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RESUMO

Entre as espécies de leveduras negras reunidas no género Fonsecaea estao os
agentes causais da cromoblastomicose, uma infecgdo cutdnea—subcuténea,
reconhecida como uma micose de implantagcdo associada a lesdes traumaticas
causadas por fontes ambientais. A doenga € caracterizada por aspectos crénicos de
evolugdo progressiva e de dificil tratamento, acometendo principalmente
trabalhadores rurais imunocompetentes, sendo reconhecida pela OMS como uma
doenca negligenciada. Neste contexto, o estudo de expressao génica pode fornecer
dados que permitam compreender melhor os genes envolvidos nos mecanismos de
patogenicidade destes agentes. Tendo em vista que ainda ha muitos aspectos da
infeccdo por este género que nao estdo completamente elucidados, este trabalho
visou avaliar, através da metodologia de transcricdo reversa seguida de reacao em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR), a diferenciacdo da expressao
génica em Fonsecaea monophora CBS 269.37, um dos principais agentes
etiologicos da cromoblastomicose, sob diferentes condigdes de crescimento in vitro e
por meio do modelo parasitario utilizando a larva Tenebrio molitor. Com base em
dados nao publicados do transcriptoma da espécie, foram selecionados para
avaliacdo da expressao sete genes envolvidos em diferentes processos biolégicos
ou fungdes moleculares: AYO21 09850 (NADPH-citocromo P450 redutase),
AYO21_11301 (Peroxidase), AYO21_02611 (Formato desidrogenase), duas
diferentes lacases/multicobre oxidases (AYO21 05450 e AY021 _07092),
AYO21_01584 (alcool desidrogenase) e AYO21_01590 (homocisteina S-
metiltransferase). Com base na bibliografia, outros genes foram selecionados como
candidatos a genes endogenos: B-tubulina, RPL27a, Rpb2, Rps9 e AYO21_07350
(gama actina). De acordo com os resultados, verificou-se que os genes B-tubulina,
AYO21 07350 (gama actina), AYO21 05450 (Lacase), AYO021 01590
(homocisteina  S-metiltransferase), AYO21_1584 (alcool desidrogenase) e
AYO21 02611 (Formato desidrogenase) apresentaram niveis de expressdo génica
diminuidos nas larvas inoculadas em relagdo ao desenvolvimento in vitro da
linhagem em estudo. Em contrapartida, os genes AYO21_ 09850 (NADPH-citocromo
P450 redutase), AYO21_07092 (Lacase) e AYO21_11301 (Peroxidase)
apresentaram expressdo aumentada em larvas infectadas, o que sugere que esses
genes podem estar relacionados aos fatores de viruléncia do fungo. Os genes
RPL27a, Rpb2 e Rps9 que inicialmente eram candidatos a normalizadores da
reacao também apresentaram expressao diferencial elevada em larvas inoculadas e
isso pode ser explicado pelo fato de que alguns genes que codificam proteinas
ribossomais podem estar associados a expressao de viruléncia do patdgeno.

Palavras-chave: Leveduras negras. g°PCR. Cromoblastomicose. Patogenicidade.



ABSTRACT

Among the black yeast species gathered in the Fonsecaea genus are the causal
agents of chromoblastomycosis, a cutaneous-subcutaneous infection recognized as
an implantation mycosis associated with traumatic injuries caused by environmental
sources. The disease is characterized by chronic aspects of progressive evolution
and difficult to treat, affecting mainly immunocompetent rural workers, being
recognized by the OMS as a neglected disease. In this context, the study of gene
expression can provide data that allow a better understanding of the genes involved
in the pathogenic mechanisms of these agents. Considering that there are still many
aspects of infection by this genus that are not completely elucidated, this work aimed
to evaluate, through the methodology real-time reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-qPCR), the differentiation of gene expression in Fonsecaea
monophora CBS 269.37, one of the main etiological agents of chromoblastomycosis,
under different in vitro growth conditions and through a parasitic model using the
larvae Tenebrio molitor. Based on unpublished data from the transcriptome of the
species, seven genes involved in different biological processes or molecular
functions were selected for expression evaluation: AYO21 09850 (NADPH-
cytochrome P450 reductase), AYO21_ 11301 (Peroxidase), AYO21_02611 (Formate
dehydrogenase), two different laccases/multicopper oxidases (AYO21 05450 and
AYO21_07092), AYO21_01584 (alcohol dehydrogenase) and AYO21_01590
(homocysteine S-methyltransferase). Based on the bibliography, other genes were
selected as candidates for endogenous genes: B-tubulin, RPL27a, Rpb2, Rps9 and
AY0O21_07350 (gamma actin). According to the results, it was verified that the genes
B-tubulin, AYO21_07350 (gamma actin), AYO21_05450 (Laccase), AYO21_01590
(homocysteine S-methyltransferase), AYO21_1584 (alcohol dehydrogenase) and
AYO21 02611 (Formate dehydrogenase) showed decreased levels of gene
expression in the inoculated larvae in relation to the in vitro development of the strain
under study. In contrast, the genes AYO21 09850 (NADPH-cytochrome P450
reductase), AYO21_07092 (Laccase) and AYO21_11301 (Peroxidase) showed
increased expression in infected larvae, suggesting that these genes may be related
to fungal virulence factors. The genes RPL27a, Rpb2 and Rps9 which were initially
candidates for normalizing the reaction, also showed high differential expression in
inoculated larvae and this can be explained by the fact that some genes that encode
ribosomal proteins may be associated with the expression of the pathogen's
virulence.

Keywords: Black yeasts. gqPCR. Chromoblastomycosis. Pathogenicity.
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1 INTRODUGAO

A cromoblastomicose € uma micose cutanea-subcutdnea causada por
espécies da familia Herpotrichiellaceae da ordem Chaetothyriales, através da
inoculagdo traumatica desses agentes. Do ponto de vista clinico, a
cromoblastomicose possui sintomatologia variada, apresentando-se desde formas
brandas até casos graves de aspecto crénico e mutilante. De dificil tratamento, a
doenca se dissemina de forma subcutanea para varias regides, sendo caracterizada
pela presenca de estruturas septadas e acastanhadas no tecido do hospedeiro,
denominadas de corpos muriformes. Em alguns casos a infecgdo pode ter uma
evolucdo sistémica, afetando o sistema nervoso central, se apresentando
clinicamente como feohifomicose, como o caso clinico recentemente relatado
associado ao agente Fonsecaea pugnacius (TEIXEIRA et al., 2017; AZEVEDO et al.
2015; QUEIROZ-TELLES, 2015).

Além disso, quanto a etiologia da doenca, as espécies do género Fonsecaea
sdo consideradas os principais agentes (CORREIA et al., 2010). Habitualmente
encontradas em detritos de solo e plantas, as espécies do género acometem
principalmente individuos de baixa renda que residem em ambientes rurais, onde os
patdgenos foram ocasionalmente isolados (VICENTE et al., 2017). Dentro do género
existem espécies tais como F. pedrosoi e F. nubica que sao exclusivamente
associadas a infeccdo subcutdnea e consequentemente formando corpos
muriformes como a forma parasitaria no tecido do hospedeiro, enquanto as espécies
F. monophora e F. pugnacius podem expressar corpos muriformes e eventualmente
promover lesdes em outros 6rgaos ou tecidos através da disseminagao de estruturas
filamentosas e/ou propagulos no tecido do hospedeiro, caracterizando o quadro
clinico conhecido como feohifomicose. No entanto, a espécie F. monophora pode
causar tanto cromoblastomicose quanto feohifomicose, enquanto F. pugnacius foi
reportada causando no mesmo individuo as duas formas de infecgédo:
cromoblastomicose e feohifomicose (GOMES et al. 2016; AZEVEDO et al. 2015)

A cromoblastomicose é mais comum em paises de clima tropical e
subtropical, e apesar de causar grande impacto na saude publica, ainda n&o consta
na lista prioritaria dos sistemas publicos de saude, tendo sido recentemente
reconhecida pela OMS como uma doenca negligenciada (MORENO; VICENTE;
HOOG, 2018; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Grande parte das micoses
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permanece ignorada pelos agentes governamentais e tomadores de deciséo e
apesar da cromoblastomicose fazer parte do grupo de Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), ainda n&o ha
muito investimento para estudos da doenga quando comparado com outras
patologias infecciosas com gravidade semelhante. Dessa forma, solugdes
inovadoras dentro do complexo cenario relacionado a doengas fungicas sao
necessarias (RODRIGUES, 2019).

Diante disto, modelos adequados de infecgdo em hospedeiros animais séao
necessarios para entender os mecanismos envolvidos nestas patogéneses
(FORNARI et al. 2018; MORENO; VICENTE; HOOG, 2018). Fornari et al. (2018)
utilizaram larvas de Tenebrio molitor como modelo experimental para avaliar a
viruléncia de espécies encontradas em amostras clinicas (F. pedrosoi e
F. monophora) e ambientais (F. erecta), e observaram que essas espécies foram
capazes de sobreviver dentro do hospedeiro animal, com producdo de células
leveduriformes e hifas. Especificamente para F. pedrosoi foram observadas a
presenca de células escuras esféricas ou ovoides, semelhante as células
muriformes, considerada a forma parasitaria caracteristica da cromoblastomicose
(FORNARI et al. 2018).

