 100
pb.

3.3 CULTIVO in vitro DOS ESPECIMES VEGETAIS
3.3.1 CULTIVO in vitro DA PLANTA Mimosa pudica

Inicialmente foram realizados os protocolos de assepsia e quebra de
dorméncia das sementes da espécie Mimosa pudica de acordo com o
previamente estabelecido na literatura (FORNARI et al., 2018; PAIVA, ALOUFA,
2009; SOUZA FILHO et al, 2001).

O processo de assepsia consistiu em trés etapas. Na primeira etapa as
sementes foram mantidas em fluxo de agua autoclavada por 30 minutos. A
segunda etapa consistiu da assepsia das sementes em etanol 70% durante 1
minuto sob a atmosfera de fluxo laminar. Em seguida, as sementes foram
imersas em hipoclorito de sodio 5% (NaOCI) durante 10 minutos, seguidos de
trés lavagens em agua destilada autoclavada.

Para a quebra de dorméncia das sementes assépticas da planta M. pudica
foi utilizada a solugdo de Acido Sulfurico concentrado por 15 minutos sob
agitagao, e depois as sementes foram lavadas 5 vezes em agua destilada
autoclavada.

Ap0bs o processo de quebra da dorméncia, as sementes foram cultivadas
em meio MS (MURASHIGE, SKOOG; 1962) modificado para a germinagao de
acordo com o protocolo estabelecido por FORNARI et al. 2018 (Apéndice). As
plantas foram mantidas por 7 dias em sala de cultivo mantida a 28°C sob
fotoperiodo artificial de 16 horas de luz e 8 horas no escuro. Apos o periodo de
germinacgao, as plantulas foram transferidas para o meio de cultivo Brasuz, este
meio solido utiliza as mesmas solugdes do meio MS modificado (Apéndice). As
plantulas foram mantidas a 23°C com foto periodo de 16/8 horas, transferidas

para novo meio de cultivo a cada 60 dias.
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3.3.2 CULTIVO in vitro DAS PALMEIRAS: Astrocaryum aculeatum (TUCUMA),
Bactris gasipaes (PUPUNHA) E Butia odorata (BUTIA)

O cultivo in vitro da plantula pupunha foi realizado através da indugao da
embriogénese somatica pela empresa Vivetech, por meio da utilizagdo de
tecidos ndo sexuais (caule, folha e raiz) visando induzir a formag&o de pseudo
embrides zigoticos por meios especificos de indugédo, maturagéo e germinagéo
e posterior produgdo de plantulas e plantas adultas (STEINMACHER et al.,
2011). Apd6s a introdugéo in vitro, era realizada a micropropagacéo destas
plantulas em meio MS modificado (apéndice).

No caso da palmeira Butia (B. Odorata), as plantas foram introduzidas in
vitro via meristemal, cujos protocolos utilizados ainda nao foram disponibilizados
pela EMBRAPA para publicagdo, pois ainda se encontram em fase de
desenvolvimento (comunicagdo pessoal com Leonardo Ferreira Dutra)’

Além disso, foi testada a introducao in vitro da palmeira Tucuma (A.
aculeatum) via germinagao das sementes utilizando meio especifico contendo
reguladores vegetais, micro e macronutrientes (FORNARI et al., 2017).

Ap0s a introdugao in vitro, para a manutencgéo das plantas germinadas,
as pléantulas passaram do meio de transporte (FERREIRA et al., 2017) para o
meio de cultura Brasuz (FORNARI et al.,, 2018) conforme apresentado no
apéndice, mantido a 28°C com fotoperiodo de 14/8 horas e os meios eram

trocados a cada 90 dias.

3.4 TESTES DE INFECCAO EM TECIDO VEGETAL

As linhagens agrotransformadas foram inoculadas nas plantas
produzidas in vitro, conforme a adaptacdo do protocolo previamente
estabelecido por FORNARI et al., 2018, em que foi preparada uma solugao de
esporos contendo 107 cels/mL de fungo e entdo realizada uma injuria no caule,
proximo as areas progenitoras de espinhos e injetado um volume de 10 yL da

solucao de indculo.

1 Protocolo gentilmente cedido e desenvolvido pelos pesquisadores Leonardo Ferreira Dutra e
Marisa Taniguchi Satro cujo dados n&o estéo disponiveis para publicagao.
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Para a visualizacdo em microscopio de fluorescéncia foram adaptados
os protocolos de Bernardi-Wenzel, Quencine, Azevedo (2016) e Coelho (2002),
em que foram feitos cortes delgados no caule, para perfeita visualizagdo em
microscopio de fluorescéncia. Os fragmentos foram montados em laminas de

microscopia com a adigdo de laminulas.

3.5 TESTES DE INFECCAO EM HOSPEDEIROS ANIMAIS

Os ensaios com hospedeiros animais foram aprovados pela Comissao
de Etica em Experimentacéo Animal da Universidade federal do Parana (CEUA-
UFPR), e registrado sob o numero 1179 e conduzidos com os critérios e
normatizagao vigentes.

