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RESUMO

As leveduras negras sao fungos ascomicetos pigmentados de desenvolvimento
lento que ocupam diversos nichos ecoldgicos nos ecossistemas. Estes fungos estao
presentes no ambiente como saprobios, enquanto que algumas espécies sao agentes
etioloégicos de diversas infecgcbes em hospedeiros animais. As espécies com
relevancia clinica estdo taxonomicamente acomodadas na ordem Chaetothyriales
dentro da familia Herpotrichiellaceae, reunindo entre outros agentes causais da
doencga cromoblastomicose uma micose que apresenta lesdes cutaneas, subcutaneas
ou disseminadas, caracterizada pela presenca de corpos muriformes no tecido do
hospedeiro. Estudos gendmicos realizados com as leveduras negras pertencentes a
ordem Chaetothyriales demonstram a existéncia de genes que codificam enzimas
hidroliticas e oxidativas associadas a patogenicidade e a ecologia. Neste contexto, o
objetivo principal deste estudo foi avaliar o perfil enzimatico das diferentes linhagens
de Fonsecaea ambientais e clinicas visando elucidar mecanismos de viruléncia e
ecologia das espécies. Foi realizado o cultivo das linhagens do género Fonsecaea em
condicdes similares as apresentadas no meio ambiente e no hospedeiro humano e
animal, foi quantificado a atividade enzimaticas das enzimas lacase, protease, lipase
e pectinase utilizando ferramentas estatisticas (p<0,05). Sendo observado que as
linhagens apresentam diferentes perfis enzimaticos, com destaque para F. pedrosoi
que obteve a maior produgao de lacase, lipase, protease no meio BHI evidenciando a
patogenicidade da espécie, mas também foi demonstrado produgéo de pectinase no
meio coco babacu justificando assim sua presenca da espécie em tecidos vegetais.
No meio lignoceluldsico foi observado maior produgdo de protease, lipase e lacase
pelas linhagens de origem clinica F. brasiliensis e F. multimorphosa e de origem
ambiental F. monophora e F. erecta evidenciando assim uma natureza oportunista.
Além disso, verificou-se que a composi¢cao do meio de cultivo pode regular a produgéo
enzimatica. Esses dados concluem que os fungos dematiaceos sdo capazes de
degradar substratos vegetais e animais, demonstrando que espécies da ordem
Chaetothyriales podem colonizar nichos ambientais e hospedeiros animais e que
leveduras negras do género Fonsecaea apresentam diferentes perfis enzimaticos, os
quais podem estar associados a ecologia e o potencial de viruléncia dessas espécies.

Palavras-chave: Leveduras negras; Cromoblastomicose; Fonsecaea sp.; Enzimas
hidroliticas; Ecologia; Fator de viruléncia.



ABSTRACT

Black yeast are melanized ascomycetous fungi, present in many ecological
niches and ecosystems. The species associated human and animal infections belong
to the Chaetothyriales order, Herpotrichiellaceae family. Chromoblastomycosis is a
neglected disease characterized by cutaneous, subcutaneous or disseminated
lesions, characterized by the presence of muriform cells in the host tissue. The major
etiological agent of chromoblastomycosis is Fonsecaea pedrosoi. Genomic studies of
black yeast belong to the Chaetothyriales, observed the presence of genes that
encode enzymes associated with pathogenic and the adaptation of ecological niches
of these fungi. In this context, this study aim to evaluate the enzymatic profile of the
different environmental and clinical strains of Fonsecaeain order to elucidate
mechanisms of virulence, ecology and enzymatic biotechnological application of the
species. To elucidate this, the strains were cultivation in lignolytic substrates and
conditions similar to the host and enzymatic tests were done for enzymes laccase,
lipase, protease and pectinase using statistical tools (p <0.05). It being observed that
the strains present different enzymatic profiles, with emphasis on F. pedrosoi, which
obtained the highest production of laccase, lipase, protease in BHI medium, showing
the pathogenicity of the species, but also demonstrated the production of pectinase in
the babassu coconut medium, thus justifying its presence of the species in plant
tissues. In the lignocellulosic environment, a greater production of protease, lipase and
laccase was observed by the lines of clinical origin F. brasiliensis and F. multimorphosa
and of environmental origin F. monophora and F. erecta, thus showing an opportunistic
nature. In addition, it was found that the composition of the culture medium regulate
enzyme production. These data conclude that dematiaceous fungi are capable of
degrading plant and animal substrates, demonstrating that species of the order
Chaetothyriales can colonize environmental niches and animal hosts and that black
yeasts of the genus Fonsecaea have different enzymatic profiles, which may be
associated with ecology and the virulence potential of these species.

Keywords: Black yeast; Chromoblatomycosis; Fonsecaea sp.; Hidrolytic enzymes;
Ecology; Virulence factor.
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PREFACIO

Este estudo foi dividido em trés capitulos distintos.

O Capitulo | consiste no delineamento da dissertacao, incluindo uma introducéo
geral, com detalhamento dos objetivos propostos para esse estudo, bem como uma
revisdo de literatura que aborda os principais aspectos sobre leveduras negras,
cromoblastomicose e epidemiologia da doenga e os fatores de viruléncia associados
a doenca. Nesta revisao também sao abordados tépicos como papel das enzimas na
patogenicidade e na ecologia deste grupo de fungos.

No Capitulo Il é detalhado a analise da atividade enzimatica das leveduras
negras pertencentes ao género Fonsecaea de origem ambiental e clinica.

No Capitulo Il encontram-se as consideragdes gerais e perspectivas futuras

deste estudo.



CAPIiTULO | :DELINEAMENTO DA DISSERTAGAO
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1 INTRODUGAO GERAL

As leveduras negras sédo fungos heterogéneos do filo Ascomycota,
classificados na ordem Chaetothyriales, no qual apresentam crescimento lento e
coloragdo negra devido a presenga de melanina nas células vegetativas e
reprodutivas (DE HOOG et al., 2000). E estdo amplamente distribuidas no como
saprobios, enquanto que algumas espécies sdo agentes etiolégicos de diversas
infeccbes em hospedeiros humanos e animais como a Cromoblastomicose, Micetoma
e Feohifomicose (WALKER; MCGINNIS, 2014; SEYEDMOUSAVI et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2017).

A cromoblastomicose (CBM) € uma micose de implantagdo causada por
traumas associados com material de origem vegetal, levando a uma hiperproliferagéo
do fungo no tecido subcutdneo do hospedeiro, devido a formacdo de corpos
muriformes, descritas como estruturas multiseptadas e extremamente pigmentada,
que resistem a resposta imune do hospedeiro garantindo a sobrevivéncia do agente
no tecido do hospedeiro e consequentemente o estabelecimento da doenca
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Para diagnosticar a doenga sao utilizadas técnicas como microscopia direta,
cultura, exame histopatoldégico e analise molecular (ANDRADE et al., 2007;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017), enquanto que o tratamento €& através da
administracao de antifungicos por um longo periodo, as vezes é necessario combinar
outras terapias como cirurgia ou quimioterapia (SANTOS et al., 2007; BONIFAZ;
VAZQUEZGONZALEZ; PERUSQUIA-ORTIZ, 2010; QUEIROZ-TELLES; SANTOS,
2012; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Os principais agentes etioldgicos causadores dessa doenga séo leveduras
negras dos géneros Cladophialophora, Exophiala, Fonsecaea, Phialophora e
Rhinocladiella, os quais s&o filogeneticamente reunidos na familia Herpotrichiellaceae
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

As principais espécies dos géneros Cladophialophora e Fonsecaea sao
distribuidas em duas clades filogenéticas: “carrioni” e “bantiana”. Na clade carrioni a
principal espécie é a Cladophialophora carrioni, agente etiolégico da doenga
cromoblastomicose, amplamente encontrada na América Central (GONZALES et al.,
2013), cuja infecgcado estd associada ao trauma com espinhos da planta cactos

(Stenocereus sp.). A clade bantiana reune espécies associadas a infecgdes fungicas,
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dos quais os hospedeiros podem ser animais e humanos, assim como, espécies
ambientais que ainda nao foram relacionadas com infec¢gées em hospedeiros animais
(VICENTE et al.,2013). Dentro desta clade as espécies do género Fonsecaea formam
um grupamento reunindo os principais agentes da cromoblastomicose, como as
especies cripticas F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica e a recentemente descrita F.
pugnacius (NIMRICHER et al., 2005; VICENTE et al., 2013 AZEVEDO et al., 2015;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Apesar de causarem a mesma doenca, ha uma diferenciacdo quanto a
disseminagao no tecido, F. pedrosoi e F. nubica causam apenas infecgao subcutanea
(DE HOOG et al., 2004; NAJAFZADEH et al., 2010a), enquanto que F. monophora e
a F. pugnacius causam também infeccdo sistémica (DE HOOG et al.,, 2004,
NAJAFZADEH et al., 2010b; AZEVEDO et al., 2015). As espécies que possuem como
hospedeiro principal os animais sao F. multimorphosa e F. brasiliensis que causam
infeccao disseminada em gatos e em caranguejos (NAJAFZADEH et al., 2011b;
VICENTE et al.,, 2012). Ainda dentro deste género existem espécies de origem
ambiental, como F. erecta e F. minima, as quais foram isoladas de plantas vivas
(VICENTE et al.,2013).