Sendo assim, a partir do modelo parasitario utilizando larvas de T. molitor
objetivou-se avaliar a expressdo génica previamente relacionada a viruléncia de
F. monophora em condicdes de cultivo e a partir larvas de
infectadas, visando fornecer dados sobre os mecanismos envolvidos na expressao

diferencial de genes associados a viruléncia do agente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar o modelo parasitario Tenebrio molitor para avaliar expressao génica
de Fonsecaea monophora utilizando a técnica de gPCR e analisar a existéncia de

padrées de expressao relacionados a viruléncia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a capacidade de infecgdo e permanéncia do fungo F. monophora em
larvas de T. molitor,

- Padronizar a técnica para extracdo de RNA em amostras de culturas de fungo
e a partir de amostras de larvas de T. molitor infectadas;

- Desenvolver marcadores de gPCR para os genes alvo;

- Avaliar a expressao de genes relacionados a viruléncia de F. monophora em

modelo experimental T. molitor.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICOSES SUBCUTANEAS

As micoses subcutédneas sao doengas causadas por um grupo diversificado
de fungos. Também chamadas de micoses de implantagéo, se desenvolvem no local
de um trauma transcutaneo (QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Ocorrem com maior
frequéncia em paises de clima tropical e subtropical e acometem principalmente
individuos em ambientes rurais, uma vez que 0s organismos causadores dessas
doengas sao frequentemente encontrados em detritos do solo e plantas (LUPI;
TYRING; MCGINNIS, 2005). Na maioria dos casos sua sintomatologia é branda,
podendo comecar em forma de papulas subcutaneas indolores, progredindo para
formacado de fistulas e placas verrucosas, respectivamente. Dificilmente micoses
subcutdneas se manifestam de forma invasiva ou disseminada, entretanto
ocasionam grande impacto na saude publica, sendo dificeis de tratar e muitas vezes
gerando recidivas (ELDRIDGE et al.,, 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2011). As
principais infecgbes fungicas subcutaneas incluem a esporotricose, a
cromoblastomicose, micetoma, lobomicose, rinosporidiose, zigomicose subcutanea e
feohifomicose subcutanea (LUPI; TYRING; MCGINNIS, 2005).

A cromoblastomicose € uma infecgdo cutanea-subcutanea cronica, que causa
lesdes com resposta imune granulomatosa e formagao de células muriformes dentro
do tecido subcutaneo, padrao especifico dessa doenca, chamado de caracteristica
patognoménica (MORENO; VICENTE; HOOG, 2018; QUEIROZ-TELLES et al.,
2017). As lesbes cutaneas-subcutadneas caracteristicas da cromoblastomicose séo
clinicamente polimérficas, sendo frequentemente diagnosticadas erroneamente
como varias outras doengas infecciosas e nao infecciosas. Em casos avancados, a
doenga pode causar incapacidade de trabalho devido a sequelas fibroticas e uma
série de complicagdes clinicas e se nao for diagnosticada corretamente durante sua
fase inicial, pode tornar-se refrataria ao tratamento (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

O diagndstico da doenga pode ser realizado através da microscopia direta,
por cultura, exame histopatoldgico e analise molecular (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017; ANDRADE et al., 2007). Apesar de ser uma das principais micoses
subcuténeas, pacientes que apresentam formas clinicas moderadas a graves desta

doenga sao até entdo um verdadeiro desafio terapéutico para os médicos
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(QUEIROZ-TELLES et al., 2009). As lesdes séo recalcitrantes e dificeis de tratar,
muitas vezes ha a recorréncia da doenca, sendo necessaria administracido de
antifungicos sistémicos, requerendo por vezes a retirada cirurgica do tecido afetado,
termoterapia, quimioterapia ou a combinagdo destes (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017; QUEIROZ-TELLES, 2015; BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ; PERUSQUIA-
ORTIZ, 2010).

3.2 AGENTES CAUSAIS DA CROMOBLASTOMICOSE

Ainda ha aspectos pouco compreendidos em relagdo aos agentes causais da
cromoblastomicose, principalmente em relacdo aos mecanismos de patogenicidade
e fatores de viruléncia, ou seja, os genes de viruléncia envolvidos, sua expressao e
funcdo dentro do tecido infectado. Essas informacbdes sao necessarias para
desenvolver medidas eficazes de prevencgao, diagndstico e tratamento da doenca
(QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2013; BOMBASSARO, 2020). Entre os grupos de
fungos considerados agentes causais da cromobastomicose destacam-se as
leveduras negras da familia Herpotrichiellaceae da ordem Chaetothyriales
(VICENTE et al., 2017). As leveduras negras da ordem Chaetothyriales sao
caracterizadas por apresentarem crescimento lento, formado colbénias de coloragéo
escura em meios de cultivo devido a presenga de melanina nas suas células
vegetativas e reprodutivas (TEIXEIRA et al., 2017). Grande parte das espécies de
leveduras negras se reproduz de maneira assexuada com conidios gerados por uma
fase filamentosa, porém membros do género Exophiala exibem brotagdes
semelhantes a leveduras, sendo ocasionalmente observado crescimento
meristematico (HOOG et al., 2011).

Esses agentes encontram-se no ambiente como saprobios em habitats como
solo, madeira, plantas em decomposi¢cao e em residuos toxicos e poluentes diversos
(VICENTE et al., 2017). Dentre eles destacam-se espécies patogénicas, associadas
a infeccbes subcutaneas e profundas em hospedeiros humanos e animais. As
especies nao patogénicas sao consistentemente distintas daquelas reportadas como
agentes causais de doenca. As leveduras negras encontram-se distribuidas ao longo
do mundo e os individuos estdo expostos a elas presumivelmente por trauma
cuténeo (TEIXEIRA et al., 2017; SEYEDMOUSAVI et al., 2014; REVANKAR, 2007).
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A familia Herpotrichiellaceae abrange a maioria das espécies clinicamente
relevantes, pertencentes aos géneros Fonsecaea, Cladophialophora, Exophiala e
Rinocladiella (TEIXEIRA et al., 2017; SEYEDMOUSAVI et al., 2014; BADALI et al.
2008; SANTOS et al. 2007). Dentre as espécies causadoras da cromoblastomicose,
as mais prevalentes sao F. pedrosoi, F. monophora e Cladophialophora carrionii
(MORENO; VICENTE; HOOG, 2018). As espécies do género Fonsecaea sao mais
comumente reportadas como causa da doenga em regides tropicais, sendo
F. pedrosoi mais comum nas areas endémicas brasileiras enquanto F. monophora
na China (Xl et al., 2009) enquanto C. carrioni tem sido reportada em areas de clima
arido e semiarido (HOOG et al.,, 2007). Estas espécies estdo normalmente
associadas a fontes ambientais, com lesdes traumaticas servindo como porta de
entrada para os microrganismos causadores da doenga, que se multiplicam dentro
do tecido causando lesdes com resposta imune granulomatosa e formacdo de
células muriformes, que representam as formas parasitarias e adaptativas as
condigdes adversas do tecido do hospedeiro (MORENO; VICENTE; HOOG, 2018;
QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017). Fonsecaea pedrosoi e F. nubica estao
preponderantemente associadas a cromoblastomicose e formacdo de células
muriformes, enquanto F. monophora e F. pugnacius também podem estar
envolvidas na feohifomicose disseminada do cérebro e de outros 6érgédos, com
presenca de hifas nos tecidos. F. monophora apresenta neurotropismo acentuado e
com aspecto clinico variavel. A rota da infecgao neuroinvasiva por F. monophora nao
é clara e ocorre em individuos com sistema imunologico aparentemente normal
(AZEVEDO et al., 2015).

FIGURA 1 — CORPOS MURIFORMES ASSOCIADOS A FORMA PARASITARIA DA
CROMOBLASTOMICOSE
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FONTE: Adaptado de Salgado et al. (2004).
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De acordo com Selbmann et al., (2005) os fungos dematiaceos relatados
como agentes causais da cromoblastomicose apresentam diversas caracteristicas
que os capacitam a sobreviver em ambientes variados, incluindo os hostis. De
acordo com Moreno, Vicente e Hoog et al. (2018), tal tolerancia a habitats pode ser
explicada pela sua capacidade intrinseca de sobreviver sob condicdes acidas,
alcalinas, toxicas, em altas temperaturas, ou de baixa disponibilidade de nutrientes e
estresse mecanico e osmatico. A parede celular melanizada destes agentes confere
protecao contra uma ampla gama de estressores ambientais, incluindo resisténcia a
irradiagcdo UV, lise enzimatica e, em alguns casos, extremos de temperaturas
(MORENO; VICENTE; HOOG et al., 2018). Além da termotolerancia outros fatores
como o dimorfismo celular e a produgdo de melanina sdo amplamente descritos
como principais fatores de viruléncia relacionados ao estabelecimento da doenca
(FRANZEN et al. 2008).

A melanina presente nas células desses microrganismos € derivada de
dihidroxinaftaleno (DHN), um composto hidrofobico de carga negativa com alto peso
molecular, produzido por polimerizagao oxidativa fendlica e/ou inddélica (HOOG et al.,
2007). Outras proteinas relacionadas com a biossintese de melanina sdo largamente
encontradas entre espécies do género Fonsecaea, como Policetideo sintase, tipo lll,
Policetideo ciclase/desidrose e Citalona desidratase com um papel na via de
DHN-melanina; Dominio de ligagdo ao cobre da tirosinase relacionadas com
DOPA-melanina percurso e Homogentisado 1,2-dioxigenase, Glutationa S-
transferase, classe Zeta e 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase relacionados com a via
de degradacdo da L-tirosina. Ha também algumas enzimas-chave envolvidas na
biossintese de melanina, incluindo a familia das oxidases multicobre (MCOs)
(Multicopper oxidase - C-terminal, Multicopper oxidase - N-terminal e Multicopper
oxidase - tipe 1) (VICENTE et al., 2017). Esta familia de proteinas inclui lacases,
ferroxidases, bilirrubina oxidases e ascorbato oxidases (HOEGGER et al., 2006).