Um total de 15 camundongos machos da linhagem BALB/c com 8 a 12
semanas de vida, obtidos do Instituto Carlos Chagas (ICC), foram mantidos em
ambiente livre de patogenos especificos (SPF) e alimentados com ragao
comercial irradiada. Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo | de
controle de inoculacéo, sendo o controle negativo caracterizado pela inje¢ao de
10 uL da solugcédo PBS e o controle positivo por uma solugdo de conidios a
107cels/mL da linhagem selvagem de F. pugnacius, inoculados por meio da
injecao no tecido previamente injuriado por meio de um corte com 3 milimetros
de profundidade. Os grupos Il, Il e IV sao diferenciados pelas espécies vegetais
utilizadas na experimentacdo, conforme TABELA 01, em que os fragmentos
vegetais (espinhos e porgdes do caule) foram inoculados nas regides injuriadas
por meio de uma pinga cirurgica esterilizada. Para cada grupo (II, Il e V) foi
causado o trauma com o espinho de planta sem a inoculagao de F. pugnacius
(tabela 1).

Apos a infecgao foram feitas analises visuais da lesdo nos intervalos de
3, 7, 14 e 21 dias. Os animais foram sacrificados de acordo com critérios
aprovados pela CEUA e as biopsias nos tecidos infeccionados ocorreram nos
intervalos de 7, 14 e 21 dias.

A metodologia para a visualizagdo das biopsias foi a estabelecida por
FORNARI et al., 2018, em que as amostras foram fixadas em solugdao ALFAC
contendo 80% de etanol, 40% de formalina e acido acético glacial por 16 horas.

Em seguida, as amostras passaram por uma sequéncia de desidratagao,
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imersao em parafina e posterior realizacdo de cortes para a divisao do material
em 5 fragmentos, os quais foram corados com hematoxilina-eosina e montados
em |laminas de vidro contendo Entellan.

Em seguida, foi realizada observagdo ao microscopio otico Olympus
BX51 em aumento de 100x.

QUADRO 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS DO TESTE DE INFECCAO NO
MODELO ANIMAL CAMUNDONGOS BALB/c

Animais - Grupo 1
(Controles de inoculagao)
Controle Negativo - (solugédo de PBS)

Animais - Grupo 2
(Mimosa pudica)
Animal 1 - infecgdo traumatica com

Controle positivo: A - In6culo de 10 pL da
solugdo de conidios a 107cel/mL da
linhagem selvagem de F. pugnacius CBS
139214; B- Inéculo de 10 pL da solugéo
de conidios a 107cel/mL da linhagem

transformada de F. pugnacius

fragmentos do espinho da planta Mimosa
pudica cultivada sem inéculo;

Animais 2, 3 e 4: Infecgcao traumatica com
de

durante o cultivo da planta in vitro com

fragmentos espinhos inoculados

inéculo*

Animais - Grupo 3
(Bactris gasipaes)

Animais - Grupo 4
(Butia odorata)

Animal 1 - infecgdo traumatica com
fragmentos do espinho da planta Bactris
gasipaes cultivada sem indculo;

Animais 2, 3 e 4: Infeccao traumatica com
de

durante o cultivo da planta in vitro com

fragmentos espinhos inoculados

in6culo*

Animal 1 - infecgdo traumatica com
fragmentos do espinho da planta Butia
odorata cultivada sem inéculo;

Animais 2, 3 e 4: Infecgao traumatica com
fragmentos do caule inoculados durante o

cultivo da planta in vitro com indculo*

LEGENDA: * 10 pL da solugdo de conidios a 107cel/mL da linhagem transformada de
pugnacius
FONTE: autora.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AGROTRANSFORMAGAO DE F. pugnacius COM O GENE DE
FLUORESCENCIA DSRED

Inicialmente foram realizados testes de sensibilidade a Higromicina da
linhagem selvagem Fonsecaea pugnacius CBS 139214, a qual foi sensivel a todas as
concentracdes testadas (25, 50, 75, 100 e 150 ug/mL) do antibiético Higromicina B,
marca seletiva do plasmideo pCAMDsRed utilizado, sendo que a concentracao
inibitéria minima foi de 25 ug/mL (Grafico 1). Este resultado corroborou estudos
realizados anteriormente (FLORENCIO et al., 2018; VILLENA, 2018) para espécies
de leveduras negras proximante relacionadas, tais como, F. erecta, F. pedrosoi e F.
monophora, em que de acordo com os autores, a concentragdo de 25 pg/mL foi o
suficiente para diminuir o crescimento destas espécies pela metade, enquanto que a

concentragao de 50 ug/mL promovia total inibigao.