Um dos principais fatores de viruléncia verificado nas leveduras negras € a
presenca de melanina na parede celular das células vegetativas e reprodutivas
(TEIXEIRA et al., 2017, SEYEDMOUSAVI et al.,, 2014). Este pigmento confere
resisténcia a célula fungica contra as células do sistema imune do hospedeiro, pois
reduz a fagocitose, protege contra derivados de oxigénio e nitrogénio e enzimas
hidroliticas (JACOBSON, 2000; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003). As melaninas
fungicas sédo formadas pela oxidagdo de diversos compostos fendlicos realizados
pelas fenoloxidades que sao divididas em dois subgrupos as lacases e tirosinases que
s&o enzimas secretadas pelo metabolismo secundario de varios fungos (FENG et al.,
2012; MORENQO et al., 2017). As leveduras negras também sdo capazes de crescer
em ambientes ricos em hidrocarbonetos aromaticos e também de assimilar esses
componentes, demonstrando um grande potencial para biorremediagao de poluentes
e locais contaminados com compostos aromaticos (SANTOS et al., 2007; BADALI et
al., 2008; SEYEDMOUSAVI et al., 2014; BLASI et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017).
Tal habilidade pode explicar a afinidade de algumas espécies de migrarem para o

sistema nervoso central dos hospedeiros que possuem compostos aromaticos de
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carbono similares aos encontrados nos derivados de petroleo, tais como benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (PRENAFRETA- BOLDU et al.,2019).

Outro importante fator de viruléncia descrito nos fungos dematiaceos seria a
termotolerancia que esta relacionado com a temperatura maxima de crescimento
destes fungos e a capacidade de tolerar a temperatura corporal do hospedeiro, sendo
assim uma condigao essencial para a patogenicidade (DE HOOG et al., 2011).

Os fungos filamentosos patogénicos utilizam as enzimas para degradar as
barreiras estruturais dos hospedeiros, sendo assim considerado um importante fator
de viruléncia (MONOD et al., 2002). Diante disso, enzimas hidrdliticas como protease,
lipase, glucanase entre outras, sao produzidas por essa classe de fungos para facilitar
a invasao do patdégeno no tecido do hospedeiro e eliminar alguns mecanismos de
defesa do sistema imunolégico (SABANERO LOPEZ et al., 2017). A literatura relata a
producdo de enzimas proteoliticas extracelulares produzidas por Trichophyton
rubrum, Aspergillus fumigatus e Candida albicans assim como a associacao destas
com o processo de infecgao fungica no hospedeiro (NAGLIK et al., 2003; CHEN et al.,
2010).

No estudo de Sabanero Lépez e colaboradores (2017) evidenciaram a
atividade proteolitica em Sporothrix schenckii, permitindo a colonizagao do patégeno
no epitélio do hospedeiro, a partir da hidrolise de proteinas estruturais como colageno
e elastina. Hansakon e autores (2019) demonstraram que a presenga de lacase em
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, € capaz de modular a resposta dos
macrofagos e células T do sistema imunoloégico do hospedeiro, promovendo o
crescimento do fungo nas células alveolares e disseminacao do fungo para o cérebro.

Além disso, estudos gendmicos realizados com as leveduras negras
pertencentes a ordem Chaetothyriales demonstram a existéncia de genes que
codificam enzimas hidroliticas e oxidativas associadas a patogenicidade e a
adaptacao de nichos ecoldgicos desses fungos (MORENO et al., 2018; ALTENHOFF
et al., 2019;). No estudo de Vicente et al. (2017) foi observado a presencga de genes
que codificam enzimas envolvidas na biossintese da melanina como as lacases,
peroxidases e também enzimas degradadoras de polissacarideos como pectina,
celulose e hemicelulose que estao presentes no material vegetal.

Além disso, as enzimas fungicas possuem uma ampla aplicagdo na industria
em diversos setores entre estes a industria téxtil, alimenticia, farmacéutica e

cosmeéticos, de couro, efluentes e agroquimicos entre outros (BHAT et al, 2000). As
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lacases fungicas tem sido utilizada em diversos processos industriais como a
deslignificagdo e branqueamento da polpa lignocelulitica, degradacao de corantes e
fibras na industria téxtil, remocédo enzimatica de compostos fendlicos de bebidas,
biorremediacao e desintoxicacao de poluentes aromaticos, devido a capacidade de
oxidar diversos substratos organicos e inorganicos (RODRIGUEZ- COUTO, 2019). As
proteases fungicas sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos modificando
as caracteristicas fisicas- quimicas e sensoriais dos alimentos, na industria
farmacéutica destaca-se o uso de colagenases em produtos estéticos e em
procedimentos médicos de remog¢ao de manchas ou queimadura (DA SILVA, 2017).
As lipases fungicas podem contribuir extensivamente para o crescimento da industria
de bioprocessos, devido a capacidade de catalisar reagcbes envolvidas no
bioprocessamento de matérias-primas ou sintese de produtos quimicos orgéanicos
(MALDONADO et al., 2014). Diante disso, essas enzimas sao utilizadas na industria
de alimentos para a remogao de gorduras de carnes, degomacao de 6leos vegetais,
producao de sucos de frutas, no tratamento de aguas residuais ou efluentes e também
catalisam reac¢des de transesterificacdo de O6leos vegetais para a produgédo de
biodiesel (SARMAH et al., 2017).

Assim, dentro deste contexto, tem-se como hipétese principal deste trabalho
que fungos negros apresentam diferentes perfis enzimaticos, os quais devem ser
devidamente elucidados e desta forma objetiva-se estabelecer com base na produgéo
enzimatica, o perfil ecolégico das espécies e elucidar sua capacidade de colonizagéo
em hospedeiros vegetais e animais, visando aprofundar o entendimento entre o meio

ambiente e a implantagao no tecido dos hospedeiros animais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil enzimatico das diferentes linhagens de Fonsecaea ambientais e
clinicas visando elucidar mecanismos de Vviruléncia, ecologia e aplicagao

biotecnoldgica enzimatica das espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir enzimas proteoliticas, glicohidroliticas e oxidativas a partir das
linhagens clinicas e ambientais de Fonsecaea,;

e Quantificar a atividade enzimatica das linhagens de Fonsecaea cultivadas em
substratos lignocelulésicos;

e Quantificar a atividade enzimatica das linhagens de Fonsecaea cultivada em
condicdes que se assemelham ao hospedeiro animal,

e Correlacionar o perfil enzimatico das linhagens de Fonsecaea cultivadas em

condi¢des que se assemelham ao meio ambiente e ao hospedeiro animal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEVEDURAS NEGRAS

As leveduras negras sao fungos heterogéneos do filo Ascomycota
pertencentes as ordens Dothideales e Chaetothyriales (TEIXEIRA et al., 2017). Esses
fungos possuem uma variagéo ecologica complexa, sendo encontrados em condi¢des
adversas e extremas, como superficies rochosas, nichos tdxicos, mas algumas
espécies sao consideradas como patdégenos oportunistas (VICENTE et al., 2017). Os
fungos dematiaceos recebem essa denominacado devido a presenca de pigmento
escuro, a melanina na parede celular das células vegetativas e reprodutivas e também
sao capazes de produzir células leveduriformes melanizadas, durante uma parte do
seu ciclo de vida (DE HOOG et al., 2000).

Estes agentes estdo distribuidos mundialmente, sendo encontrados em
regides de clima tropical, semi-arido e até mesmo em regides glaciais (NASCIMENTO
et al., 2017). Estas leveduras sdo organismos oligotréficos pelo fato de se
desenvolverem em condicdes extremas como altas temperaturas, radiagao
ultravioleta, estresse osmotico, baixa concentracdo de nutrientes entre outros
(NASCIMENTO, 2013; TEIXEIRA et al., 2017).

As leveduras negras pertencentes a ordem Dothideales possuem uma
habilidade adaptativa de sobreviver em condigdes ambientais hostis (NIMRICHTER et
al., 2005; TORRES-GUERRERO et al.,, 2012; SEYEDMOUSAVI et al., 2013;
WALKER, MCGINNIS; 2014), enquanto que os membros da ordem Chaetothyriales
sdo agentes etioldgicos de diversas infecgdes em hospedeiros humanos como a
Cromoblastomicose, uma infecgao subcutanea e crénica, caracterizada pela presenca
de corpos muriformes; Micetoma, uma infeccao dos tecidos profundos, presencga de
granulos micoticos e Feohifomicose, presenca de hifas septadas e estruturas de
reproducao de coloragao escura, no tecido do hospedeiro (SEYEDMOUSAVI et al.,
2014; WALKER; MCGINNIS, 2014; TEIXEIRA et al., 2017).

No que diz respeito a ordem Chaetothyriales, esta reune organismos
saprobios e patdgenos oportunistas, sendo as espécies de maior importancia clinica
pertencem a familia Herpotrichiellaceae. As principais espécies clinicas desta familia
sdo dos géneros Exophiala, Cladophialophora, Cyphellophora, Fonsecaea,

Phialophora e Rhinocladiella (TEIXEIRA et al., 2017), as quais apresentam ecologia
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dupla demonstrando um potencial biotecnoldgico na degradacao de hidrocarbonetos
e um perfil patogénico quando associado a um hospedeiro (SEYEDMOUSAVI et al.,
2014; BLASI et al., 2017). A presencga de caroteno, paredes espessas, diferenciagcéo
em células muriformes, fase leveduriforme, presenca de melanina, assimilacdo de
hidrocarbonetos aromaticos esses sao alguns dos fatores de viruléncia importantes
dos fungos deste grupo (WALKER; MCGINNIS; 2014; VICENTE et al., 2017).

3.1.1 Importancia clinica da ordem Chaetothyriales

Os fungos negros pertencentes a ordem Chaetothyriales sédo agentes
etiolégicos de micoses em humanos como micetoma, caracterizada pela presenga de
granulos negros com hifas distorcidas; feohifomicose, no qual a infec¢ado ocorre de
forma superficial até sistémica, observa-se a presenca de hifas e estruturas de
reproducao de coloragao escura no tecido do hospedeiro e a cromoblastomicose que
€ uma infeccdo subcutanea ou cutdnea crbnica, caracterizada pela presenca de
corpos muriformes (HAY; ASHBEE, 2016; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b; TEIXEIRA
et al., 2017).