O estudo Xie et al. (2011) revelou expresséao diferencial do gene do ciclo de
divisdes celulares 42 (Cdc42) em F. monophora. Esse gene desempenha papéis
importantes durante o crescimento e desenvolvimento do fungo e apresentou maior
expressao no estagio de corpos escleroticos em comparagao com os estagios de
micélio e conidio, o que indicou que o Cdc42 pode estar envolvido na formacao de

corpos escleroticos de F. monophora.
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A melanizacao tem sido apontada como um fator importante de viruléncia em
Fonsecaea spp. Assim, Li et al. (2016), através de um estudo de sequenciamento de
transcriptoma juntamente com auxilio da RT-gPCR, detectaram um total de 2.283
genes diferencialmente expressos entre dois genétipos de F. monophora, um isolado
de lesdo humana e outro do seu mutante albino. Nesse estudo, identificaram a
maioria dos genes que codificam as principais enzimas envolvidas nas vias de
biossintese da melanina, incluindo policetideo sintase (pks), multicobre oxidase

(mco), lacase, tirosinase e homogentisato 1,2-dioxigenase (hmgA).

3.3 DIFERENCIACAO DA EXPRESSAO GENICA UTILIZANDO A METODOLOGIA
DE gPCR

Os estudos de expressao génica fornecem dados que permitem compreender
melhor os genes envolvidos nos mecanismos de patogenicidade dos
microrganismos € seus processos metabdlicos tendo em vista que o perfil de
expressdo do mRNA reflete a atividade dos genes individuais e caracteriza os
processos que ocorrem dentro do tecido infectado (TRUKHACHEV et al., 2016).
Segundo Ladeira, Isaac e Ferreira (2011) a qPCR (reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real) € um dos métodos de mensurar expressao génica mais difundidos e
confiaveis utilizados atualmente. O processo inicia-se pela extracdo do RNA
presente nas células para poder realizar a fase RT (transcrigcdo reversa) no qual a
enzima transcriptase reversa sintetiza o cDNA correspondente de cada fita de RNA.
Em seguida inicia-se a qPCR, que possui essa sigla por fornecer resultados
quantitativos, diferentemente dos qualitativos da PCR convencional. Essa etapa
caracteriza-se pela amplificacdo de um alvo especifico no conjunto de cDNA, que
ocorre, resumidamente, por meio do uso de uma DNA polimerase DNA-dependente
termoestavel (Taq polimerase), dois oligbmeros especificos para servirem de
iniciadores para a polimerase (primers) e um fluoréforo de DNA (SYBR Green |, por
exemplo). Conforme as cépias do alvo vao sendo sintetizadas, o fluoréforo se liga a
elas e, apds ser excitado, emite luz proporcionalmente ao numero de fragmentos.
Através de anadlise grafica pode-se quantificar a amostra inicial de cDNA que, néo
havendo erros, é proporcional a de mMRNA (THERMOFISHER, 2022).

O sistema de analise através do SYBR Green | permite a ligagao desse

corante fluorescente a qualquer molécula de fita dupla, fazendo com que esse
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agente intercalante detecte tanto alvos especificos como nao especificos
(NAVARRO et al., 2015). Por isso € necessario o desenvolvimento da curva de
dissociagdo (também chamada de “Curva de Melting”) logo apés a amplificagdo do
DNA. Nesse processo as moléculas passam por aumento de temperatura (por
exemplo, de 60 a 90 graus) e a emissao de fluorescéncia € monitorada durante essa
analise (NAVARRO et al., 2015). No momento em que as moléculas atingem a
temperatura de melting (Tm) metade dos produtos do PCR encontram-se unidos e a
outra metade dissociada, depois desse ponto o sinal de fluorescéncia decai em
virtude da dissociacédo do corante. Esse ponto de melting (Tm) € dependente do
tamanho do produto e/ou composicdo de nucleotideos, apresentam picos distintos
no grafico da derivada de fluorescéncia versus a temperatura de acordo com cada
produto de amplificacdo (NAVARRO et al., 2015; VALASEK; REPA, 2005). Por meio
da Curva de Melting pode-se visualizar se ha apenas um produto de amplificacdo
através da observacdo de apenas um pico na curva de dissociagcdo. Se houver
outros produtos de amplificagcdo ndo especificos ou dimeros de primers verifica-se a
presenca de dois ou mais picos, que geralmente aparecem antes do pico do produto
especifico devido a desnaturagcédo ocorrer em temperaturas mais baixas (NAVARRO
et al., 2015; VALASEK; REPA, 2005).

Conforme cita Prada-Arismendy e Castellanos (2011), a linha pontilhada
mostra a fluorescéncia durante o processo de aquecimento; em baixas temperaturas
o DNA esta na forma de fita dupla e tem 100% de fluorescéncia (eixo direito). A
medida que aquecem, os fios desnaturados produzem menos sinal. Apés o
processamento matematico de tais dados (decorrente de mudancgas de fluorescéncia
versus derivada da temperatura, dF/dT), obtem-se os dados de fluorescéncia
especificos, Rn (eixo esquerdo). Assim, ha dois picos, o pico inferior a esquerda,
72°C, correspondendo a curva de dissociacao dos dimeros de primers que podem
ser formados durante a reagao. Os picos a direita a 81,5°C que apresentam maior
intensidade, correspondendo a curva de dissociagdo de dois produtos de
amplificagdo especificos obtidos (FIGURA 2).

Analises de diferenciagao da expressao génica podem ser realizadas através
quantificacdo absoluta ou relativa. Na quantificagdo absoluta, o numero total de
copias do produto da qPCR ¢é obtido através da comparagcdo com uma curva padrao.
Enquanto na quantificagéo relativa, o sinal da sequéncia de interesse € comparado

com o de um controle, sendo o método de Ct Comparativo o tipo de analise mais
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utilizada, o qual consiste em utilizar o calculo de Delta-Delta ct (AACt e 2724% )

confome anteriormente publicado (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; APPLIED
BIOSYSTEMS, 2022). Para este método mede-se o valor de Ct (“Cycle Threshold”)
em relacdo ao controle, com baixos valores de Ct, indicando maiores niveis de
expressao, pois sao necessarios menos ciclos de amplificagéo para atingir o limiar.
Entretanto, maiores valores de Ct indicam menores niveis de expressdo (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; RAO et al., 2013).

FIGURA 2 — ANALISE DA CURVA DE DISSOCIAGAO A PARTIR DE UM ENSAIO DE PCR EM
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FONTE: Adaptado de Prada-Arismendy; Castellanos (2011).

As diferengas quantitativas no mRNA produzido durante um ensaio de gPCR
nao dependem apenas da atividade do gene — elas também dependem das
condi¢cdes experimentais, particularmente da quantidade inicial de cDNA. Para obter
um resultado valido, é necessario comecar exatamente com a mesma quantidade de
cDNA nas amostras tratadas e nao tratadas, e isso é dificii de conseguir
(THERMOFISHER, 2022).

A solugado desse problema esta em incluir um segundo gene conhecido por
nao ser afetado pelo tratamento em cada amostra, onde qualquer diferenga no
MRNA detectado sera o resultado de alteragbes na concentragao inicial de cDNA.
Para isso, é realizada uma comparagéo com os padrdes de expressao génica entre
0 segundo gene e o gene de interesse para descobrir o0 valor “verdadeiro”. Este

segundo gene pode ser denominado como “controle enddégeno”, mas também é
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ti) “

conhecido como “normalizador”, “gene de referéncia” ou “gene de controle interno”
(THERMOFISHER, 2022).

De acordo com Livak e Schmittgen (2001) e com os guias disponiveis sobre o
software de analise da expressao génica da Applied Biosystems (2010) é necessario
medir os valores de Ct do gene-alvo e do gene de expressédo endogena. Os valores
de Ct devem ser medidos em condicdes de tratamento e de controle.

Segundo Livak e Schimittgen (2001) a equagdo para quantificacdo por 2722

quantidade relativa = 272 (1)

Sendo que:
—AACt = ACliratamento = A Clcontrole (2)
ACt = Ctgene de interesse = Clgene endégeno 3)

2 -AACt

A quantidade relativa ,corresponde ao valor da razdo dos niveis de

expressdo entre determinada condigdo em relacdo ao controle. Um valor de 2724¢
igual a 1 indica niveis de expressdo semelhantes, valores maiores que 1 indicam
expressdo aumentada no tratamento, e valores abaixo de 1 indicam expressao
génica diminuida no tratamento (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Por exemplo, se a
amostra alvo produz duas vezes mais mRNA que a amostra controle, o resultado é
um valor de 2 (THERMOFISHER, 2022). Os genes endogenos utilizados como
referéncia devem ser expressos em todas as condi¢cdes e para serem considerados
validos, os niveis de expressdo ndo devem variar entre as amostras
(THERMOFISHER, 2022).

Existem diversos exemplos da utilizacdo da qPCR que demonstram sua
eficacia para avaliar as diferencas na expressdo génica em diversas situagoes,
como em musculos de ovinos (TRUKHACHEYV et al., 2016), em aqueles associados
ao declinio das frutas citricas (ABREU et al., 2015) ou mesmo aqueles expressos

durante a fagocitose de fungos Cryptococcus neoformans e C. gatti (GOULART,
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2009). A avaliagcao da expressao génica utilizando modelos experimentais tem sido
amplamente utilizada, pois possibilita avaliar fatores relacionados a progressao de
doencas e resposta imune do hospedeiro de maneira rapida e com baixo custo
(KINSHOKU et al., 2012; ALCAROZ et al., 2019).