GRAFICO 1 - PERFIL DE SENSIBILIDADE DA LINHAGEM 139214 DE Fonseacea
pugnacius A HIGROMICINA

M3 dias E7dias E14dias =21 dias

50 (48)
S
40 |
(33) §
(20E §
20 = |
= | (10)
10 =1 .07
(0= ; (O)E g (0)(0)(0) (0) (0)(0) (0) (0) (0)(0) (0) (0) (0)(0) (0) (0)
0 P —
0 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 75 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL

LEGENDA: As barras representam o crescimento da linhagem selvagem de Fonsecaea pugnacius
frente as quatro concentragdes de higromicina B testadas (0, 25, 50, 75, 100 e 150 pyL/mg) (eixo x).
Barras em azul - médias de crescimento no intervalo de 3 dias; Barras em vermelho - média do
crescimento em 7 dias; Barras em verde — médias de crescimento no intervalo de 14 dias; Barras em
amarelo — crescimento médio apos 21 dias. Valor numérico das medidas em mm entre parénteses sob
as barras (eixo y).

FONTE: autora.



A linhagem comprovadamente sensivel a higromicina foi submetida ao
processo de agrotransformagdo. Na etapa de co-cultivo foram testadas 3
concentracdes de inoculo: 1:1, 10:1 e 100:1, sendo que na ultima concentracéo foram
recuperadas 22 colbnias. Um total de 7 col6nias foram recuperadas na concentracao
de 1:1 e 14 colbnias na concentragéo 10:1 bacteria:fungo. Estas concentragées foram
estipuladas por FLORENCIO et al., 2018, e mostram a capacidade de infecgéo da A.
tumefaciens. As colOnias obtidas foram repicadas em meio agar Sabouraud contendo
o antibidtico Higromicina B em diversas concentragdes, onde era visualizar somente
o crescimento das coldnias agrotransformadas (FIGURA 14).

A frequéncia de colbnias sobreviventes no meio seletivo foi de 93,47%, ou
seja, somente trés coldnias recuperadas das placas de co-cultivo ndo apresentaram
crescimento no meio seletivo. De acordo com a literatura (DE OLIVEIRA, 2007;
FLORENCIO, 2017; VILLENA, 2018) a frequéncia média de recuperacgéo tem sido de
80% quando utilizados fungos similares, tais como as espécies de Fonsecaea,

Candida spp. e Fusarium sp.

FIGURA 14 - TESTE DE SENSIBILIDADE A HIGROMICINA COM F. pugnacius
MUTANTE
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LEGENDA: Imagem comparativa da linhagem mutante de F. pugnacius nas concentragdes de pré-
estipuladas do antibiético Higromicina B.
FONTE: autora.




Na FIGURA 14 pode-se observar o perfil de resisténcia dos mutantes de F.
pugnacius apos a transformagdo com o plasmideo pAD1625 e plasmideo
pCAMDsRed. A partir dos resultados verificous-se um total de 43 colonias contendo o
plasmideo pAD1625 e apenas 3 com o plasmideo pCAMDsRed, as quais
demonstraram crescimento até 150 pg/mL. Esta concentragao tem sido relatada como
a concentragao ideal para a demonstragao do crescimento de outros organismos
transformados pelo mesmo método, tais como, Candida sp., Fusarium sp. e F.
pedrosoi (FLORENCIO et al., 2018).

A maior eficiéncia de transformacado da F. pugnacius usando o plasmideo
pAD1625 pode estar associada ao fato do plasmideo apresentar duas areas
promotoras (ABUODEH, et al., 2000): uma contendo a sequéncia dos genes vir
(virGN54D), auxiliando na maquinaria da A. tumefaciens para a internalizagao do T-
DNA na célula alvo, e ainda, o replicon 75A2 o qual promove alto numero de cépias
do plasmideo em A. tumefaciens.

O numero de transformantes foi baixo, quando comparado aos estudos de
Florencio, (2017) e De Oliveira (2007), que obtiveram média de 200 e 500
transformantes respectivamente para F. pedrosoi. A baixa recuperagdao de
transformantes pode ser explicada pela temperatura do co-cultivo, uma vez que essa
pode variar entre 22°C a 25°C (MICHIELSE et al., 2005). A temperatura de 28°C,
estabelecida por Villena, (2018) na transformacédo de F. erecta, porém também
apresentou numero inferior de transformantes comparados aos resultados de
Florencio, (2017) e De Oliveira (2007) que utilizaram temperaturas de 24°C e 25°C
respectivamente e obtiveram a média de 300 transformantes para as espécies de F.
pedrosoi e Fusarium sp. e Candida sp.

Outra hipotese para o baixo numero de transformantes de F. pugnacius pode
estar relacionada a técnica de co-cultivo, em que a linhagem bacteriana pode nao ser
capaz de formar o par conjugativo com as células fungicas (DE OLIVEIRA, 2007;
DUARTE et al., 2007 e LIMA et al., 2006.). Fato este, que pode ser explicado pela
espessura e complexidade da parede celular melanizada do fungo, que pode interferir
na formacéao do poro de transferéncia na célula alvo, dificultando a agrotransformacéo.

Ainda existe da possibilidade de que o baixo numero de transformantes estar
relacionado intimamente entre a estirpe da bactéria, pois a A. tumefaciens EHA105

nao € a estirpe mais infectante, e ainda ao plamideo escolhido. A jungéo destes fatores



pode nao ser completamente eficaz para a agrotransformagéo na espécie Fonsecaea
pugnacius.