Os fungos dematiaceos geralmente causam infecgdes subcutanea ou cutanea
localizada, mas algumas espécies como Exophiala dematitidis possuem a capacidade
de alternar entre o crescimento hifal em condicdes hidrofdbicas e leveduriforme em
condigdes hidrofilicas, esta estratégia facilita a disseminagdo hematogénica do fungo
no hospedeiro humano (DE HOOG et al., 2014; BORAL et al., 2018). Essa habilidade
também é observada nas espécies F. pugnacius e F. monophora que sao agentes
causais da cromoblastomicose, no qual a infecgao ocorre a partir de um trauma no
tecido do hospedeiro podendo se disseminar para alguns 6rgaos como o cérebro (DE
AZEVEDO et al., 2015).

As espécies de levedura negra associadas a cromoblastomicose sao
prevalentemente dos géneros Cladophialophora, Phialophora e Fonsecaea, a doenga
se desenvolve a partir da implantacdo dos agentes etioldgicos no tecido do
hospedeiro, podendo ou n&o avangar para os tecidos subcutaneos com uma reacao
tecidual granulomatosa, purulenta e fibrotica (QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017).
Quando o sistema imune do hospedeiro € ativado ocorre a formagao dos corpos
muriformes, que sao estruturas arredondadas acastanhadas, com multiplos septos de
paredes grossas (WALKER; MCGINNIS; 2014). A doenga é mais frequente em
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regides tropicais e subtropicais, com maior prevaléncia nos seguintes paises México,
Cuba, Venezuela, Republica Dominicana, Colémbia, india, Australia e Brasil
(KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-
TELLES, 2015; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Os casos desta doenca estdao fortemente ligados a atividade agricola,
manipulacdo de residuos vegetais sem fazer o uso de equipamentos de protegao
individual (EPIs), estes fatores favorecem a infec¢éo do fungo através da implantagao
do material vegetal, sendo que as extremidades inferiores como pés e méos séo
frequentemente acometidas (VICENTE et al., 2013; DE AZEVEDO et al., 2015).

As manifestacdes clinicas da doencga sao classificadas em leve, moderada e
grave, de acordo com o avango da doenca no hospedeiro. As lesdes iniciais da
cromoblastomicose sao geralmente papulas eritematosas que aumentam
gradativamente exibindo morfologias diferenciadas, como ndédulos verrucosos,
tumores e placas tipo psoriase, podendo ocorrer disseminacdo para 0s vasos
linfaticos e a complicagdo mais frequente dessa doenca seria a infeccdo secundaria
(Figura 1) (SANTOS et al., 2007). Esta doenca apresenta um desenvolvimento lento
no qual o inicio da infecgdo ndo apresenta sintomas, mas a medida que a doenca
avanga pode ocorrer prurido intenso e dor localizada (QUEIROZ-TELLES, 2015;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

FIGURA 1- ASPECTOS CLINICOS DA CROMOBLASTOMICOSE

LEGENDA: (A) Lesao inicial. (B) Lesdes nodulares. (C) Lesao tumoral. (D) Leséo cicatricial. (E) Leséo
verrucosa. (F) Lesao em placa atréfica. FONTE: Adaptada de AVELAR-PIRES et al. (2013); BADALI et
al. (2008); QUEIROZ-TELLES et al. (2017).
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O diagndstico da doenga é realizado por microscopia direta e cultura da lesao
ou exame histopatolégico buscando corpos muriformes de coloragdo marrom, com
forma arredondada e septos espessos (SANTOS et al., 2007; QUEIROZ-TELLES et
al., 2017). Também sao utilizadas em laboratérios outras técnicas para diagnosticar a
doenca como técnicas soroldgicas, ensaios intradérmicos, métodos moleculares e
genes especificos para identificacdo das espécies fungicas (TORRES-GUERRERO
et al., 2012; WALKER; MCGINNIS, 2014).

A cromoblastomicose apresenta um baixo indice de cura e uma alta
recorréncia, principalmente nas infecgdes severas. Alguns fatores dificultam o
tratamento dessa doenca entre eles o tamanho, extenséo e local da lesdo; o agente
etiologico; presenga de infec¢des secundarias entre outros (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017). Diante disso nao existe um padréo para o tratamento da cromoblastomicose,
mas geralmente para o tratamento € adotado a terapia combinada, ou seja,
combinando a administracdo de antifungicos sistémicos com, por exemplo, o
Itraconazol e métodos fisicos como cirurgia e fototerapia (HEIDRICH et al., 2017;
KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-
TELLES, 2015).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra a doenca sao mediados por
células como neutrdéfilos e macréfagos que realizam o processo fagocitico, porém a
melanina impede a destruicdo efetiva da célula fungica (FENG; DE HOOG, 2017).
Estudos mostram que além dos macréfagos, células de Langerhans e dendrocitos
parecem estar envolvidas em menor escala na fagocitose (DA SILVA, 2004; DE
AZEVEDO et al., 2015). O papel da imunidade humoral contra a doenga ainda néo
esta elucidado, mas sabe-se da presenca de anticorpos com a¢des antimicrobianas
direta em pacientes com cromoblastomicose (SANTOS et al., 2007). A resposta
humoral é caracterizada pelos altos niveis de anticorpos IgM, que sinalizam o
desenvolvimento lento do fungo e a presenca de altos niveis de anticorpos anti-
melanina, interferindo na agédo do sistema complemento (TORRES-GUERRERO et
al., 2012).

3.1.2 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia contribuem para a natureza oportunista dos agentes

infecciosos pertencentes a ordem Chaetothyriales (VICENTE et al., 2012). Assim
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como, permitem que leveduras negras se desenvolvam em temperaturas elevadas,
ambientes que apresentem variacdes de pH e deficiéncia de nutrientes entre outros
(GOSTINCAR, 2011).

Dentre os fatores de viruléncia das leveduras negras esta a presenca da
melanina na parede celular das células vegetativas e reprodutivas, sendo responsavel
pela coloragao acastanhada caracteristica deste grupo (SEYEDMOUSAVI et al., 2014;
QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017; VICENTE et al., 2017). Este pigmento confere
resisténcia as células fungicas contra as células efetoras do sistema imune, reduzindo
a fagocitose; eliminando radicais livres como reativos de oxigénio/nitrogénio e
enzimas hidroliticas (JACOBSON, 2000; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003).

Nos fungos a biossintese da melanina é realizada através de trés vias
principais, a via 1,8-dihidroxi-naftaleno (DHN), a via L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
dopa) e a via de degradacao da L-tirosina (Figura 2) (BLOIS, 1978; SCHINDLER et
al., 2019). A via DHN-melanina foi descrita como a mais frequentemente encontrada
em fungos negros e a sua produgdo esta diretamente relacionada com a
patogenicidade dos fungos da ordem Chaetothyriales (JB CORDERO; CASADEVALL,
2020). A DHN melanina é uma molécula carregada negativamente, hidrofébica e de
peso molecular elevado, o processo de formagdao da melanina se da através de
reacoes de dimerizagdo e polimerizacdo catalisadas por fenoloxidases,
principalmente lacases (SMITH; CASADEVALL, 2019).

Nesta via, a molécula precursora € o acetil coA, no qual é substrato para
policetideo sintase (PKS). Esta reagdo enzimatica gera o produto 1,3,6,8-tetra-
hidroxinaftaleno (1,3,6,8-THN) que em seguida através de reagdes sucessivas de
reducao e desidratagdo produzem o composto 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN), no qual
€ a subunidade do polimero melanina. Na via da L-dopa a precursora tirosina ou L-
dopa é oxidado pelas enzimas fenoloxidases, entre elas a tirosina e a lacase. Gerando
como produto o composto dopaquinona, que através de diversas reacbes de
oxirredugao produzira di-hidroxiindol, a subunidade do polimero melanina
(EISENMAN; CASADEVALL, 2011; SCHINDLER et al., 2019).
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FIGURA 2: BIOSSINTESE DA MELANINA
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LEGENDA: (A) Sintese da melanina a partir da via DHN. (B) Sintese da melanina a partir da via L-dopa
e L-tirosina. FONTE: EISENMAN; CASADEVALL (2011); LI et al. (2016).

No processo de infecgdo fungica a melanina exerce uma fungao importante,
pois esta envolvida na diferenciacdo das células fungicas em corpos muriformes no
tecido do hospedeiro e na protegao contra antifungicos (VICENTE et al., 2017).

Os corpos muriformes sao estruturas acastanhadas, com super deposicao de
melanina formando septos, apresentam um crescimento meristematico e se formam
por meio de uma reagao inflamatdria purulenta e granulomatosa (SEYEDMOUSAVI et
al., 2014). Esses achados diferenciam a cromoblastomicose das demais micoses
como a feohifomicose e micetoma, causadas também pelos mesmos agentes
etiolégicos (GIMENES, 2007).

A observagao de corpos muriformes no tecido do hospedeiro € o principal
diagnostico para cromoblastomicose, no qual sdo consideradas formas invasivas e
evasivas do sistema imune (SIQUEIRA et al., 2017). Pelo fato destas estruturas
apresentarem um papel significativo na patogénese, estudos procuram elucidar a

formagado destas e o seu potencial de viruléncia utilizando modelos experimentais
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vegetais e animais que reproduzam a doenga cromoblastomicose (Figura 3)
(SALGADO, 2010).

FIGURA 3- ESTRUTURAS DE VIRULENCIA EM MODELOS EXPERIMENTAIS E HUMANOS

LEGENDA: (A) Larvas de Tenebrio molitor infectadas com F. pedrosoi. (B) Histopatoldgico de larvas
Tenebrio molitor infectados com F. pedrosoi evidenciando corpos muriformes. (C) Larvas de Galleria
mellonella inoculadas com F. monophora. (D) Formacéo de corpos muriformes em tecido das larvas G.
mellonella infectadas com F. monophora. (E) Modelo animal rato Wistar utilizado para estudo da
cromoblastomicose. (F) Corte histopatoldgico do tecido de rato Wistar inoculado com F. pedrosoi (G)
Planta viva de Mimosa pudica incoculadas com F. pedrosoi. (H) Células pseudomiceliais em raiz de
Mimosa pudica inoculada com F. pedrosoi. (l) Histopatolégico do tecido cutaneo evidenciando células
acastanhadas. (J) Célula muriforme, caracterizando cromoblastomicose. FONTE: Adaptado de
AZEVEDO et al. (2015); QUEIROZ-TELLES et al. (2017); FORNARI et al. (2018); HUANG et al. (2018);
LIMA et al. (2020).