3.4 MODELO PARASITARIO

Organismos modelo sao ferramentas importantes para a investigagao
cientifica, pois fornecem dados biolégicos que possibilitam a validagdo de
procedimentos. Os modelos parasitarios sdo selecionados de acordo com a sua
capacidade de reproduzir a doenca ou a resposta imune que se objetiva analisar
(MONTEIRO et al., 2009). Animais pequenos tém grande vantagem devido seu
baixo custo de manutencédo e rapida reprodugdo, ndo necessitando de grandes
estruturas para cultiva-los em laboratérios (MONTEIRO et al., 2009). Exemplos de
animais amplamente utilizados como modelos experimentais, inclusive para estudos
genéticos, inclui dipteros como a mosca Drosophila melanogaster (POTTER et al.,
2000; LEONI, 2012) e o peixe Danio rerio (SOUSA et al., 2017; CASTRO et al.,
2022). No caso de modelos para reproducédo de doengas infecciosas causadas por
fungos, tais como a cromoblastomicoses, diversos modelos tem sido utilizados entre
eles, modelos murinos (VICENTE et al., 2017; FORNARI et al., 2018) e larvas de
artrépodes como Galleria mellonella (Arthropoda: Lepidoptera) (VICENTE et al.,
2017) e Tenebrio molitor da classe Arthropoda, ordem Coleoptera (TAKIGUCHI et
al., 1992; JOHNSTON; MAKAROVA; ROLFF, 2014; ZHU; WU; ZHANG, 2014; YANG
et al., 2017; FORNARI et al., 2018).

Segundo o publicado no boletim EMBRAPA (2007), a larva-da-farinha (T.
molitor) é um inseto que infesta grdos armazenados, possui tamanho avantajado e
tém distribuicdo cosmopolita e por isso suas larvas sao bastante usadas como
referéncia de laboratorio para testes com agentes biologicos. Conforme cita
EMBRAPA (2007), estes insetos ndo voam e tém preferéncia por ambientes secos e
escuros, sao holometabdlicos passando por quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e
adultos. Esta espécie é de facil manutengdo em laboratério, pois ocupam pouco
espaco e tem baixo custo de manutencéo, sendo assim um animal muito usado para

modelos experimentais (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — ASPECTOS MORFOLOGIC DE Tenebrio molitor

TN

FONTE: Adaptado de AgroLink (2022). A: Larva; B: Pupa; C: Besouro.

As larvas de T. molitor demonstram ser eficazes como modelo de infec¢ao
para diversos experimentos. Entre eles é possivel citar o trabalho de Tavares e
Moura (2022) que avaliou a eficiéncia como modelo experimental de infecgdo por
bactérias patogénicas humanas, assim como a pesquisa de Naliato (2022) que as
utilizou para avaliar a viruléncia de espécies clinicas e ambientais de fungos
patogénicos do género Sporothrix, sendo que ambos os estudos obtiveram
resultados que indicam eficiéncia de T. molitor como modelo experimental.

O estudo realizado por Fornari et al., (2018) demonstrou o potencial de
viruléncia da espécie saprobia F. erecta no modelo animal, confirmando dados
anteriores publicados por Vicente et al. (2017), utlizando como modelo
Galleria mellonella. No entanto, T. molitor utilizado por Fornari et al. (2018)
representou um modelo mais adequado para reproduzir a doencga, pois as larvas
dessa espécie tém um ciclo de vida mais longo que as de G. mellonella, podendo
viver por até 1 ano, enquanto G. mellonella vive cerca de 6 semanas. Além disso,
em
T. molitor os autores observaram pela primeira vez estruturas semelhantes as
células muriformes produzidas durante a infecgao do tecido humano. Os resultados
desse estudo confirmam o papel das células muriformes como uma adaptagao

patogénica em tecidos animais.
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Diante desses fatos, a larva de T. molitor tem sido objeto de estudo para fins
modelos parasitario e pode entédo ser utilizada para estudos envolvendo analise de
expressdo génica, favorecendo a elucidagdo da expressado de alguns genes de
viruléncia em cultura e biopsia, visando correlacionar com genes previamente
associados a infeccdo em humanos.
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4 METODOLOGIA

4.1 LINHAGENS

Para este estudo foi utilizada a linhagem tipo CBS 269.37 de Fonsecaea
monophora isolada de lesdes de cromoblastomicose humana, a qual possui dados
de transcriptoma gerados pelo grupo de pesquisa do curso de Pds-Graduagao em
Microbiologia, Parasitologia e Patologia da Universidade Federal do Parana (UFPR).
A linhagem esta devidamente depositada no acervo do Centro de Colegdes
Microbiolégicas da Rede Paranaense Taxonline -  CMRP/Taxonline
(http://taxonline.bio.br/index.php). As culturas foram mantidas em &gar e caldo
Sabouraud Dextrose (FORNARI et al., 2018) a 28 °C.

4.2 INOCULACAO DE LINHAGENS DE Fonsecaea monophora EM LARVAS DE
Tenebrio molitor E AVALIACAO DA CAPACIDADE DE INFECCAO E
VIABILIDADE DO FUNGO NO TECIDO ANIMAL

As primeiras larvas de T. molitor foram compradas em casa de produtos de
pesca. Essas larvas matrizes foram cultivadas no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia Basica da UFPR e a partir da sua reprodugao foram
obtidas as demais larvas utilizadas nesta pesquisa.

Os experimentos foram realizados com indculos frescos. Cada indculo foi
preparado a partir de raspados de culturas de F. monophora que foram adicionados
a um microtubo contendo um volume de 1 mL de solugdo PBS previamente
esterilizada e homogeneizados em agitador tipo vortex. Em seguida 10 pL da
suspensdo eram colocadas em camara de Neubauer para contagem de esporos.
Para verificar a viabilidade dos esporos em solugao esta foi diluida em aliquotas de
1:100 e 1:1000 a fim de verificar a quantidade de unidades formadoras de colbnias
(UFC) na suspensdo que posteriormente seria inoculada nas larvas, com 10 pL da
suspensao de esporos sendo adicionados sobre uma placa de agar Sabouraud
Dextrose e espalhada com o auxilio de uma alga de Drigalski previamente
esterilizada. Da mesma forma também foi realizada cultura apenas da solucédo de
PBS esterilizado para avaliar possiveis contaminagdes da solugdo. As culturas foram

mantidas a 28 °C e avaliadas apés 10 dias.
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O procedimento de inoculacédo das larvas com a solugao de esporos fungicos
foi realizado com base no método utilizado por Fornari et al. (2018), utilizando larvas
de T. molitor de aproximadamente 100-200 mg. Um volume de aproximadamente 1
x 10° células/mL suspenso em solucdo tampao fosfato-salino (PBS) esterilizada foi
utilizado como inéculo e injetado na porgao ventral da hemocele do animal, no
segundo ou terceiro esternito visivel acima das pernas, em aliquotas de 5 L,
utilizando uma seringa Ultra-fine 8 mm. Os controles negativos foram compostos por
larvas inoculadas com um volume de 5 pyL de PBS. As larvas foram colocadas em
placas de Petri esterilizadas e mantidas no escuro a temperatura de 37 °C. Os
experimentos foram realizados de forma quadruplicada com grupos de dez animais,
somando um total de 20 larvas por ensaio. Apos inoculagéo e 10 dias de incubagao,
amostras das larvas sobreviventes eram coletadas. Ao final de cada etapa também
foi realizada a cultura microbiolégica da hemolinfa das larvas infectadas com a
suspensio de esporos que sobreviveram apds 10 dias da inoculacéo para verificar a
viabilidade dos esporos fungicos. Para tal avaliagdo, a hemolinfa das larvas
selecionadas foi espalhada sobre uma placa de agar Sabouraud Dextrose com o
auxilio de uma alga de inoculagéo. As culturas foram mantidas a 28 °C e avaliadas

apo6s 10 dias.
4.2.1 Confirmagéo da presenca de Fonsecaea monophora nas larvas infectadas

Com o objetivo de identificar e confirmar a presenga de F. monophora no
tecido das larvas de T. molitor infectadas foi realizada cultura monospérica da
levedura negra isolada na cultura da hemolinfa de uma das larvas inoculadas com a
suspensao de esporos (vide 4.2). Como controle negativo foram realizadas culturas
da hemolinfa de T. molitor inoculadas apenas com solucado PBS.

A identificagao preliminar foi realizada segundo Hoog et al. (2014) com base
em caracteristicas macro e microscopicas das colbnias apdés a cultura em agar
Sabouraud Dextrose incubadas a 28 °C. A partir destas culturas monosporica, foi
realizada a extragdo do DNA utilizando o protocolo descrito por Vicente et al.,
(2008). A confirmacao de que a linhagem inoculada foi a mesma re-isolada da larva
apos 10 dias de inoculacéo foi verificada através do sequenciamento da regido ITS,

obtido a partir de uma das amostras de levedura negra isolada da larva.
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A suspensao de DNA foi amplificada e sequenciada a regido ITS1-5.8S rDNA-
ITS2, usando os primers universais ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ e ITS4
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3* (WHITE et al., 1990; O'DONNELL,1992) de
acordo com protocolo descrito por Vicente et al. (2008). O sequenciamento foi
realizado em sequenciador ABI3500XL (Applied Biosystems™). As sequéncias
forward e reverse obtidas foram alinhadas utilizando software Mega7 e a sequéncia
consenso obtida a partir delas foi comparada com o banco de dados Blast do
GenBank (NCBI) para verificar se o fragmento amplificado se equiparava com
sequéncias de linhagens F. monophora disponiveis no banco de dados. Em seguida,
um total de 70 linhagens de referéncia foram incluidas no estudo filogenético a fim
de estabelecer as relagoes filogenéticas por analise de Maxima Verossimilhanga em
software Mega7 (ANEXO 1).