O teste de fluorescéncia das coldnias transformadas com o plasmideo
pCAMDsRed, evidenciou que as mesmas demonstravam fluorescéncia logo apds a
transformacgao, porem apos o teste de estabilidade mitética as coldénias deixaram de
emitir fluorescéncia. De acordo com a literatura (ABOUL-SOUD et al., 2004) genes de
fluorescéncia como o DsRed e o GFP expressam proteinas no citoplasma e ainda,
estdo ausentes nos nucleos dos fungos transformados, e além disso, a expressao da
proteina fluorescente é variavel entre os transfortmantes da mesma espécie. Uma das
desvantagens da expressao com o DsRed & que a proteina sofre degradacao pela
luz. No entanto, em estudos utilizando F. erecta (VILLENA, 2018) foi observada
fluorescéncia, mesmo apods a estabilidade mitética. FLORENCIO, 2017 obteve
transformados para o gene GFP que nao apresentaram fluorescéncia, porém quando
analisados pela técnica de Southern blot apresentavam expressao da proteina hph,
que tornava o organismo resistente a Higromicina B. Da mesma forma os mutantes
obtidos no presente estudo demonstraram resisténcia a higromicina, com amplificagao
do gene hph por PCR-primer especifico (FIGURA 15), mas n&o apresentaram

fluorescéncia.

FIGURA 15 - PERFIL DE AMPLIFICAGCAO DO DNA TOTAL DAS CELULAS
TRANSFORMADAS

—dEnoe)
-

1000kb
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500 pb - .

LEGENDA: Eletroforese em gel de agarose 0,8% da PCR de confirmacdo dos transformantes
resistentes a Higromicina B. Os numeros 3 e 4 correspondem aos transformantes 2 e 3 do plasmideo
pCAMDsRed, positivos para a resisténcia e estaveis mitoticamente. O 2 é o branco, controle negativo
CBS 139214, organismo nao transformado e n°1 o marcador molecular de 1 kb.

FONTE: autora.



Os testes de estabilidade mitética revelaram que os 43 mutantes eram
estaveis e resistentes a higromicina, diferentemente da linhagem selvagem. O
crescimento em meio seletivo das linhagens transformadas foi mais rapido que a
linhagem selvagem, corroborando com o estudo de DE OLIVEIRA, (2007) em que foi
observada a diminui¢cao de dias no desenvolvimento das linhagens.

A confirmagao molecular para o gendétipo de resisténcia foi observada através
da amplificagdo do fragmento de 600 pb correspondente ao gene hph em todos os
transformantes analisados (FIGURA 15), confirmando assim, a presenca do T-DNA
(cassete da Higromicina) no genoma das células fungica transformadas utilizando o
plasmideo pAD1625 e o plasmideo pCAMDsRed.

Desta forma, foram selecionados aleatoriamente para o teste de viruléncia em
plantas e hospedeiros animais duas linhagens transformadas contendo a marcagao
seletiva do plasmideo pAD1625 e duas linhagens transformadas contendo o gene de

fluorescéncia do plasmideo pCAMDsRed.

4.2 TESTES DE VIRULENCIA EM PLANTAS, UTILIZANDO COMO HOSPEDEIROS
Mimosa pudica E AS ESPECIES DE PALMEIRAS PUPUNHA (Bactris gasipaes)
E BUTIA (Butia odorata)

Para este estudo foram inicialmente testadas trés palmeiras da Familia
Arecaceae (palmeiras) utilizando como critério inicial os aspectos epidemiolégicos da
doenga. Os espécimes de plantas selecionados para este trabalho foram Astrocaryum
aculeatum, Bactris gasipaes, Butia odorata e Mimosa pudica.

Estudos epidemiolégicos demonstraram que plantas com espinhos tem sido
fortemente associada como fontes de trauma e infeccédo (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017; SALGADO et al., 2004; SILVA et al., 1995). A espécie de palmeira (Arecaceae),
A. aculeatum (Tucuma) foi selecionada a fim de reproduzir um hospedeiro vegetal
associado a ecoepidemiologia da doenga (DE HOOG et al., 2007; VICENTE et al.,
2013). As sementes (enviadas de Ronddnia) apresentavam extensa contaminagao por
fungos hialinos, possivelmente devido ao tempo de transporte. Raspagens do
mesocarpo da semente foram realizadas e em seguida de descontaminagdo com

acido cloridrico, entretanto nenhuma das 30 sementes permaneceram viaveis.



A escolha inicial da palmeira tucuma foi feita com base na sua distribuicado em
areas endémicas da doenca e por esta possuir alta densidade de espinhos em seu
caule e estirpe (SAGRILLO et al, 2015). Devido a inviabilidade das sementes, optou-
se por outro modelo vegetal de caracteristicas morfoldgicas similares ao tucuma, B.
odorata (Butia).