Os modelos animais descritos na literatura para estudo da
cromoblastomicose, compreendem hospedeiros invertebrados como Tenebrio molitor
(DE SOUZA et al., 2018) e Galleria mellonella (HUANG et al., 2018) e hospedeiros
vertebrados como camundongos BALB/c (FORNARI et al., 2018) e rato Wistar (LIMA
et al., 2020).

Além disso, a literatura apresenta estudos realizados em tecido vegetal com
a finalidade de elucidar a rota de infecgao da doenca, relatos de pacientes associam
a infecgao destes agentes a um trauma com o material vegetal, caracterizando-a como
uma doenga de implantagao (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A literatura descreve a
presenca dos agentes causadores da doenca em detritos vegetais como a casca de
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coco babacu (Orbignya phalerata) e espinhos da planta Mimosa pudica (SALGADO et
al., 2004, NASCIMENTO et al., 2017). No entanto estudos in vitro demonstram que os
isolados procedentes de planta viva sdo caracterizados molecularmente como uma
espécie distinta das espécies de procedéncia clinica (DE HOOG et al., 2014). Fornari
e colaboradores (2018) demonstram a capacidade de espécies cripticas de
Fonsecaea sobreviverem no tecido de plantas vivas.

Outros importantes fatores de viruléncia das leveduras negras que
determinam a patogenicidade deste grupo seriam a termotolerancia e a adeséo
microbiana (DE HOOG et al., 2000; SANTOS et al, 2007; BADALI et al., 2008). Os
fungos negros possuem a capacidade de tolerar a temperatura do corpo humano
(37°C) evidenciando o potencial destes fungos de causarem infecgdes oportunistas
em animais (WANG et al., 2019; ZAJC et al., 2019), assim como o desenvolvimento
fungico eficiente em temperaturas extremas, como regides semi-aridas e polares
(JIANG et al., 2016).

A adesao fungica no tecido do hospedeiro € mediada por adesinas que sao
polissacarideos extracelulares hidrofilicos expressos nos conidios com afinidade por
manose, essas moléculas facilitam a fixagdo dos propagulos nas células do tecido do
hospedeiro e a internalizagéo fungica (SEYEDMOUSAVI et al., 2014; LIPKE, 2018;
NATH, 2019). A aderéncia de células fungicas ao tecido do hospedeiro depende de
diversos fatores entre eles a hidrofobicidade da parede celular fungica que é realizada
principalmente por lipideos como a glicosilceramida, permitindo assim que os fungos
dematiaceos se diferenciem em corpos muriformes que sao estruturas resistentes a
acao das células efetoras do sistema imune do hospedeiro (KRASOWSKA; SINGLER,
2014; BORAL et al., 2018).

Os fungos negros também possuem a capacidade de assimilar
hidrocarbonetos, estes sdo encontrados no meio ambiente e apresentam uma
natureza quimica diversificada abrangendo formas simples como os alcanos e formas
complexas que seriam os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs) como o
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BLASI et al., 2016). Os fungos promovem a
degradacgao de compostos aromaticos através de reagdes de transformagdes parciais,
mineralizagao e a utilizagado destes compostos como unica fonte de carbono para o
crescimento fungico (PRENAFETA-BOLDU et al., 2006).

A capacidade de degradacao dos hidrocarbonetos presente neste grupo de

fungos esta diretamente relacionada com a secregédo de enzimas extracelulares que
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iniciam uma cadeia de reagdes quimicas oxidativas aleatorias resultando em produtos
oxidados alifaticos e aromaticos (MCGENITY, 2019). Dentre as enzimas que
catalizam esses compostos estdo as peroxidases e lacases, no qual sdo capazes de
degradar compostos fendlicos presentes no material lignocelulésico (ARANDA, 2016).
Além disso, a literatura descreve o envolvimento da enzima intracelular citocromo P-
450 monoxigenase na biotransformacdo de hidrocarbonetos aromaticos e
xenobidticos (PRENAFETA-BOLDU et al., 2006; ARANDA, 2016; PRENAFETA-
BOLDU et al.,2019).

Esta habilidade de assimilar estes compostos € considerada um grande
potencial de viruléncia, pelo fato desses compostos apresentarem alta similaridade
estrutural com o0s neurotransmissores monoaromaticos e componentes da
neuromelanina (PRENAFETA-BOLDU et al., 2006). A espécie Cladophialophora
bantiana é talvez o exemplo mais representativo, pelo fato de ser patogénica e estar
associada quase que exclusivamente a infec¢des cerebrais (TEIXEIRA et al., 2017;
PRENAFETA-BOLDU et al.,2019).

Mas esta inter-relagao entre os fungos negros que assimilam hidrocarbonetos
e sao patogénicos ainda precisa ser elucidada, pois algumas espécies sao
filogeneticamente similares como relatado no estudo de Badali et al. (2011), as
espécies Cladophialophora psammophila e Cladophialophora bantiana possuem
filogenia similar, porém a C. psammophila assimila tolueno mas nao apresenta
viruléncia como a C. bantiana. Assim como, tem espécies de leveduras que sao
patogénicas e apresentam um potencial de degradagdo de hidrocarbonetos
desconhecido, como € o caso da Rhinocladiella mackenzie que no estudo de Moreno
et al. (2018) é relatado a presenca de diversos genes relacionados com a assimilagao
do tolueno, porém essa habilidade ainda nao foi confirmada quando cultivada no
substrato.

Por outro lado, esses fungos hidrocarbonoclasticos podem ser utilizados em
processos biotecnolégicos para a remogao destes compostos de locais contaminados,
como a biofiltracdo do ar poluido (PRENAFETA-BOLDU et al., 2019). Esse
bioprocesso € composto por um sistema biologicamente aberto com uma coluna de
compostos poliméricos e minerais sob essa matriz forma-se um biofilme dos fungos
que degradam os hidrocarbonetos e no interior desta coluna circula um fluxo de ar
poluido com compostos orgéanicos volateis (LEBRERO et al., 2016). A utilizacdo de

leveduras negras em biofiltros para o tratamento de compostos monoaromaticos,
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como alquibenzenos, tolueno e estireno tem sido estudada extensivamente como
demonstra o estudo de Prenafeta-Boldu et al. (2018) no qual as espécies C.
psammophila, C. cladosporioides e Neohortaea acidophila eliminaram 96% dos
compostos organicos volateis presentes no ar do interior do laboratério. Na ordem
Chaetothyriales a assimilagdo de alquibenzenos parece ser predominante em
espécies que pertencem ao género Exophiala, Cladophialophora e Fonsecaea
(PRENAFETA-BOLDU et al., 2012).

3.2 ASPECTOS ECOLOGICOS E MOLECULARES DAS ESPECIES DO GENERO

Fonsecaea

Os membros da ordem Chaetothyriales exibem uma ecologia complexa e sao
geralmente isolados de substratos vegetais, madeira, solo e matéria organica em
decomposicao (VICENTE et al., 2017). Assim como, sao capazes de tolerar habitat
com pouca disponibilidade de nutrientes, temperaturas elevadas, radiacéo
ultravioleta, estresse osmotico, solos contaminados com hidrocarbonetos, em
superficies de rochas entre outros (STERFLINGER, 2006; AMETRANO et al., 2019).
A filogenia da ordem Chaetothyriales € composta pela clade bantiana no qual agrupam
espécies patogénicas e ambientais dos géneros Fonsecaea e Cladophialophora (DE
HOOG et al., 2014). No clado carrioni encontra-se C. carrionii, sendo o principal
agente causal da cromoblastomicose em regides de clima arido e semi-arido, e
Phialophora verrucosa, que também é um agente associado a doenca, porém de
forma rara. Espécies como Exophiala dermatitidis sao incluidas no clado dermatitidis
e o clado europaea é composto por espécies do género Cyphellophora. No clado
jeanselmei sdo agrupados alguns agentes da doenga cromoblatomicose como
Exophiala jeanselmei, E. spinifera, Rhinocladiella aquaspersa e R. tropicalis (GOMES
et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017).

Dentro desta ordem ha pelo menos cinco familias reconhecidas entre estas
estdo a Chaetothyriaceae, Cyphellophoraceae, Epibryaceae, Herpotrichiellaceae e
Trichomeriaceae (TEIXEIRA et al.,, 2017). A familia Herpotrichiellaceae abriga
espécies saprobias e patdogenos oportunistas, no qual s&o agentes causais de
infeccdes em humanos e animais como a cromoblastomicose e feohifomicose

(SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Os principais géneros que abrangem esta familia
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estdo Exophiala, Cladophialophora, Cyphellophora, Fonsecaea, Phialophora e
Rhinocladiella (TEIXEIRA et al., 2017; VICENTE et al., 2017).

O género Fonsecaea possui espécies que estdo associadas ao
desenvolvimento da cromoblastomicose, assim como espécies que sao agentes
causais de infecgcdo disseminada em animais, além de espécies consideradas
saprébias de origem ambiental (Figura 4). Estes agentes apresentam o
desenvolvimento lento, possuem colénia com aspecto aveludado ou algodonoso, com
coloracdo olivacea. Os conidioforos sdo pouco diferenciados e com coloragao
variando de marrom claro a marrom escuro. Os conidios sdo simpodiais e se
desenvolvem em cadeias ramificadas e curtas (VICENTE et al, 2012; VICENTE et al.,
2013).