4.3 EXTRACAO DE RNA
4.3.1 Extragdo de RNA das linhagens de Fonsecaea monophora em cultura

A extracdo do RNA das coldnias fungicas foi realizada por meio dos seguintes
passos: (I) As colénias foram maceradas utilizando gral e pistilo previamente
esterilizados e refrigerados com nitrogénio liquido. (II) Em seguida foram
adicionados 1.000 pL de TRIzol™ seguido da adicdo de nitrogénio liquido,
congelando a mistura. (lll) Aguardou-se cerca de 2 minutos para que a amostra
ficasse liquida novamente e entdo a solugao foi transferida para um microtubo de 2
mL. (IV) Foram acrescentadas pérolas de vidro e a amostra foi colocada no agitador
tipo vortex por 30 segundos e incubadas por 10 minutos a 65 °C. (V) Na sequéncia
foram adicionados 200 uL de cloroférmio e agitado no vortex por 15 segundos. (VI)
Foi incubado em temperatura ambiente por 3 minutos e depois (VIl) centrifugado a
13.775 x g por 5 minutos. (VIII) Um volume de 500 yL da fase aquosa foi transferido
para um novo microtubo, seguido da adi¢gdo do volume de 300 uL de isopropanal,
realizando a homogeneizacédo por meio da inversdo manual e cautelosa do tubo por
trés vezes, (I1X) seguido da incubagao em temperatura ambiente por 10 minutos. (X)
Em seguida a mistura foi centrifugada a 13.775 x g por 15 minutos. (XI) O
sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado um volume de 500 uL de

etanol 70% e (XII) centrifugado a 13.775 x g por 15 minutos e o sobrenadante



35

descartado. Na sequéncia, (XIIl) adicionou-se novamente 500 pL de etanol 70% ea
amostra foi centrifugada a 13.775 x g por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado
e (XIV) o microtubo foi colocado de tampa aberta para secar em temperatura
ambiente, dentro da capela de fluxo laminar. (XV) Apos a secagem o RNA foi
ressuspendido em um volume de 20 pL de agua DEPC, quantificado em um
espectrofotometro NanoDrop® e avaliado quanto a qualidade em gel de agarose a
1%.

4.3.2 Extracdo de RNA de larvas de Tenebrio molitor dos grupos controles e

infectadas

O protocolo de extracdo de RNA das larvas de T. molitor foi semelhante ao
processo realizado para o fungo em cultura, apenas se diferenciando no comego do
procedimento, onde as larvas foram maceradas individualmente utilizando gral e
pistilo previamente esterilizados e refrigerados com nitrogénio liquido. Em seguida

foram adicionados 1.000 pL TRIzol™

e nesse momento o nitrogénio liquido foi
adicionado diretamente na mistura que prontamente fica congelada. E entdo foi
seguido o passo a passo descrito no item 4.3.1 (sem necessidade de acrescentar
pérolas de vidro).

Apods a secagem o RNA foi ressuspendido em um volume de 20 uL de agua
DEPC, quantificado em um espectrofotdbmetro NanoDrop® e avaliado quanto a

qualidade em gel de agarose a 1%.

4.3.3 Tratamento do RNA com DNase

Com o intuito de remover o DNA extraido juntamente com o RNA, foi
realizado o tratamento de todas as amostras de RNA com a enzima DNase. Em um
microtubo de volume 0,5 mL acrescentou-se 1 ug da amostra de RNA, 1 uyL DNase |
Reaction Buffer (10X), 1 yL DNase |, Grau Amp, 1 U/uL do fornecedor Invitrogen™ e
agua tratada com DEPC para 10 yL. Em seguida foi realizado o protocolo de acordo

com o fabricante.
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4.3.4 Reacgao de transcriptase reversa para obtencdo do cDNA

Para a obtengdo do DNA complementar (cDNA) foi utilizado 2 ug de RNA
total para um volume final de 20 uL por reagdo. Em seguida foi aliquotada 2 uL da
mistura de reagao High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit da Applied Biosystems™ em
cada tubo.

Os tubos foram centrifuguados rapidamente concentrar o conteudo e
eliminar quaisquer bolhas de ar. Incubou-se a reagdo a 37 °C durante 60 minutos.
Em seguida a reagao foi aquecida a 95 °C por 5 minutos para paralisar a reagao.
Para a reacéo foi utilizado o primer oligo(dT) o qual possui uma cauda poli(A) que se
liga a cauda poli(T) do mRNA entdo o cDNA ¢ sintetizado a partir do mRNA, que
reflete a atividade dos genes que estavam sendo expressos no momento da
extragao.

O cDNA obtido foi armazenado em freezer entre -25 °C e —-15 °C para o
uso posterior nas reagdes de PCR em tempo real. Com o intuito de padronizar as
reacdes, as amostras de cDNA foram diluidas para ficarem na concentracdo de
10 ng/pL.

4.4 DESENHO E VALIDAGAO IN SILICO DE PRIMERS

Alguns genes foram selecionados para serem utilizados neste experimento
segundo informagdes prévias disponiveis na literatura a respeito da sua agéo dentro
das células (MORENO et al, 2017; HUANG et al.,, 2015, BAZITO, 2012,
OVERKAMP et al., 2002) e por meio dos estudos prévios de expressao diferencial
realizado por (GOMES & VICENTE et al., dados nao publicados).

Desta forma, os oligonucleotideos iniciadores “primers” foram desenvolvidos
para genes identificados com expressado diferencial em transcriptoma de biopsia
tecidual de corpo muriforme em relagdo a linhagem em condigbes de cultura
(GOMES & VICENTE et al., dados nao publicados). Os primers foram desenhados
utilizando o software Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2012), tendo como base
0s genes alvo, com tamanho de cerca de 20 nucleotideos cada, temperatura de
anelamento em 60 °C. A quantidade de guanina e citosina foram mantidas em 50%

para evitar a elevagado da temperatura de anelamento e dissociagao. As regides com
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muitas adeninas e timinas também foram evitadas para ndo ocasionar a diminuigao
da temperatura de anelamento. O tamanho do fragmento alvo foi estabelecido entre
50 a 150 pb.

A validacéo in silico foi realizada através de comparagédo com as sequéncias
de nucleotideos depositadas no banco do NCBI utilizando a ferramenta primer-blast
e pelo programa NetPrimer, onde foi verificada a possivel formagao de estruturas
indesejadas, como self dimeros, hétero-dimeros e hairpin. Para evitar a formacgéao de
dimeros, os primers ndao poderiam apresentar variagdo da energia livre de Gibbs
(Delta G) abaixo de -9 kcal/mole™ ou muitas bases complementares. Na analise de
hairpin, além dos valores de Delta G, foi verificada a temperatura de melting (Tm),
procurando manter os valores inferiores a 60°C para evitar auto anelamento. A Tm
foi selecionada estimando-se que os valores entre cada par de primers fossem
proximos, visando posteriormente estabelecer uma média na padronizagcdo da
gPCR. As temperaturas divergentes, devido a alta variagdo, foram excluidas ou
entdo, acrescentado bases adicionais na sequéncia do primer até se adequar a
temperatura dos demais primers.

Os primers desenhados foram testados em reacdes de PCR e qPCR em
concentragbes de 100 nM, 300 nM e 600 nM com o intuito de verificar em qual
dessas concentragdes a reacao foi mais eficiente.

Os genes selecionados foram: AYO21 09850 (NADPH-citocromo P450
redutase) pelo papel na oxidacdo de substancias quimicas xenobidticas
estruturalmente diversas e endobidticos (GUENGERICH et al., 2009; HUANG et al.,
2015); o gene AYO21_11301 (Peroxidase) que possui agado junto a resposta ao
estresse oxidativo (CAVERZAN, 2008; BAZITO, 2012) e o gene AYO21_02611
(Formato desidrogenase) que esta envolvido na oxidagdo do metanol e que possui
acao na desintoxicacdao (VAN DEN BERG; STEENSMA, 1997; OVERKAMP et al.,
2002). Também foram selecionados os genes denominados lacases/multicobre
oxidases AYO21 05450 e AYO21_07092, que segundo Moreno et al. (2017) sao
genes que supostamente codificam para lacases. E por ultimo foram selecionados
0os genes denominados AYO21 01584 (alcool desidrogenase) e AYO21 01590
(homocisteina S-metiltransferase) com base no relatado por Gomes & Vicente et al.
(dados nado publicados) que verificaram que estes estdo diferencialmente mais
expressos em bidpsia de tecido humano infectado com F. monophora do que

quando comparado com o mesmo fungo cultivado em meio de cultura.
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No QUADRO 1 estdo descritos os genes selecionados e as sequéncias de

primers desenhadas para cada um deles.

Apoiado em estudos prévios de analise de expressao génica em fungos (LI et
al., 2016; CHAE et al., 2012; JACOB et al., 2012; NOBREGA, 2011; XIE et al., 2011)

foram selecionados genes candidatos a normalizadores da reagdo de qPCR. Os

genes foram selecionados de acordo com sua estabilidade nas condi¢gdes do

experimento, servindo como padrao interno para normalizar os niveis de mRNA

entre as diferentes amostras possibilitando uma comparacao exata do nivel de
transcricdo de mRNA (NYGARD et al., 2007).

Os genes escolhidos para a selegdao de normalizadores da reacgao estao
descritos na QUADRO 2.