A palmeira B. odorata € popularmente conhecida por Butia e apresenta boa
climatizacao e é de ocorréncia da regional sul do Brasil (HAUBERT et al., 2018). Os
espécimes de butia (FIGURA 16) foram recebidos pela EMBRAPA-Florestas nos
estagios iniciais da cultura in vitro, e assim, foram necessarios cerca de 90 dias para
que a plantula tivesse porte para a inoculagdo. O parametro para o inicio da inoculagao
adotados nas outras espécies, ou seja, o aparecimento dos espinhos, nao puderam
ser utilizados pois a mesma nao apresentou espiculas visiveis durante o periodo de
cultura in vitro. De acordo com o estudo de FIOR, 2011 e FERREIRA et al., 2017,
quando introduzido in vitro o butia apresenta somente folhas primarias, o que justifica
0 nao aparecimento de espiculas e espinhos, 0os quais somente aparecem na raque
das folhas definitivas (FIOR, 2011).

FIGURA 16 — ASPECTOS DA PALMEIRA Butia odorata INTRODUZIDA IN VITRO

LEGENDA: Imagem A corresponde as plantulas como foram enviadas da EMBRAPA Clima temperado
e a imagem B as plantulas com 45 dias
FONTE: autora.



A palmeira B. gasipaes (pupunha) (FIGURA 17) foi a terceira espécie testada,
a qual é considerada a melhor palmeira desta familia para a introdugao in vitro
(MATOS et al., 2018). Estudos anteriores de infecgdo em plantas com leveduras
negras reportaram resultados positivos quanto a introducgao in vitro (STEIMACHER et
al., 2011) e infeccao (FORNARI et al., 2018).

Com cerca de 90 dias de cultivo na EMBRAPA Florestas, foi observado a
presencga de espiculas nas folhas FIGURA 17C, e de acordo com HERINGER (2013),
0 seu aparecimento prematuro dos espinhos indica que as plantulas ja apresentavam
defesas aos predadores enquanto jovens. Esta caracteristica foi utilizada como critério

para iniciar a inoculagao nos espécimes.

FIGURA 17 - ASPECTOS DA PALMEIRA Bactris gasipaes INTRODUZIDA IN VITRO

LEGENDA: (A) pupunha in vitro com cerca de 7 cm; (B) plantula com cerca de 90 dias onde é
possivel visualizar as pequenas espiculas (C).
FONTE: A, B e C: autora.

Em relacéo a planta Mimosa pudica (Dormideira) (FIGURA 18) foi realizada a
introdugéo in vitro, obtendo cerca de 98% de germinac&o. Apos 120 dias notou-se que

a eficiéncia da germinagdo foi reduzida a 50%, considerado esperado pelo



envelhecimento e morte das sementes. Estudos de introducdo in vitro da planta
(BIANCHETTI et al., 2017) mostram que a taxa germinativa desta espécie diminui
conforme o tempo de colheita, devido a possiveis contaminagdes e/ou diminuicdo da
oferta de nutrientes.

Por ser tratar de uma erva-daninha de rapido crescimento, foi notado que em
21 dias a plantula formada apresentava espiculas aparentes enquanto que na planta
pupunha, as espiculas somente eram visiveis aos 90 dias de crescimento FIGURA
18D.

FIGURA 18 — ASPECTOS DA PLANTA Mimosa pudica INTRODUZIDA IN VITRO

LEGENDA: (A) Dormideira adulta, desenvolvida e capaz de realizar os movimentos foliares; (B)
Sementes; (C) Germinados em meio especifico com 3 dias; (D) Dormideira com 21 dias, espiculas
formadas das regides de formagao de novos caules.

FONTE: autora.

Com base nos dados obtidos neste estudo as palmeiras e a dormideira se
mostraram modelos adequados para estudar os mecanismos de infecgao dos agentes
causais de micoses de implantagao. Estas plantas mostraram-se estaveis in vitro, de
facil manutencdo e com protocolos de introducdo previamente desenvolvidos. A
dormideira e a pupunha apresentam espiculas, progenitores dos espinhos na cultura
in vitro, critério este adotado para a inoculagdo fungica. A palmeira butia, n&o
apresentou o desenvolvimento de espiculas, mas conforme estudos de morfologia da
familia Arecaceae e género Butia foi possivel identificar onde possivelmente se

formariam as espiculas e assim, realizar a inoculagao nestes locais.



Os testes de inoculacéo nas plantas revelaram que a linhagem F. pugnacius
transformada foi capaz de se desenvolver nos trés espécimes vegetais testados
(FIGURA 18A), em que foi possivel visualizar o crescimento nos tecidos proximos a
cuticula, como demonstrado anteriormente por FORNARI et al., 2018 e VILLENA,
2018. As espécies do género Fonsecaea associadas a infeccdo em hospedeiros
humanos se desenvolviam no interior do tecido das plantas, porém em regides mais
externas, proximos a cuticula, quando comparado com fungos endofiticos destas
plantas. Além disso, foi observada pelos autores a formacao de hifas e liberagao de
esporos préximo ao local de inoculagédo demonstrando a habilidade destes agentes
em se desenvolver dentro do vegetal (FORNARI et al., 2018). Quando estes fungos
eram inoculados através do meio de cultura in vitro das plantas, as referidas espécies
cresciam nos espacos intercelulares apenas, sem demonstrar crescimento em tecidos
vasculares. Com base nestes estudos FORNARI et al., 2018 propuseram como
modelo hipotético que as espécies clinicas de Fonsecaea permanecem na derme,
tecido responsavel pela formacdo dos espinhos, justificando a relagao entre os
especimes vegetais e a inoculacdo traumatica dos agentes causais de
cromoblastomicose.