Dentre as oito espécies do género Fonsecaea quatro sdo consideradas
agentes causais de cromoblastomicose em humanos, tais como F. pedrosoi, F.
monophora, F. nubica e F. pugnacius (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Sabe-se que
a F. pedrosoi é endémica na América do Sul, enquanto que a F. nubica apresenta
uma distribuicdo mundial e a F. monophora esta expandindo na América do Sul como
na Asia, principalmente no sul da China (DENG et al, 2015; SHI et al., 2016). F.
pugnacius € uma espécie que possui a capacidade de disseminar a infeccado para o
cérebro e outros 6rgaos (AZEVEDO et al., 2015). O potencial invasivo se difere entre
as espeécies do género Fonsecaea, diante disso F. pedrosoi e F. nubica estéo
associadas estritamente a cromoblastomicose e a formacao de corpos muriformes,
enquanto que F. monophora e F. pugnacius podem ser associadas também a
feohifomicose, pelos relatos de infecgao disseminada no cérebro e outros 6rgaos com
hifas no tecido (VICENTE et al., 2017).

Entretanto as espécies F. erecta e F. minima possuem a capacidade de
colonizar tecidos vegetais (VICENTE et al., 2013; FORNARI et al., 2018). F.
brasiliensis e F. multimorphosa sao espécies capazes de causar infeccdo em
hospedeiros animais, como caranguejo e gato (NAJAFZADEH et al., 2011b; VICENTE
et al., 2012).
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FIGURA 4- MORFOLOGIA DAS ESPECIES DO GENERO Fonsecaea

LEGENDA: (A e B) F. pedrosoi. (C e D) F. pugnacius. (E e F). F. monophora. (G e H) F. nubica. (I e J)
F. multimorphosa. (K e L) F. brasiliensis. (M e N) F. erecta. (O e P) F. minima. FONTE: Adaptada de
AZEVEDO et al. (2015), QUEIROZ-TELLES (2015), REVANKAR; SUTTON (2011), NAJAFZADEH et
al. (2010a), NAJAFZADEH et al. (2011a), VICENTE et al. (2012) e VICENTE et al. (2013).

As espécies F. pedrosoi, F. monophora, F. nubica agentes causais da doenca
cromoblastomicose, raramente tem sido recuperadas do meio ambiente,
principalmente de substratos vegetais em decomposi¢do, embora sejam
filogeneticamente muito proximas das espécies isoladas de plantas vivas, séo
caracterizadas como espécies diferentes (VICENTE et al., 2013).

O isolamento de leveduras negras do ambiente tem sido considerado um
desafio, pois existem diversas espécies de fungos patogénicos com diferentes perfis
de patogenicidade e niveis de viruléncia, além do fato de apresentar varias interagdes
com diversos substratos e habitats (ANDRADE et al., 2007; SUN et al., 2010; TSUI et
al., 2011; HAMZEHEI et al., 2013). As espécies patdgenas apresentam o ciclo de vida
composto e um potencial de patogenicidade o que justifica a baixa ocorréncia
ambiental e o alto indice de infec¢do em hospedeiros animais (BADALI et al., 2008;
NAJAFZADEH et al., 2010; 2011a).
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Diversos estudos identificam a presenca de leveduras negras em amostras
ambientais, mas dificilmente essas espécies sao isoladas de amostras clinicas, nao
podendo ser consideradas estritamente ambientais. Vicente et al. (2013) isolaram
leveduras negras do género Fonsecaea de material vegetal em decomposigédo, mas
quando comparadas molecularmente com a linhagem tipo, somente duas espécies
foram identificadas como F. pedrosoi e F. monophora.

Salgado e colaboradores (2004) relatam um isolamento de F. pedrosoi de
espinhos de Mimosa pudica e a relacdo deste com a infecgdo no paciente. A
identificacao do isolado foi feita somente por micromorfologia e nao foi possivel isolar
o patégeno dos demais espinhos da planta, sendo assim € necessario mais estudos
para elucidar os nichos ecologicos e as vias de disseminagdo dessa espécie
(VICENTE et al., 2008; KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI,
2014).

No estudo de Lima et al. (2020) relatam o isolamento de linhagens
pertencentes a ordem Chaetothyriales de insetos sociais, como potenciais agentes de
cromoblastomicose. Dentre as linhagens isoladas neste estudo esta a F. pedrosoi
isolada do ninho de cupim, no qual apresentou um potencial de viruléncia semelhante
a linhagem de origem clinica. O potencial de viruléncia da linhagem foi confirmado em
modelos experimentais animais como Tenebrio molitor e rato Wistar, no qual foram
observadas estruturas semelhantes a corpos muriformes.

Além disso, as leveduras negras também vém sendo isoladas de habitats
criados pelo homem como tanques de gasolina (DELGADILLO-ORDONEZ et al.,
2017), instalagdes de banho a vapor e maquinas de lavar lougas (BABIC et al., 2017).
Alguns fatores como a umidade, altas temperaturas e pH alcalino favorecem a
presenca desses fungos nestes ambientes onde saprébios regularmente ndo sao
encontrados (ZALAR et al.,, 2011). A presenca de melanina, termotolerancia e
producao de polissacarideos extracelulares sdo alguns dos fatores de viruléncia que
permitem a sobrevivéncia das leveduras negras nestes ambientes (DE HOOG et al.,
2000; STERFLINGER et al., 2006; VICENTE et al., 2008). No estudo de Badic et al.
(2017) relata o isolamento de E. dermatitidis de maquinas de lavar louga, um
importante patdogeno oportunista capaz de causar infecgdes em humanos. A presenca
dessa espécie em amostras residuais de agua, em aerossois quentes liberados da
maquina de lavar louca pode indicar uma rota de infecgdo e uma contaminagao

ambiental ciclica.
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Os estudos que caracterizam os microrganismos encontrados no meio
ambiente sao realizados por métodos de isolamento, obtencdo de colbnias,
caracterizagado morfolégica e ferramentas moleculares no qual podem ser usadas para
avaliar de forma rapida e confiavel a diversidade biolégica (TEHRANI et al., 2014;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A amplificacdo de dominios génicos & uma
ferramenta essencial para identificacdo de espécies, no caso dos fungos a regido
gendmica ITS (do inglés Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossémico é
considerada o marcador mais indicado para a identificagcado de fungos, a validagéo da
regiao é devido a reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade permitindo distinguir
espécies na maioria dos taxons fungicos (SCHOCH et al., 2012; IRINYI et al., 2015;
BADOTTI et al., 2017).

Porém devido a diversidade genética do reino pode ser necessaria a utilizagao
de mais de um marcador para identificacdo em nivel de espécie (QUEIROZ-TELLES
et al., 2017). Dentre os marcadores utilizados para distincdo de géneros sao o fator
de elongacao (TEF1) e B-tubulina (BT2) (MEYER et al., 2019; TEKPINAR et al., 2019),
no que diz respeito a fatores de viruléncia alguns genes podem ser utilizados como o
Citocromo P-450 que é relacionado a sintese de melanina e com a degradagao de
hidrocarbonetos (BADIC et al., 2017), no caso os marcadores relacionados com a
formacao de citoesqueleto e com estagios do ciclo celular entre eles actina (ACT) e
ciclo de divisdo celular 42 (Cdc42) (TAKESHITA; FISCHER, 2019).

A amplificagao de acidos nucleicos pelo método de PCR continua juntamente
com o sequenciamento de DNA tem sido a ferramenta molecular mais utilizada para
identificacdo de fungos cultivaveis, por se tratar de um método rapido e preciso.
Contudo, apesar da PCR ser um método acurado na detecgao de fungos isolados do
ambiente, a técnica apresenta limitacbes devido a presenga de substancias que
possam inibir as reagdes ou acarretar resultados falsos positivos (LIBERT et al., 2016).

Outras técnicas de biologia molecular tém sido desenvolvidas a fim de
aperfeicoar a identificacdo de espécies filogeneticamente préximas. Uma dessas
técnicas € a amplificagcdo em circulo rolante (RCA — do inglés Rolling Circle
Amplification), que consiste na amplificagdo isotermal do DNA com alta sensibilidade,
em conjunto com a utilizagdo de sondas cadeados que s&o oligonucleotideos
circulaveis que reconhecem sequéncias adjacentes no DNA alvo (NAJAFZADEH,
2011). A amplificagdo por RCA elimina o risco de replicacdo de sequéncias

inespecificas, podendo ser utilizada para distinguir espécies estritamente
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relacionadas, bem como identificar polimorfismos em um unico nucleotideo e a
expressdao de RNAm em células individuais (FURUIE, 2014; TEHRANI et al., 2014;
QUEIROZ-TELLES, 2015). No estudo de Voidaleski et al. (2018) demonstrando a
utilizacdo da técnica molecular de RCA para detectar F. pedrosoi em amostras
ambientais como solo, material em decomposicdo e folhas da planta Solanum
paniculatum procedentes de areas endémicas para a doenga cromoblastomicose.
Schneider e colaboradores (2019) projetaram iniciadores especificos utilizando o gene
da proteina de ligagéo ao centrébmero (CBF5) para identificar espécies patogénicas do
género Fonsecaea a partir da técnica de amplificacdo em circulo rolante.

Tém sido estudadas novas técnicas que possam elucidar a ecologia e
aspectos epidemioldgicos deste grupo de fungos, dentre elas a metagendédmica no qual
consiste em um conjunto de técnicas moleculares independentes de cultivo capaz de
acessar a grande maioria dos microrganismos, inclusive os incultivaveis e, assim,
facilitar o estudo da diversidade taxonémica e funcional, além de poder compreender
melhor os processos e interagdes microbianas (HANDELSMAN et al., 1998; DE
SOUZA, 2016). Essa técnica permite a identificagdo de uma microbiota encontrada
em uma determinada amostra ambiental, a partir da extracéo total do material genético
presente na amostra e clonagem desse material obtendo assim uma biblioteca de
sequéncias metagenémicas (EKKERS et al., 2012). Nessas bibliotecas & possivel
estudar a expressao de genes e fungdes microbianas anteriormente desconhecidas,
bem como a descoberta de novos produtos para fins biotecnolégicos e aplicagao
industrial (SATHYA; KHAN, 2014).