QUADRO 1 - PRIMERS DESENHADOS PARA OS GENES ALVO DO ESTUDO

Gene Primer Sequéncias (5' - 3")
AYO21_09850-NADPH-citocromoP450 redutase NADPH.F AGATCCCTTTGCCGAGTGC
AY0O21_09850 (NADPH-citocromo P450 redutase) NADPH.R GAGCCGTTCTACACAAGCATC
AYO21_ 11301 (Peroxidase) Peroxidase.F CAACGCCCGAGAGTTTCCTA
AYO21_ 11301 (Peroxidase) Peroxidase.R TGAGACCAGCAGCGATTGAG
AY0O21_02611 (Formato desidrogenase) Dehydrogenase.F CAAGCCGTTCGACTGCAAAG
AYO21_02611 (Formato desidrogenase) Dehydrogenase.R TCTTCGACACGTCTGCAACC
AY0O21_05450 (Lacase) AYO21_05450 (Lacase) F | ACTGGGGTGACACGTTGAAG
AY021_05450 (Lacase) AY021_05450 (Lacase) R | TCTTCCATTGACGCAGACCG
AY021_07092 (Lacase) AYO21_07092 (Lacase) F | ACTCAATCTCGTGCCAAGGG
AY021_07092 (Lacase) AY021_07092 (Lacase) R | TCGACCTCTTTGTGACGGTG
AY0O21_01584 (alcool desidrogenase) AY021_01584 F ACATCAGCATCATCTCGGGC
AY021_01584 (alcool desidrogenase) AY021_01584 R AGTTCTTCCACTACCGCGAC
AY0O21_01590 (homocisteina S-metiltransferase) AY0O21_01590 F CTTCTGGATGGCGGGTTAGG
AYO021 01590 (homocisteina S-metiltransferase) AY021 01590 R TGACCATAGAGGTGTTGCGG

FONTE: O autor (2020).

QUADRO 2 — PRIMERS PARA GENES CANDIDATOS A CONTROLE ENDOGENO

Gene Primer Sequéncias (5' - 3') Autor

Rps9 RPS9.192F CCTCGACCAAGAGCTGAAG NOBREGA, 2011
Rps9 RPS9.254R CCTCCAGACCTCACGTTTGTTC NOBREGA, 2011
Rpb2 Rpb2.F TGCAGGAGCTGGTGGAAGA JACOB et al., 2012
Rpb2 Rpb2.R GCTGGGAGGTACTGTTTGATCAA | JACOB et al., 2012
B-tubulina B-tubulina.F ACAATGGCACCTCGGATCTC XIE et al., 2011
B-tubulina B-tubulina.R AGCTCGAACAGCGTCCATAG XIE et al., 2011
AYO21_07350 (gama actina) | Unigene (7394) F TGGCTGGTCGTGATTTGA Ll etal., 2016
AYO021_07350 (gama actina) | Unigene (7394) R CTCTGGGAAGCGGTTTGA Ll etal., 2016
RPL27a RPL27a F TCATCCTGAAGGCAAAGCTCCAGT | CHAE et al., 2012
RPL27a RPL27a R AGGTTGGTTAGGCAGGCACCTTTA | CHAE et al., 2012

FONTE: O autor (2020).



39
4.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO POR gPCR

As reacdes de gPCR de cada amostra foram realizadas utilizando 1 pL do
pool de primers, 1 yL de agua ultrapura, 3 yL de SYBR™ Green PCR Master Mix da
Applied Biosystems™ e 1 yL de cDNA. Para padronizagao das reagoes, a qPCR de
todas as amostras foi realizada com 10 ng/pL de cDNA.

A PCR em tempo real foi realizada utilizando o equipamento da Applied
Biosystems™ Step-One Plus Real-Time PCR System e os resultados foram

analisados usando o programa StepOne™ Software v2.3.

TABELA 1 — CONDICOES PARA AS REACOES DE PCR EM TEMPO REAL

Passo Temperatura Tempo
1 95°C 10min
95°C 15s
2 (40%) 60 °C 1min
3 4°C 1min

FONTE: O autor (2021).

A analise da variagdo de Ct dos genes enddégenos candidatos a
normalizadores das reacdes foi realizada com o auxilio do software RefFinder. Os
resultados de cada conjunto de amostras (6 amostras, sendo 2 de larvas inoculadas,
2 de fungo controle e 2 de larva controle) foram avaliados com base na menor
variagao apresentada entre as condi¢gbes experimentais.

Através da analise realizada pelo programa RefFinder (WANG et al., 2021),
foi selecionado o par de primer candidato a controle enddégeno que apresentou
menor pontuacdo, indicando menor variagdo entre as amostras. A pontuagao
(também conhecida como pontuagao de controle endégeno) é a variagdo média em
pares do candidato a enddgeno selecionado em comparagdo com todos os outros
genes candidatos. Quanto menor a pontuagdo, mais estavel € a expressao desse
alvo em relagéo a todos os outros alvos na comparagao (APPLIED BIOSYSTEMS,
2022).

Ao final das reacbes de qPCR foram realizadas as curvas de dissociagao
(Curva de Melting) com o intuito de verificar a especificidade da amplificacdo do

gene alvo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cultura microbiolégica em agar Sabouraud dextrose realizada a partir da
suspensao de esporos de Fonsecaea monophora com o intuito de avaliar sua a
viabilidade dos esporos, obteve resultados satisfatérios, com crescimento elevado
das colbnias fungicas. Apds a confirmagéo da viabilidade, a suspensao foi utilizada
para inoculagao das larvas.

A permanéncia da linhagem de F. monophora inoculada em larvas de
Tenebrio molitor que foi avaliada através da cultura da hemolinfa das larvas apés 10
dias da data do procedimento de inoculacdo demonstrou que foi possivel isolar o
fungo dentro de larvas vivas, evidenciando sua capacidade de permanéncia dentro

do organismo do animal (FIGURA 4).

FIGURA 4 — CULTURA DA HEMOLINFA DE LARVAS DE Tenebrio molitor INFECTADAS APOS 10
DIAS DA DATA DE INOCULAGCAO

=

FONTE: O autor (2020). De | a IV: Diferentes larvas inoculadas. A: Crescimento das coldnias - frente
e B: Crescimento de coldnias - verso.

Também foram realizadas culturas de larvas controle, com o intuito de
verificar se estas ndo possuem fungos negros colonizando seu interior quando nao

estdo inoculadas pelos mesmos (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — CULTURA DA HEMOLINFA DE LARVAS DE Tenebrio molitor (CONTROLE)

FONTE: O autor (2020). De | a IV: Diferentes larvas utilizadas como controle. A e B frente e verso da
cultura.

Apos isolamento e sequenciamento das linhagens obtidas a partir das larvas
inoculadas, foi constatado que a linhagem de F. monophora inoculada era a mesma
recuperada das larvas apds 10 dias de experimento, conforme indicado pela
.comparagao da sequéncia obtida com o banco de dados genéticos GenBank
seguida da analise filogenética (ANEXO 2), confirmando a capacidade de
sobrevivéncia e viabilidade do fungo dentro do animal escolhido para ser o modelo
experimental.

Para a padronizagao da extragdo de RNA a partir do fungo em cultura e das
larvas infectadas foi empregado TRIzol™ associado a maceragdo dos tecidos em
gral e pistilos previamente refrigerados com nitrogénio liquido. Apés a maceracgao
era adicionado nitrogénio liquido suficiente para congelar a amostra. Esse método
proporcionou a obtencdo de maiores quantidades de RNA e com qualidade
satisfatéria onde foi observado bandas fortes e com pouco arraste, indicando boa

quantidade da amostra e baixa degradacao (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — COMPARAGAO DOS PERFIS DE RNA TOTAL OBTIDOS A PARTIR DAS AMOSTRAS
DAS LARVAS DE Tenebrio molitor MACERADAS COM ADICAQO IMEDIATA E TARDIA DE
NITROGENIO LIQUIDO NA AMOSTRA
M 1 2 3 4 § 6 7 8 8§ 90 1 12

FONTE: O autor (2020). A: Perfil de RNA total obtido a partir da maceragao direta da amostra
acrescida de nitrogénio liquido, sendo M: Marcador de peso molecular 1kb. 1, 2: Primeiras amostras
de RNA total obtido a partir de larvas inoculadas maceradas com adigéo direta de nitrogénio liquido

ao tecido. Em ambas se observa possivel degradacao e excesso de DNA gendmico. B: Perfil de RNA
total obtido a partir do resfriamento prévio dos utensilios com nitrogénio liquido e adicado do mesmo
diretamente na amostra apenas apds maceragao do tecido, sendo M: Marcador de peso molecular
1kb. 1 a 12: Amostras de RNA total obtido a partir de larvas inoculadas que foram maceradas com
refrigeracdo prévia do cadinho e pistilo. Observa-se que essa técnica proporcionou uma melhora na
qualidade do RNA extraido, com pouca degradagao e baixa contaminagao por DNA gendémico.

A padronizagcdo das técnicas de obtencao de RNA é importante para a
eficiéncia das analises, permitindo realizar reprodu¢cées com maior precisdo. De
acordo com Takahashi et al. (1969) o uso do nitrogénio liquido é essencial para
conter a acao das nucleases, entretanto notou-se que manipular a amostra
acrescida de nitrogénio liquido diretamente nela dificulta o procedimento de
maceracao, diminuindo a quantidade e qualidade de RNA obtido. Foi observado que
refrigerar os utensilios previamente ao aplicar nitrogénio liquido diretamente no gral
e no pistilo antes de colocar as amostras dentro facilita a maceragao e possibilita
extracdo de maiores quantidades de RNA e com qualidade satisfatoria.