As linhagens transformadas inoculadas nas trés diferentes espécies vegetais
apresentaram desenvolvimento muito semelhante, mostrando que a presenca do
fragmento T-DNA nao interfere na expressao dos fatores de viruléncia e adaptagao
de F. pugnacius ao material vegetal. Em todos os espécimes vegetais inoculados com
as linhagens transformadas foi possivel observar a recuperacdo do patégeno, por
meio de cultivo em agar Sabouraud dos cortes (FIGURA 19).

O crescimento de coldnias negras nos tecidos de caules das trés espécies de
vegetais foi observado a olho nu (FIGURA 19A), confirmado posteriormente, pelo
crescimento de colénias negras em agar Sabouraud, proveniente do indculo dos
espinhos e caule (19B). Apds o isolamento utilizando meio seletivo (Agar Sabouraud
contendo Higromicina — apéndice) pbde-se observar um crescimento lento da
linhagem transformada em relagdo ao seu desenvolvemento em meios de cultura.
Entretanto, este resultado desmonstra que a linhagem transformada com o plasmideo
DsRed, apresenta a capacidade de crescimento em hospedeiros vegetais e pode ser
utilizada em estudos de monitoramento.

As colbnias isoladas das plantas inoculadas eram purificadas e caracterizadas

com base nas caracteristicas morfoldgicas (macro e micro morfologia) e identificagéo



molecular, através do sequenciamento do gene ITS e PCR primer especifico para o

gene hph recomendados para a confirmag¢ao da espécie F. pugnacius.

FIGURA 19 — MODELOS DE INFECCAO DE F. pugnacius EM TECIDOS VEGETAIS
A B C

Mimosa pudica

LEGENDA: A- espécimes vegetais inoculados pelas linhagens transformadas de Fonsecaea
pugnacius indicando sinais de crescimento fungico; B- col6nias isoladas caules das plantas
infectadas através do meio seletivo agar Sabouraud contendo Higromicina; C estruturas de
frutificacdo caracteristicos de F. pugnacius identificadas por meio de microscopia (Microscépio
Optico 100x).

FONTE: autora.

Os espinhos da planta M. pudica infectada pela linhagem transformada de F.
pugnacius foram extraidos e inoculados em meio seletivo com higromicina B. Do total
de 20 espinhos, F. pugnacius foi recuperada em apenas 3 amostras, sendo estes
selecionados para realizagdo do teste em modelo animal. No entanto, todas nas
amostras de caule apresentaram crescimento de colbnias negras identificadas como
F. pugnacius, indicando que o avango do inoculo para as regides de folhas e espiculas
pode ocorrer apés um longo periodo de tempo.

Nos espécimes da planta pupunha (B. gasipaes) foi observada morte precoce

das folhas apo6s a injuria e infecgao (FIGURA 19). Este material foi fracionado e



utilizado para infeccdo no modelo animal. Em relagdo a palmeira Butia odorata, o
fungo se estabeleceu nos tecidos externos de revestimento de caule (FIGURA 19),
que foram removidos e selecionados para a inoculagdo nos modelos animais.

Os resultados mostraram que a espécie F. pugnacius foi capaz de se adaptar
e sobreviver nos tecidos vegetais, apesar de ser considerada um patégeno humano
restrito, mesmo apds a inser¢ao de genes externos por agrotransformacao. A referida
adaptacao vegetal esta relacionada a ancestralidade da espécie, uma vez que por
serem considerados organismos extremdfilos, utilizam de mecanismos de
sobrevivéncia em diferentes tecidos hospedeiros, como algumas espécies do género
Fonsecaea, F. minima e F. erecta, que ainda nao foram encontradas em hospedeiros
animais (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; VICENTE et al., 2013;2018).

4.3 TESTES DE INFECGAO EM HOSPEDEIROS ANIMAIS

Dados epidemioldgicos da doenca cromoblastomicose sustentam a hipétese
de inoculagdo traumatica por espinhos ou partes vegetais afiadas, causando uma
lesdo na pele, porta de entrada para as leveduras negras (SALGADO et al., 2004;
SILVA et al., 1995; VICENTE et al., 2008; 2013). Estudos envolvendo cortes
histologicos das lesbes dos pacientes (SHEIKH et al., 2007; TSCHEN et al., 1984;
WEEDON et al., 1979) mostram partes vegetais em seu interior, provando a rigidez
dos espinhos e afirmando que na grande maioria das lesdes que ocorrem com material
vegetal, partes do espinho ficam na derme do paciente.