Atualmente também tem sido aplicada a tecnologia de sequenciamento de
alto rendimento para compreender melhor a base genética da patogenicidade e
adaptacao a diversos nichos ecoldgicos das leveduras negras (MORENO et al., 2018).
As metodologias do sequenciamento de alto rendimento tem a capacidade de realizar
o sequenciamento direto de milhdes de moléculas DNA através de uma pequena
quantidade de amostra, podendo ser aplicada para sequenciar genomas completos,
metagenomas, RNA-seq entre outros (GOODWIN et al., 2016; MC COMBIE et al.,
2019).

Dentro da ordem Chaetothyriales atualmente tem em torno de 27 espécies com
o genoma completamente sequenciado depositados no banco de dados NCBI, este
conjunto compreende espécies associadas a degradacdo de hidrocarbonetos, a

insetos sociais e saprobios também esta incluso os patégenos oportunistas envolvidos
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em infecgbes disseminadas (MORENO et al., 2018). A partir da analise genémica
comparativa é possivel identificar genes homélogos que desempenham um papel
critico na adaptagdo de nichos ecoldgicos desses fungos ao longo da evolugao
(SONNHAMMER; KOONIN, 2002; MORENO et al., 2018; ALTENHOFF et al., 2019).
No estudo de Teixeira e colaboradores (2017) foi relatada a duplicacéo de diversos
genes em varias familias de proteinas quando comparado os genomas de leveduras
negras, entre essas proteinas estao citocromo P-450, bombas de efluxo de drogas,
transportadores de membrana e enzimas como alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase, no qual estdo diretamente associados com a adaptacdo desses
fungos em habitats extremos.

O estudo de Vicente et al. (2017) também relata uma analise genémica
comparativa do género Fonsecaea com leveduras negras filogeneticamente proximas
pertencentes a ordem Chaetotryriales. Diante disso a partir da anotagao de genes
ortologos foram identificados regides génicas associadas a ecologia e patogenicidade
das leveduras negras, dentre os dominios amplamente presentes nas espécies do
género Fonsecaea que estao relacionados aos habitats extremos estdo as enzimas
da familia monooxigenases e desidrogenases que metabolizam xenobidticos e as
enzimas que degradam polissacarideos presentes em substratos vegetais e animais
como quitinase, hemicelulose e pectinase. Entretanto os dominios proteicos
associados a patogenidade estdo relacionados com a biossintese da melanina, no
qual foram observadas multiplas cépias de genes das enzimas que participam da
biossintese da melanina como as fenoloxidases, também foi relatado neste estudo a
presenca de enzimas da familia das peptidases que estao envolvidas no processo de
morte celular e reagdes inflamatdrias.

Além disso, estudos gendmicos demonstram que alguns genes estao
potencialmente relacionados a viruléncia das leveduras negras como o gene Xeg1 e
Gr-Vap1 no qual estdo associado a infecgdo fungica em plantas induzindo a morte
programada das células vegetais (LOZANO-TORRES et al., 2012; MA et al., 2015), o
gene Amr1 é um indutor da biossintese de melanina (CHO et al., 2012; SAHARAN et
al., 2015) e o gene RpfF que apresenta um atividade proteolitica e regula a formagao
de biofilme dos patégenos oportunistas (SUPPINGER et al., 2016; VICENTE et al.,
2017).

A analise das sequéncias génicas presentes nos genomas das leveduras

negras é uma das abordagens utilizadas atualmente para elucidar processos
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adaptativos e patogénese desse grupo, porém pesquisas demonstram a aplicacéo das
metodologias da era pds-gendémica como o transcriptoma, protedmica e metabolémica
para compreender melhor o perfil ecoldégico dos fungos melanizados e elucidar sua
capacidade de colonizagdo em hospedeiros vegetais e animais (BLASI et al., 2017;
MORENO et al., 2018).

3.3 ENZIMAS FUNGICAS: ECOLOGIA, PATOGENICIDADE E APLICACAO
BIOTECNOLOGICA

As enzimas sao na maioria dos casos proteinas globulares soluveis
sintetizadas por organismos de origem vegetal, animal ou microbioldégica que
catalisam reagbes quimicas especificas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014). No
qual séo classificadas em seis classes, com relacado as reagdes que catalisam, entre
elas estdo as oxidorredutases (reagcdes de oxirreducao); transferases (reagdes de
transferéncia de uma molécula para outra); hidrolases (reagdes de hidrélise);
isomerases (reagdes intramoleculares, formando isbmeros); liases (catalisadores que
rompem ligacoes); ligases (catalisadores de ligagbes covalentes entre moléculas)
(LIU; KOKARE, 2017).

As enzimas estao associadas a ecologia dos fungos pelo fato de participarem
do processo de catélise de carboidratos e compostos organicos, no qual séo utilizados
como fonte de carbono e energia para o desenvolvimento destes fungos no meio
ambiente. Além disso, a capacidade catalitica das enzimas pode estar relacionada
com a patogenicidade em hospedeiros vegetais e animais (MORENO et al., 2017;
BERLEMONT, 2017).

A diversidade de enzimas secretadas por fungos com o passar dos anos se
tornou um grupo de produtos interessantes para os processos industriais, s&o
produzidas pelo método de fermentagdo em um substrato liquido ou sélido e podem
ser aplicadas em diversos setores industriais como ramo alimenticio, farmacéutico
agroindustrial e téxtil. Dentre as vantagens da utilizacdo de enzimas na industria, é
destacado o fato de ser um produto natural, que apresenta alto grau de especificidade
e ainda por apresentar uma atividade que pode ser regulada, através da modificagao
de parametros como pH e temperatura (BON; FERRARA; CORVO, 2008; LIU;
KOKARE, 2017).
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3.3.1 Protease

As proteases (E.C.3.4) também conhecidas como peptidases e enzimas
proteoliticas, compreendem a classe de enzimas que catalisam ligagbes peptidicas
(RAO et al., 1998). Devido a complexidade deste grupo as peptidases podem ser
classificadas de acordo com trés critérios: especificidade, tipo catalitico e homologia.
Com relagéo a especificidade sao subdividas em exopeptidases quando a clivagem
da ligagao peptidica ocorre na porgao terminal da proteina e endopeptidases quando
a atividade da enzima ocorre nas ligagdes peptidicas internas (RAWLINGS;
BATEMAN, 2019). No caso do sitio catalitico as enzimas s&o subdivididas conforme
0Ss grupos quimicos envolvidos no mecanismo catalitico, como serina peptidase possui
serina no seu centro catalitico (WARD et al., 2009).

As proteases extracelulares microbianas tem demonstrado um potencial
biotecnologico em aplicagdes industriais, assim como pode contribuir para a viruléncia
de alguns organismos patogénicos (SOUZA, 2015). Os fungos sao as fontes mais
procuradas para a produgao de proteases extracelulares devido a varias vantagens
técnicas e econbmicas, como a produgao em larga escala em um tempo relativamente
curto por métodos de fermentagao (NOVELLI et al., 2016). Em geral essas enzimas
sao mais estaveis quando comparadas com suas homologas de plantas e animais,
além disso, apresentam uma facilidade na separacédo da biomassa do sobrenadante
da cultura (GUPTA et al., 2002a; SAVITHA et al., 2011).

No processo de producdo dessas enzimas existem alguns mecanismos
regulatérios, como o meio de cultivo, pH, temperatura, tempo de incubacgao, fonte de
carbono, nitrogénio e enxofre, presenga de proteina exdégena, aeragao e densidade
de inoculacédo (GUPTA et al., 2002b; SINGH et al., 2016).

Estudos comprovam a secregdo de peptidases por fungos patogénicos e
saprofiticos, porém Semenova e colaboradores (2017) relata que os fungos produzem
peptidases diferentes conforme o nicho ecolégico que habitam. Neste estudo foi
observada a produc¢ao de peptidase do tipo tripsina pelos fungos patogénicos, no qual
esta relacionado com a capacidade de colonizar o hospedeiro e superar as barreiras
de defesa e amino peptidases pelos fungos saprofiticos que esta relacionada com a
degradacéao proteica do meio ambiente para obtengao de nutrientes.

A literatura demonstra a atividade das enzimas proteoliticas em ascomicetos
podendo ser saprobios ou patogénicas (SINGH et al., 2016; SNYMAN et al., 2019).
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Os ascomicetos mais isolados do ambiente que secretam protease pertencem aos
géneros Aspergillus sp. (SALIHI et al., 2017); Penicillum sp. (OMRANE BENMAD et
al., 2018); Fusarium sp. (APASTAMBH; BAIG, 2017); Trichoderma sp. (PALOHEIMO
et al., 2016). Assim como, dentro deste filo também é relatada a atividade de protease
em fungos entomopatogénicos pertencentes ao género Metharhizium e Beauveria
(WANG et al., 2019), fungos fitopatogénicos como Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea, Magnaporthiopsis poae (CHANDRASEKARAN et al., 2016) e em agentes
causais de infeccdo fungica em humanos como Cryptococcus neoformans,
Trichophyton rubrum, Sporothrix schenckii e Paracoccidioides brasiliensis (MERCER,;
STEWART, 2019; SABARENO LOPEZ et al., 2017; BORMAN; SUMMERBELL, 2015;
PARENTE et al., 2010).

Além dos processos de cultivo para obtencao das proteases fungicas, também
ha o desenvolvimento de técnicas moleculares como as analises gendmicas que
demonstram o potencial de producao e a diversidade de peptidases secretadas por
ascomicetos (SEMENOVA et al., 2017; NOVELLI et al., 2016). Através de uma analise
genbmica comparativa de leveduras negras da ordem Chaetotryriales realizada nos
estudos de Vicente et al. (2017) e Teixeira et al. (2017) foi revelado a abundancia de
trés classes principais de peptidases em leveduras negras sendo estas serina,
cisteina e metalopeptidases, também demonstraram que essas enzimas estao
envolvidas no processo morte celular, invasédo no sistema imune do hospedeiro e
processos inflamatoérios, evidenciando o potencial de viruléncia das linhagens que
compde essa ordem.