Apos a padronizagdo da técnica de extragao de RNA para o modelo
experimental T. molitor foi possivel realizar a anéalise da expresséo de alguns genes
do fungo F. monophora, onde um total de 150 amostras foram processadas e apos
verificagcdo da qualidade do RNA obtido, 56 amostras foram selecionadas para dar
continuidade ao experimento. Entre as 56 amostras que apresentaram qualidade
satisfatoria de RNA, foram utilizadas no experimento 20 amostras, sendo 10
amostras de T. molitor inoculado com F. monophora, 5 amostras de F. monophora

em cultura para controle e 5 amostras T. molitor também para fins de controle.



43

Os pares de primers para os genes alvo AYO21_09850 (NADPH-citocromo
P450 redutase), AYO21 11301 (Peroxidase), AYO21 02611 (Formato
desidrogenase), AYO21_05450 (Lacase), AYO21_07092 (Lacase), AYO21_01584
(alcool desidrogenase) e AYO21_01590 (homocisteina S-metiltransferase) foram
desenhados e validados, podendo, também, ser utilizados como marcadores de
gPCR em estudos futuros.

Na FIGURA 7 estado representados os dados de estabilidade de cada gene
candidato a normalizador das reagbes de qPCR, incluindo genes constitutivos e
genes alvo do estudo. A partir desta analise verificou-se que o gene 5
(AYO21_01584 alcool desidrogenase) era 0 que se manteve mais estavel nas

diferentes amostras.

FIGURA 7 — ANALISE DE ESTABILIDADE DOS GENES ENDOGENOS CANDIDATOS A
NORMALIZADORES

ESTABILIDADE DO GENE
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FONTE: Adaptado do Software RefFinder (2022). Gene1: AYO21_07092 (Lacase). Gene2:
AYO21_07350 (gama actina). Gene3: AYO21_05450 (Lacase). Gene4: AYO21_01590 (homocisteina
S-metiltransferase). Gene5: AYO21_01584 (alcool desidrogenase). Gene6: RPL27a. Gene7: B-
tubulina. Gene8: AYO21_02611 (Formato desidrogenase). Gene9: AYO21_09850 (NADPH-citocromo
P450 redutase). Gene10: AYO21_ 11301 (Peroxidase). Gene11: Rps9. Gene12: Rpb2. As barras em
verdes representam o valor referente a estabilidade dos genes, valores mais baixos referem-se a uma
maior estabilidade da expressao génica.

Os genes candidatos a endégeno apresentaram alta taxa de variagdo, o que
nao € indicado para um gene normalizador de dados de qPCR, entretanto o gene
alvo AY021_01584 (alcool desidrogenase) apresentou boa estabilidade nas

diferentes amostras e, quando comparado com os demais genes, demonstrou ser
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uma boa escolha para normalizar os dados de analise de expressao génica, portanto
esse foi o gene selecionado para ser o normalizador das reagdes de gPCR das
amostras alvo e controle.

Os genes alvo do estudo foram selecionados com base na literatura.
AYO21_09850 (NADPH-citocromo P450 redutase) é importante no metabolismo de
esteroides, vitaminas, agentes cancerigenos, drogas e outros compostos, além de
desempenhar papéis importantes na oxidagdo substancias quimicas xenobibticas
estruturalmente diversas e endobiéticos (GUENGERICH et al., 2009; HUANG et al.,
2015). O gene que codifica AYO21_11301 (Peroxidase) foi selecionado, pois essa
enzima tem importante agéo junto a resposta ao estresse oxidativo (CAVERZAN,
2008; BAZITO, 2012). AYO21 02611 (Formato desidrogenase) esta envolvido na
oxidacdo do metanol em microrganismos metilotréficos e possui agdo na
desintoxicagcdo do formato exdgeno em organismos nao metilotroficos (VAN DEN
BERG; STEENSMA, 1997; OVERKAMP et al., 2002). Também foram selecionados
0os genes denominados lacases/multicobre oxidases AYO21 05450 e
AYO21 07092, que segundo Moreno et al. (2017) sdo genes que supostamente
codificam para lacases, enzimas que sao capazes de catalisar a oxidagao de varios
compostos organicos aromaticos com a redugao do oxigénio molecular a agua. Além
disso, as lacases sdo necessarias para a produgdao de melaninas fungicas, um
pigmento negro da parede celular reconhecido como um polimero chave para
patogenicidade e extremotolerancia em fungos semelhantes a leveduras negras. E
por ultimo foram selecionados os genes denominados AYO21_01584 (alcool
desidrogenase) e AYO21_01590 (homocisteina S-metiltransferase) os quais ainda
nao foram devidamente caracterizados, entretanto, com base no relatado por
GOMES e VICENTE et al. (dados n&o publicados), verificaram que estes estao
diferencialmente mais expressos em biopsia de tecido humano infectado com
F. monophora do que quando comparado com o mesmo fungo cultivado em meio de
cultura.

A
2 AACt

Na TABELA 2 estao representados os resultados de obtidos a partir da

média de Ct’'s de cada amostra na qPCR, seguido do calculo de ACt e AACt para

finalmente chegar nos dados de 2"24¢,
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TABELA 2 — 2"22°T L ARVA INOCULADA VS FUNGO CONTROLE
2”22 larva inoculada

Gene vs fungo controle

AY021_07092 (Lacase) 2,44
AYO21_07350 (gama actina) 0,01
AYO021_05450 (Lacase) 0,10
AYO21_01590 (homocisteina S-metiltransferase) 0,09
AYO21_01584 (alcool desidrogenase) 0,80
RPL27a 141701,94
B-tubulina 0,00
AY0O21_02611 (Formato desidrogenase) 0,04
AYO21_09850 (NADPH-citocromo P450 redutase) 8,90
AYO21_11301 (Peroxidase) 1,59
Rps9 62,54
Rpb2 73,07

FONTE: O autor (2022).

Na FIGURA 8 estdo demonstrados os niveis de expressao dos genes alvos

em larvas inoculadas quando comparados ao fungo controle.

FIGURA 8 — NiVEIS DE EXPRESSAO GENICA DOS GENES ALVO

2"~ AACt Larva Inoculada vs Fungo Controle

2MPACE

FONTE: O autor (2022). As barras representam o valor dos niveis de expressado dos genes alvos em
larvas inoculadas quando comparados ao fungo controle.
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Os genes AYO21_ 07092 (Lacase), AYO21 09850 (NADPH-Citocromo P450
redutase) e AYO21 11301 (Peroxidase) apresentaram expressao mais elevada
quando comparados ao controle, sendo AYO21 07092 2,44 vezes mais expresso,
AYO21_09850 (NADPH-Citocromo P450 redutase) 8,9 vezes mais expresso e
AYO21_ 11301 (Peroxidase) 1,59 vezes mais expresso na larva inoculada do que no
fungo controle. Esses genes apresentam expressdo aumentada no modelo animal
infectado assim como em tecidos humanos acometidos por lesdes causadas pelo
mesmo fungo (GOMES e VICENTE et al., dados nao publicados). Esse resultado
sugere que esses genes sado importantes para a manutencédo do fungo dentro do
tecido do hospedeiro, podendo possivelmente ser utilizados como alvo para os
tratamentos de pacientes acometidos pela doenga causada por este patdgeno
oportunista.

Os genes AYO21 05450 (Lacase), AYO21 01590 (homocisteina S-
metiltransferase), AYO21_1584 (alcool desidrogenase) e AYO21_ 02611 (Formato
desidrogenase) apresentaram niveis de expressao génica diminuidos nas larvas
inoculadas em relacdo ao fungo controle. Esses genes sao diferencialmente
expressos em tecido humano infectado por F. monophora (GOMES e VICENTE et
al., dados n&o publicados), entretanto ndo apresentaram o mesmo perfil de
expressao no modelo experimental. Nesse contexto, € possivel relacionar esse
resultado com agdes de silenciamento génico que alguns animais podem apresentar
como ato de defesa. O silenciamento de RNA representa um sistema ancestral de
defesa contra microrganismos e foram previamente descritos em plantas, fungos,
animais e protozoarios (LINDBO et al., 1993b; BAULCOMBE, 2000; MATZKE et al.,
2001). Ele ocorre a partir de uma modificagdo epigenética que regula negativamente
os genes (VAUCHERET; FAGARD, 2001) o que pode explicar o fato de estarem
expressos em niveis diminuidos ou similares a condi¢gao controle.

Adicionalmente, os genes que inicialmente eram candidatos a genes controle
do experimento também apresentaram niveis de expressao diferenciados nas
amostras de larvas inoculadas em relagdo ao fungo controle. Na FIGURA 9 séao
apresentados os niveis de expressao dos genes candidatos a normalizadores,
sendo possivel notar altas taxas de expressao para os genes Rps9, Rpb2 e RPL27a
em larvas inoculadas quando comparados ao fungo controle, com o0s genes
B-tubulina e AYO21_07350 (gama actina) apresentaram niveis de expressao génica

diminuidos nas larvas inoculadas em relagao ao fungo controle.
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FIGURA 9 — NIVEIS DE EXPRESSAO GENICA DOS GENES SELECIONADOS PARA CANDIDATOS
A NORMALIZADORES

2M-AACt Larva Inoculada vs Fungo Controle

150000

100000 —

20 MG

50000 4

Unigene (7354) RPL27a B-tubulina Rps9 Rph2

FONTE: O autor (2022). As barras representam o valor dos niveis de expressao dos genes
selecionados para candidatos a normalizadores comparando sua expressado em larvas inoculadas vs
fungo controle.