Neste estudo, observou-se que os espinhos procedentes de plantas
cultivadas in vitro ndo eram rigidos o suficiente para gerar inoculagéo profunda no
tecido do hospedeiro. Tal fato justifica a injuria prévia realizada a implantacdo das
espiculas no tecido do hospedeiro animal.

Os testes de inoculagdo em camundongos da linhagem BALB/c, ainda em
andamento, demonstraram reacgdes teciduais de hiperemia independente da amostra
inoculada, provavelmente provocados pelo processo inflamatério da injuria tecidual. A
maioria das amostras de tecido coletado por meio de biopsia no intervalo de dias 3 e
7 apos a infeccdo, ndo apresentavam fungos no exame direto e nem na cultura. No
entanto, um dos animais inoculados com fragmento da palmeira pupunha inoculado
com a linhagem transformada contendo o gene DsRed, apresentou reagéo
inflamatoria seguida de agravamento da les&o, a qual apresentava sinais ulcerativos

e de crescimento diferenciado a partir do terceiro dia da inoculagdo, com progresséo



de gravidade a partir do sétimo dia. Os testes de infeccdo em modelo animal ainda
estdo em andamento e assim nao foi possivel inferir a respeito do potencial de
viruléncia das diferentes linhagens transformadas em comparagdo com a linhagem
selvagem.

Nas imagens da biopsia realizada no animal com inoculagdo do espinho de B.
gasipaes infectado com F. pugnacius contendo o gene de fluorescéncia DsRed, foi
possivel a visualizagdo de pequenos esporos negros em meio ao tecido do hospedeiro
animal (FIGURA 20). Este resultado, ainda em estagio preliminar, se mostrou
promissor, visto que a biopsia realizada com apenas sete dias de infeccao possibilitou
a visualizagdo de estruturas fungicas. FORNARI et al., 2018, também realizaram
testes de viruléncia para espécies do género Fonsecaea, por meio da inoculagao via
peritdbnio. Nos cortes histologicos com 30 dias de inoculagdo os autores observaram
crescimento avangado das estruturas fungicas e formacdo de estruturas septadas

acastanhadas similares aos corpos muriformes observados em humanos.

FIGURA 20 - VISUALIZACAO DA BIOPSIA DO CAMUNDONGO BALB/c

LEGENDA: (A) Camundongos BALB/c machos; (B e C) Imagens da biopsia coradas com
hematoxicilina-eosina, células escurecidas ndo pigmentadas estéo presentes no tecido
FONTE: autora.

Resultados como os apresentados na figura 20B e 20C corroboram com as
hipéteses de que a rota de infecgdo da cromoblastomicose pode ocorrer via trauma
causado com materiais vegetais (FORNARI et al.,, 2018; SALGADO et al., 2004;
VICENTE et al., 2013). Esta hipotese é fortalecida por estudos onde ha o isolamento



de leveduras negras de fontes ambientais (COSTA et al., no prelo; SALGADO et al.,
2004; VICENTE et al., 2013; DE HOOG, et al., 2007)



5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir deste estudo foi possivel estabelecer novas ferramentas para avaliar
a interagdo de agentes de cromoblastomicose com hospedeiros vegetais e animais,
fornecendo subsidios para elucidagao dos nichos ambientais e consequentemente
rotas de infecgdo. Para isto, foi estabelecido um modelo de agrotransformagao
baseado em FLORENCIO et al., 2018 da espécie F. pugnacius, recentemente descrita
por DE AZEVEDO et al. 2015, como agente causal da doenga a qual foi relacionada
a uma evolugao clinica diferenciada, quando comparado com outras espécies agentes
causais da doenca, sendo associada a um caso de disseminacgao cerebral.

Os ensaios de inoculacéo de linhagens transformada em tecidos vegetais
utiizando como modelo plantas epidemiologicamente associadas a infecgao
traumatica da doenga mostraram a habilidade dos mutantes analisados de sobreviver
dentro dos tecidos vegetais. Resultados preliminares mostram que fragmentos
vegetais vindos de da palmeira Bactris gasipaes promoveram infecgdo traumatica
indicando assim um caminho para a elucidagao do processo de lesdo de implantagao.
No entanto devido ndo evolucdo clinica das lesdes novos ensaios deverdao ser
realizados.

Existem uma serie de hipotese quanto ao caminho evolutivo para a adaptagao
destes agentes em hospedeiros animais. Neste contexto, FORNARI et al., 2018
demonstrou que as espécies do género Fonsecaea sao oportunistas e ndo patégenos
primarios, sugerindo que estes organismos modificam seu metabolismo de acordo
com as condi¢gdes ambientais que sao expostas. FLORENCIO et al., 2018 foi um dos
primeiros trabalhos a demonstrar a transformagao no género entretanto, este trabalho
foi o primeiro a avaliar a capacidade adaptativa das linhagens transformadas.