A literatura evidencia a possibilidade da producao de peptidases das formas
micelial e parasitaria das leveduras negras através do cultivo em meio definido e
complexo, sendo estda enzima uma das principais responsaveis pela interagcéao
patogeno-hospedeiro pelo fato de participarem de eventos importante como a
diferenciacao celular, proliferagéo e diferenciagao das células fungicas (PALMEIRA et
al., 2006a; GRANATO et al., 2015). Essa capacidade é observada no estudo de
Palmeira et al. (2006) e (2018) no qual a espécie F. pedrosoi apresenta atividade
proteolitica tanto na forma micelial como na forma parasitaria caracterizada pelos
corpos muriformes.

A ampla diversidade de proteases produzidas por fungos despertou interesse
em diversos ramos industriais entre estes a industria alimenticia, que utilizam essas

enzimas no processo de amaciamento das carnes e clarificagdo de cervejas e outras
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industrias como as de detergente, de couro e farmacéutica (SINGH et al., 2016). No
processo de fabricacdo de paes na industria alimenticia sao utilizadas peptidases
isoladas de A. oryzae para hidrolisar a principal proteina da farinha de trigo que seria
o gluten aumentando a qualidade do produto em termos de cor, suavidade e textura
(SOUZA et al., 2015). Proteases alcalinas e neutras produzidas por fungos também
podem ser utilizadas no processo de coagulagao do leite, no qual a partir da hidrélise
da proteina do leite sdo fornecidos peptideos bioativos com potencial para serem
utilizados como fonte nutricional em casos de intolerancia infantil as proteinas do leite
(DA SILVA, 2017). Durante o processo curtimento do couro cru na industria utilizam-
se proteases alcalinas produzidas por fungos como Aspergillus flavus (BANERJEE;
RAY, 2017).

3.3.2 Lipase

As enzimas lipoliticas podem ser classificadas em trés grandes grupos
baseando-se na especificidade do substrato: lipases (EC.3.1.1.3), esterases
(EC.3.1.1.1) e fosfolipases (EC.3.1.1.3). Sdo enzimas capazes de catalisar reagbes
de hidrélise de ésteres carboxilicos formando acidos graxos livres, quando em
condicbes nao aquosas catalisam reagdes reversas como esterificagdo ou
transesterificagdo produzindo acilglicerois (Figura 5) (JAEGER; EGGERT, 2002;
SALIHU; ALAM, 2012).

FIGURA 5- REACOES CATALISADAS POR LIPASES EM SOLUCOES AQUOSAS E NAO
AQUOSAS

REAGAO DE HIDROLISE
o o
| |
R-C-O-R" + H:0 = R-C-OH + OH-R

REAGAOQ DE ESTERIFICAGAO

o 0
I |
R-C-OH + OH-R' = R-C-0-R' + H:0
TRANSESTERIFICAQ;&D
0 0 O 0
| Il Il Il

R1-C-0-RI' + R:-C-0O-R = Rj_C.-0-R¥ + R:-C-0-RY

FONTE: Adaptado de MENDES (2019).
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As lipases em sua maioria s&o glicoproteinas com massa molecular de 20
kDa, ponto isoelétrico variando de 4 a 5 e com atividade 6tima entre uma faixa de pH
de 6.0 a 8.0. Porém essas propriedades podem variar de acordo com a fonte de
producdo da enzima e a isoforma gerada (ALOULOU et al 2006; PASCOAL et al,
2018).

O sitio ativo das lipases € composto por serina, histidina e um residuo acido
(acido aspartico ou glutamico), esta sequéncia conservada desempenha um papel
importante no mecanismo de hidrélise das lipases, atuando na clivagem de ligagdes
ésteres presente em acilglicerdis para liberar acidos graxos e glicerol (TREVISAN,
2014; PASCOAL et al, 2018).

As principais fontes de obtencédo de lipases tém sido os microrganismos,
embora estas também sejam produzidas por plantas e animais (MEHTA et al., 2017).
As enzimas sao produzidas geralmente pelo processo de fermentagdo, em sua
maioria sao enzimas extracelulares, facilitando o processo de filtracao e purificagao
(GUTARRA et al., 2009). As lipases extracelulares sao secretadas em grandes
quantidades por alguns fungos filamentosos, pertencentes aos géneros Aspergillus
sp., Fusarium sp., Geotrichum sp., Mucor sp., Penicillium spp., Rhizomucor sp. e
Thermomyces sp., Beauveria sp., Alternaria sp. (MEHTA et al., 2017; WADIA; JAIN,
2018).

No caso dos fungos negros, Alternaria tem sido relatado como um dos
principais géneros produtores de lipase como relatado nos estudos de Iftikhar et al.
(2015) e Singh (2011) no qual a linhagem A. brassicicola apresentava atividade
lipolitica acima de 3, 2 U/mL. O género Aureobasidium também é um fungo negro
produtor de lipase como demonstrado no estudo de Li et al. (2019) no qual foi obtido
a purificagao e produgao de 17,7 U/mL da enzima lipase a partir de cultivo submerso
de A. pullulans pertencente a ordem Dothideales.

Diversos fatores sdo empregados na producdo das lipases para aumentar a
eficiéncia do processo, como as fontes de carbono e nitrogénio, pH, suplementagao
dos meios de cultivo com uma solugdo de minerais, temperatura, agitagcao e aeragao
(KUMAR et al. 2011; MEGHWASHI; VASHISHTHA, 2018). Os principais substratos
indicados pela literatura para induzir a produgao de lipase em fungos sédo azeite,
tributirina, Tween 20 e Tween 80 (GEOFFRY, ACHUR, 2018).
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Sabe-se que fungos filamentosos sédo 6timos produtores de lipase pelo fato de
apresentarem propriedades cataliticas essenciais para diversas aplicagdes
industriais, algumas destas caracteristicas € a capacidade de hidrolisar a ligagao
eéster, a transesterificacado de triglicerideos, a resolugdo de misturas racémicas , bem
como de sintetizar a ligagao éster na interface entre substrato e agua (GEOFFRY;
ACHUR, 2018). Diante disso as lipases fungicas de A. niger, A. oryzae, Mucor meihei
e Rhizopus oryzae sao utilizados na industria alimenticia principalmente no processo
de panificagédo e producéo de queijos (NEGI, 2018). As lipases fungicas também s&o
utilizadas como aditivos na industria de detergentes, a lipase mais utilizada atualmente
foi isolada do fungo Thermomyces sp., porém com o desenvolvimento de pesquisas
nesta area foram caracterizados lipases de outros fungos como Talaromyces
thermophilus que apresentam resisténcia ao pH alcalino e tolerancia a surfactantes
presentes na lavagem comercial (PEREZ et al., 2019). Além disso, é relatada a
utilizacao de lipases fungicas em processos biotecnoldgicos como a biorremediagao,
no qual as principais espécies pertencentes aos géneros Trichoderma, Fusarium,
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Mortierella, Beauveria e Engyodontium séo
algumas espécies que possuem a capacidade de tolerar uma variedade de poluentes
e podem ser aplicadas para a biorremediagao de locais com derramamento de 6leo
(ISLAM; DATTA, 2015).

Entretanto, as enzimas lipase e fosfolipase fungicas também sao relatadas
como um importante fator de viruléncia durante o processo de infec¢ao e colonizagao
do patégeno no hospedeiro, porém existe uma diferenca na acao catalitica dessas
enzimas as lipases sao capazes de hidrolisar os triacilglicerdis que estdo presentes
no tecido adiposos do hospedeiro, enquanto que as fosfolipases possui acido nos
glicerofosfolipideos que possuem uma molécula de fosfato em sua estrutura e é um
dos principais componentes da membrana plasmatica celular (BARRIUSO et al., 2016;
TOTH et al., 2017; BARMAN et al., 2018; ALOULOU et al., 2018). Os principais fungos
descritos na literatura que produzem lipases e causam infeccdo em humanos sao
Cryptococcus neoformans, A. fumigatus, Candida albicans e Malassezia furfur
(I'YALLA, 2016; TEE et al., 2019). Além disso, a partir de analises gendmicas de alguns
patdgenos humanos foi possivel observar a presenca de genes que codificam lipase
como relatado no estudo de Barman et al. (2018) no qual é observado diversas
sequéncias génicas de fosfolipase em A. fumigatus, C. albicans, C. neoformans,

Alternaria alternata, S. schenckii e Paracoccidioides brasiliensis.
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3.3.3 Enzimas lignoceluloliticas

As enzimas lignoceluloliticas tem a capacidade de hidrolisar porgdes
polissacaridicas, como a celulose e hemicelulose (PIMENTEL, 2019). Esse grupo de
enzimas atua na degradacao completa da biomassa vegetal (KUMAR, 2019).

A biomassa lignoceluldsica é constituida por fibras de celulose e hemicelulose
envolvidas por uma matriz amorfa de lignina, unidas por ligagbes covalentes,
formando uma complexa rede resistente a ataques microbianos (Figura 6). Neste
complexo também estao presentes tracos de pectina e compostos nitrogenados e
inorganicos (MORI et al., 2015; CAl et al., 2017).

FIGURA 6- ORGANIZAGAO DA ESTRUTURAL DA PAREDE CELULAR VEGETAL

% Parede celular

*+ Roseta

1 Lignina

1 Celulose

+ Hemicelulose

4 Proteina

.
1 Lamela media
* Parede celular primaria

LEGENDA: Origem e componentes estruturais da lignocelulose. FONTE: Adaptado de CANILHA et al.
(2010); MANAVALAN et al. (2015).