Os genes Rps9 e Rpb2 apresentaram-se, respectivamente, 62,45 e 73,07
mais elevados nas amostras de larvas inoculadas quando comparados ao fungo
controle. E o0 gene RPL27a demonstrou intenso aumento na expressdo em amostras
de larvas inoculadas, com 141.701,94 vezes mais expresso do que no fungo
controle. Em contrapartida, os genes [B-tubulina e AYO21_07350 (gama actina)
apresentaram taxas de expressao diminuidas, com valor de 0 para B-tubulina e 0,01
para AYO21_07350 (gama actina).

Os genes RPL27a, Rpb2 e Rps9 codificam proteinas que compde as
subunidades ribossomais e inicialmente foram selecionados para candidatos a
normalizadores das reag¢des, conforme previamente reportado utilizaram (CHAE et
al., 2012; JACOB et al., 2012; NOBREGA, 2011) entretanto, nesse experimento
apresentaram altos indices de expressao nas larvas inoculadas. Ao investigar na
literatura vigente, verificou-se que proteinas ribossomais podem estar relacionadas a
viruléncia do patégeno. Li et al. (2021) cita que um mutante de Cryptococcus
deneoformans com inibicdo do gene que presumivelmente codifica uma proteina do
dominio YEAST (Yst1) apresentou diminuicdo na expressao de genes que codificam
as proteinas ribossomais, uma vez que o gene Yst1 apresenta estar relacionado

com a expressao dos mesmos. No mutante deficiente de Yst1 a viruléncia de C.
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deneoformans em Galleria mellonella foi reduzida, bem como sua resisténcia ao
estresse osmaotico, com a cepa mutante sendo hipersensivel a baixas temperaturas
e drogas anti-ribossémicas, supostamente devido comprometimento da funcgao
ribossémica (LI et al. 2021). Os resultados do estudo de Li et al., (2021) ajudam a
elucidar a importancia de genes que codificam proteinas ribossomais e podem
explicar o motivo dos genes RPL27a, Rpb2 e Rps9 estarem mais diferencialmente
expressos em larvas inoculadas.

Ao fim das reagdes, foram selecionadas apenas amostras as quais obtiveram

Curva de Melting indicativa de amostra especifica, sendo descartadas amostras com

curvas fora do padrao esperado (FIGURA 10).

FIGURA 10 - EXEMPLO DE CURVA DE DISSOCIAGAO (MELTING) FORA DO PADRAO
ESPERADO
CURWVA DE MELTING
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FONTE: O autor (2022).



49

No ANEXO 3 foi sumarizado o resultado das curvas de dos genes analisados
neste estudo. O resultado das curvas sugere especificidade nos produtos
amplificados, com pouca probabilidade de formagao de dimeros de primers e sem

presenca de contaminantes.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Modelos animais s&o importantes para a pesquisa clinica, pois por intermédio
deles € possivel reproduzir as condicdes experimentais necessarias para
determinados estudos, possuindo baixo custo de manutencado e facil cultivo em
ambiente laboratorial.

A qualidade do material genético extraido das amostras interfere diretamente
na eficiéncia das reagbes de qPCR, por isso a padronizagédo da técnica é
imprescindivel para obter bons resultados. Nesse experimento foi demonstrado que
o resfriamento prévio dos utensilios utilizados no procedimento de extragdo do RNA
seguido da maceracao do tecido favorece a obtengao de notavel quantidade de RNA
de boa qualidade.

A larva de Tenebrio molitor € um modelo interessante para analise
diferencial de expressdo génica da levedura negra Fonsecaea monophora, a qual
constatou ser capaz de infectar o tecido animal vivo por um periodo de pelo menos
10 dias. E assim como determinados genes apresentam-se diferencialmente
expressos em tecido humano infectado por F. monophora também apresentam-se
diferencialmente expressos no tecido da larva inoculada.

Contudo, alguns genes encontrados com elevada expressdao no tecido
humano infectado ndo demonstraram o mesmo padrédo no modelo experimental
utilizado. No entanto, faz se necessario ressaltar que esta expressao pode estar
relacionada a modulagao epigenética que provavelmente ocorre de forma diferente
entre os hospedeiros animais, levando a expressao desses genes como um
mecanismo de defesa e sobrevivéncia. Para isto, sdo necessarias maiores
investigacdes, devido ao pequeno tamanho amostral, e para garantir que tal padrao
de expressdao nao esta relacionado a amplificacdo de produtos de PCR nao
especificos relacionados a RNAs expressos em T. molitor, espécie modelo para a
qual ainda nao existe um genoma completamente anotado. Ainda assim, a
existéncia de genes que estdo diferencialmente expressos em tecidos humanos
infectados, mas que nao demonstram o mesmo padrao em modelo experimental,
conforme demonstrado neste estudo, pode contribuir para o conhecimento das rotas
precisa de acdo desses genes e quais as vias metabdlicas sdo semelhantes entre

humanos e modelos animais acometidos pelo mesmo patdgeno.
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ANEXO 2 — ANALISE FILOGENETICA PARA Fonsecaea monophora ISOLADA A PARTIR DE

41

LARVA DE Tenebrio molitor INOCULADA

87

Fonsecaea brasiliensis CBS 119710
Fonsecaea brasiliensis CMRP 3445
Cladophialophora devriesii CBS 147.84
Cladophialophora immunda CBS 834.96
Cladophialophora arxii CBS 306.94
Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96
Fonsecaea erecta CBS 125763

90 Fonsecaea minima CBS 125760
Fonsecaea nubica CBS 269.64

Fonsecaea monophora*

Fonsecaea monophora CBS 123849
Fonsecaea monophora CBS 269.37
Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37
Fonsecaea pedrosoi CBS 102245
Fonsecaea pedrosoi CBS 125749
Fonsecaea pedrosoi CMRP 3076

M |

11

Cladophialophora emmonsii CBS 102594
Cladophialophora boppii CBS 126.86
55 Cladophialophora yegresii CBS 114405

& " Cladophialophora carrionii 260.83
100 - Phialophora verrucosa CBS 286.47

100 Phialophora americana 273.37
Exophiala angulospora CBS 482.92
Exophiala xenobiotica CBS 118157
98 Exophiala xenobiotica CMRP 3077

100 Exophiala xenobiotica CBS 117642

Exophiala xenobiotica CBS 117753
— Exophiala xenobiotica CBS 117641
— Rhinocladiella basitona CBS 101460
Exophiala spinifera CBS 101534
Exophiala spinifera CBS §99.68
8 Exophiala spinifera UTMB 1361
i |Ex0ph1aIa  jeanselmei CBS 507.90
r L Exophiala jeanselmei CBS 116.86
Exophiala jeanselmei CBS 507.90

Rhinocladiella similis CMRP 3079
456"7 Exophiala jeanselmei CBS 677.76
Rhinocladiella similis CBS 111763

‘ Exophiala equina CBS 116009

100

4“%7

100 \_h Exophiala pisciphila AFTOL-ID 669
61 ——

Exophiala salmonis CBS 157.67
100 I:ihinact'adien'fa anceps CBS 157.54
Rhinocladiella anceps CBS 181.65
Fonsecaea pedrosoi CBS 102245(2)

Rhinocladiella phaeophora CBS 496.78
Rhinocladiella atrovirens CBS 264.49

Cyphellophora sp. CMRP 3103

0,10

wo | Cyphellophora sessilis CBS 238.93
45”:‘— Cyphellophora sessilis CBS 243.85
Cyphellophora livistonae CPC 19433
Cyphellophora oxyspora CBS 698.73
Cyphellophora oxyspora CBS 124686

Cyphellophora oxyspora CBS 416.89
Cyphellophora capiguarae CBS 132767

41 i Phialophora europaea CBS 101466

4& Phialophora europaea CBS 218.78

Phialophora europaea CBS 120392
69 [ Cyphellophoralaciniata CBS 190.61
144 Cyphellophora vermispora CBS 228.86
100 - Cyphellophora laciniata CBS 239.91
81 |:C§vpheliopkara suttonii CBS 449.91
7 Cyphellaphora fusarioides CBS 130291

Cyphellophora pauciseptata CBS 284,85

93 | Cyphellophora reptans CBS 113.85

[ —mt—{ Cyphellophora reptans CBS 152.90
Cyphellophora reptans CBS 120903

Cyphellophora olivacea CBS 122.74
Cyphellophora pluriseptata CBS 286.85
— Cyphellophora ambigua CBS 235.93
Cyphellophora guyanensis CBS 124764
Cyphellophora guyanensis MUCL 43737

100

(a8

Neophaeococcomyces catenatus CBS 650.76

Cyphellophora ludoviensis CMRP 1317

63

FONTE: O autor (2022). Analise filogenética molecular pelo método de maxima verossimilhanga
comparando a linhagem de Fonsecaea monophora recuperada de tecido larval infectado com
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linhagens de Fonsecaea spp. e espécies proximamente relacionadas. A linhagem de
Neophaeococcomyces catenatus CBS 650.76 foi utilizada como grupo externo. A histéria evolutiva foi
inferida usando o método da Maxima Verossimilhanga baseado no modelo General Time Reversible
com base em alinhamento na regido génica do espacador interno transcrito (ITS). A porcentagem de
arvores nas quais os taxons associados se agruparam é mostrada ao lado dos ramos. A analise
envolveu 70 sequéncias de nucleotideos e demonstraram que o fungo isolado da larva apés 10 dias
da inoculagéo corresponde a Fonsecaea monophora, representada em negrito na arvore. As analises
evolutivas foram realizadas no MEGA?7.
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