DE HOOG et al., 2018 descreve modelos de oportunismo na infeccéo
ambiental, de modo que fungos ambientais se desenvolvem em hospedeiros animais
porque apresentam algum tipo de mecanismo de sobrevivéncia que também é
necessario para se tornarem patdégenos, ou seja, apresentam um mecanismo de
viruléncia capaz de se adaptar aos diferentes ambientes. Fungos estritamente
patdogenos, como a F. pugnacius, também podem se adaptar a sobrevivéncia
ambiental. Este trabalho representa uma ferramenta promissora para testar tal

hipotese.



Quanto as perspectivas futuras deste trabalho sdo continuar desenvolvendo
estudos para a Fonsecaea pugnacius, a fim de entender seu potencial de viruléncia e
ecologia, utilizando linhagens marcadas, ou seja, organismos transformados, estes,

representam um potencial para os estudos de rota de infecgéo.
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APENDICE

MEIOS DE CULTURA E REAGENTES UTILIZADOS

Agar Sabouraud Dextrose

REAGENTES PESO (g)
Glicose 20g
Peptona 59
Agar 7,59
Volume final 500 mL
Agar Batata
REAGENTES PESO (g)
Batatas Cruas 200g
Dextrose 20g
Agar 209
Volume final de agua 1000 mL

As batatas devem ser cozidas com agua destilada, depois peneiradas
e seu volume ajustado até o volume de 1L. Apds acertar o volume é

colocado a Dextrose e o agar. Autoclavar o meio.

Meio LB
REAGENTES PESO (9)
Triptona 19
Extrato de Levedura 0,59
NaCl 19
Volume final 100 mL
Preparo do MES
REAGENTES (SAIS) QUANTIDADE
MES 19,52¢g
H20* 100mL
Volume final 100 mL

*Apo6s a adicdo de agua para a diluigdo realizar o ajuste de pH para 5,3;
Ajuste de pH deve ser realizado com KOH 5M. Apéds ajuste deve ser
adicionado agua até o volume de 100 mL. Esta solugédo deve ser filirada
com filtro 0,45um e estocada a -20°C envolto em papel aluminio.



Meio MS adaptado

SOLUCAO REAGENTES VOLUME (g/L)
A (10 mL/L) NH4NOs3 165
B (20 mL/L) KNO3 95
C (10 mL/L) CaCl2.2 H20 44
KI 0,083

CoClz. 2 H20 0,0025

D (10 mL/L) KH2PO4 17
H3BOs3 0,62

NazMo0O4.2 H20 0,025

E (10 mL/L) MnSO4.H20 1,69
MgS04.7H20 37

CuS04.5H20 0,0025

ZnS04.7H20 0,86

F (10 mL/L) Na2EDTA.2 H20 3,73
FeS04.7 H20 2,78

G (10 mL/L) Tiamina HCI 0,1
Glicina 0,2

Acido Nicotinico 0,05

Piridoxina HCI 0,05

Total 1 Litro

Solugdes preparadas previamente e armazenadas na geladeira.

Complemento para o Meio MS

REAGENTES PESO (g/L)
Sacarose 30
Agar* 7
Volume final 1 Litro

pH: entre 5,5 a 6. *Adicionado somente apds a medigéo do pH



Complemento para o Meio Brasuz

REAGENTES PESO (g/L)
Sacarose 30
Inositol 0,1
PvP 0,5
Agar*® 7
BAP (10 mM)** 0,2 mg/L
ANA (1 mM)** 0,01 mg/L
Volume final 1 Litro

pH: entre 5,7 a 6. *Adicionado somente apds a medigao do pH. **

Horménios vegetais

Sais para o Meio de Indugao

REAGENTES (SAIS) PESO (g)
KH2PO4 (monobasico) 6,5
K2HPO4 (dibasico) 8,7
NaCl 2,9
MgS0a4.7 H20 12,3
CaClz2.2 H20 3,67
FeS04.7 H20 0,13
(NH4).2 SO4 6,6
Volume final 50 mL

Preparo da Acetoseringona 0,2 M

REAGENTES (SAIS) QUANTIDADE
Acetoseringona 0,199
H20* 100mL
Volume final 5mL

*Ap0s a adicdo de agua para a diluicéo realizar o ajuste de pH para 8; Ajuste
de pH deve ser realizado com KOH 5M. Apds ajuste deve ser adicionado
agua até o volume de 5 mL. Esta solugéo deve ser filtrada com filtro 0,25um
e estocada a -20°C envolto em papel aluminio.



Meio de Indugao Liquido

REAGENTES QUANTIDADE

Sais do meio de Indugao 200mL

Glicose (10mM)
Glicerol (0,5%)

H20 Completar até 475mL

Autoclavar e resfriar a 50°C

1M MES*

Acetoseringona®

Volume final 500 mL

*Ap6s adigao dos reagentes, guardar solugdo em geladeira

Meio de Indugao Sélido

REAGENTES QUANTIDADE

Sais do meio de Indugao 200mL

Glicose (5 mM)
Glicerol (0,5%)
Agar

H20 Completar 475 mL

Autoclavar e resfriar a 50°C

1M MES*
Acetoseringona*

Volume final 500 mL

*Apos adicdo dos reagentes, guardar solugdo em geladeira