O principal componente estrutural das fibras lignoceluldsicas é a celulose que
fornece forca e estabilidade para as paredes celulares (ARANTES; SADDLER, 2010;
GUERRIERO et al., 2015). Sua estrutura representa um homopolissacarideo linear
constituido por monémeros de D-glicose unidos por liga¢des glicosidicas do tipo (3-1,4
(STELTE et al., 2011). A hemicelulose é o segundo maior componente dos materiais
vegetais, sua estrutura corresponde a um heteropolissacarideo ramificado constituido
por mondmeros de pentoses (B-D-xilose e B -D-arabinose), hexoses (B -D-manose, 3
-D-glicose e B -D-galactose), e acidos urénicos, como acido a-D-glucorénico, acido a-
D-4-O-metilgalacturénico e acido a-D-galacturénico, sendo a xilose a mais abundante
(BAKER et al., 2019).
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A lignina é um constituinte importante da parede celular vegetal que confere
rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbiolégicos e mecanicos
(RALPH et al., 2019). Sdo formadas por monémeros de fenilpropanoides (alcool
coferilico, alcool p-cumarilico e alcool sinapilico), distribuidas de forma irregular na
estrutura (PENG et al., 2012). A pectina sao polissacarideos estruturais constituidos
por residuos de acido galacturénico ligados por ligagdes a-1,4 (TAPRE; JAIN, 2014;
KUMAR et al., 2019). Essa substéncia esta presente na lamela média e na parede
celular primaria das células vegetais, contribuindo para a forgca mecanica e para as
propriedades fisicas da célula (PLACIDO; CAPAREDA, 2015).

Segundo a literatura os ascomicetos inclusive as leveduras negras sao os
melhores produtores de enzimas lignoceluloliticas, em sua maioria apresentam uma
natureza saprébia, no qual produzem naturalmente essas enzimas que hidrolisam
completamente o material vegetal presente nos habitats que colonizam, podendo
assim utilizar esses compostos como fonte de carbono e energia para o
desenvolvimento destes fungos no meio ambiente (KUMAR et al., 2019).

Diante disso, nos ultimos anos tem aumentado o interesse da utilizacdo
dessas enzimas em processos biotecnolégicos no ramo industrial, como por exemplo,
no processo de branqueamento da polpa do papel na industria de papel e celulose
(DA SILVA et al., 2017) e também a utilizacdo das enzimas na biorremediacao de
xenobidticos como corantes presentes em efluentes das industrias téxteis
(MAHMOOQOD et al., 2017; EL ENSHASY et al., 2017; BAKER et al., 2019). As enzimas
lignoceluloliticas também s&o amplamente utilizadas na industria alimenticia
principalmente no processamento de frutas e vegetais, particularmente na produgao
de sucos e extragado do 6leo vegetal cuja principal objetivo é acelerar e aumentar a
eficiéncia o processo de extragdo da matéria-prima vegetal (TOUSHIK et al., 2017).
Recentemente estas enzimas também foram aplicadas na producdo de
biocombustiveis de segunda geragcdo atuando no processo de degradagdo da
biomassa lignocelulésica presente na matéria-prima e redugao dos compostos toxicos
presentes nos hidrolisados da biomassa (PLACIDO; CAPAREDA, 2015; NAYAK et al.,
2020).
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3.3.3.1 Celulases e Hemicelulases

As celulases (EC 3.2.1) hidrolisam ligacdes glicosidicas entre os residuos de
glicose da cadeia de celulose. De acordo com o local de acdo na fibra de celulose
dessas enzimas, sao distribuidas em endoglucanases que atuam na catalisagdo da
hidrolise da celulose, rompendo as ligagdes glicosidicas B (1-4), liberando
oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo (COUGHLAN; LJUNGDAHL,
1988; HIMMEL et al., 2018); exoglucanases catalisam a quebra das liga¢des
glicosidicas, nas extremidades redutoras e nao redutoras das cadeias (XUE et al.,
2017) e a B-glucosidase que faz a hidrélise completa da celulose, liberando D-glicose
a partir de produtos da agao das exoglucanases, como a celobiose (VOUTILAINEN et
al., 2007; LEITE et al., 2008).

As enzimas celuloliticas possuem uma ampla aplicagdo industrial,
principalmente na area de alimentos, ragdo animal, industria quimica e téxtil. Dentre
as caracteristicas desejaveis em celulases para aplicagdo industrial, destaca-se a
capacidade de atuar em temperatura elevada, como a cima de 40 °C e a estabilidade
térmica durante o processo de fermentacao (SAJITH et al., 2016).

A literatura relata que os principais fungos produtores de celulase pertencem
aos géneros Aspegillus, Penicillium, Fusarium e Mucor (EFFIONG et al., 2019). No
estudo de Marques et al. (2016) é relatada produgdo de endoglucanase e -
glucosidase por fungos pertencentes a outros géneros como Cladosporium,
Phomopsis, Trichoderma, Botryosphaeria que apresentaram atividade de
endoglucanase variando de 64 a 88 U/g e os géneros Saccharicola, Paecilomyces,
Ustilaginoidea e Botryosphaeria apresentaram atividade de 3-glucosidase variando de
21 a 51 U/g. As linhagens desse estudo passaram por um processo de cultivo em
estado sdlido cuja o substrato enzimatico foi bagago de cana e farelo de trigo.

No processo de hidrdlise da hemicelulose é necessario um conjunto de enzimas
principais e acessoérias, pelo fato de ser um polissacarideo ramificado de dificil
desestabilizacdo (PIMENTEL, 2019). Dentre as enzimas hemiceluloliticas, temos as
xilanases (EC 3.2.1.8) e [(-xilosidase como enzimas principais responsaveis pela
degradagao da xilana, hidrolisando as ligagbes 1,4-B-D-xilosidicas liberando xilose e
demais xilo-oligossacarideos (BRIGHAM et al., 2018). A acetil xilana esterases (EC
3.1.1.72) e as a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) sdo enzimas acessorias, atuam

removendo as cadeias laterais da hemicelulose (GUPTA et al., 2019).
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Diversas espécies de fungos termofilos e mesofilos sdo capazes de produzir
xilanase incluindo Talaromyces emersonii, Paecilomyces variotii, Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Trichoderma sp. e Fusarium sp. (GUPTA et al., 2019). Além disso, no
estudo Robl e colaboradores (2013) demonstraram que os fungos endofiticos
Aspergillus niger, Trichoderma atroviride, Alternaria sp., Annulohypoxylon
stigyum e Talaromyces wortmannii sao excelentes produtores de hemicelulases,
utilizando como substrato o bagaco de cana.

No caso dos fungos melanizados estudos como de Bankeeree et al. (2016) no
qual a espécie A. pullulans apresentou atividade de xilanase a partir do cultivo
submerso em Tween 80 sendo relatado uma produgao enzimatica de 10 U/mL em 72
horas de cultivo. Guan e colaboradores (2016) demonstraram a produgéo de xilana
por Cladosporium oxysporum, no qual foi isolado de residuos agricolas em
decomposicao e apresentou produgado enzimatica maxima de 55, 92 U/mL em meio
liquido com substratos contendo xilana na sua composicgao.

Através da expansdo do sequenciamento gendmico de fungos estudos como
de Berlemont (2017) no qual proporcionaram a identificacdo de genes e proteinas
envolvidas na degradacao de polissacarideos a partir de uma analise sistematica de
diversos genomas fungicos. Neste estudo entao foram observadas 9.003 sequéncias
génicas envolvidas na degradacao de polissacarideos, no qual codificam enzimas

como celulases e hemicelulases.

3.3.3.2 Pectinases

As pectinases constituem um grupo de enzimas que catalisam a degradacgao
das substancias pécticas, através de reagdes de despolimerizagao e desesterificacéo
e sao classificadas de acordo com a preferéncia pelo substrato, pelo modo que
catalisam o acido galacturénico dos polimeros pécticos e pelo tipo de clivagem (GARG
et al., 2016; RUIZ et al., 2017).

Diante disso, as pectinases sao classificadas com base no seu modo de agao
em poligalacturonase, pectina esterase, pectina liase e pectato-liase (AMIN et
al.,2019). As protopectinases solubilizam a protopectina e formam pectina soluvel,
pectina metil esterases e pectina acetil esterases eliminam residuos metoxila e acetil
da pectina que dao origem ao acido poligalacturdnico, a poligalacturonase quebra as

ligagbes a-1,4-glicosidicas entre os residuos galacturénicos por hidrélise e elimina
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trans- reagdes (REBELLO et al.,, 2017). Dentre todas as enzimas pectinoliticas a
poligalacturonase é a mais utilizada comercialmente pelo fato de hidrolisar a cadeia
principal da pectina (SAADOUN et al., 2013).

As pectinases acidas sao utilizadas na industria de bebidas, principalmente no
processo de clarificagdo, enquanto as alcalinas sao utilizadas na industria téxtil, na
industria de papel e na extracdo de 6leos (NIGHOJKAR et al., 2019). As pectinases
produzidas por Aspergillus niger sdo utilizadas na produgdo do suco de maga, no
processo de esmagamento da fruta a pectina presente aumenta a viscosidade e
turbidez do produto, por isso acéo das pectinases degradando as substancias pécticas
melhoram a qualidade do produto (REBELLO et al.,2017). As poligalacturonase
produzidas por A. niger, Byssochlamys fulva e Mucor circinelloides sao utilizadas na
fermentacdo de folhas de cha da planta Camellia sinensis, essa enzima atua
aumentando da producédo de compostos fendlicos e consequentemente melhorando
a qualidade do cha (THAKUR; GUPTA, 2012).

A fonte primaria da produgéao das pectinases industriais s&o os microrganismos,
sendo 50% produzidas por fungos e leveduras, 35% por bactérias e os 15% restantes
sao de origem vegetal (AMIN et al., 2019). A literatura relata que as principais fontes
produtoras de pectinases em fungos sao A. niger, A. versicolor, A. flavus, Fusarium
oxysporum, Rhizopus stolonifer, Mucor racemous, M. hiemalis, Penicillium jenseni, P.
citrinum e Trichoderma viride (REBELLO et al., 2017). Os estudos de Akram et al.
(2016) e Bhattacharyya et al. (2020) reforcam que espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus, Rhizopus e Penicillium isoladas de material vegetal sdo excelentes
produtores de pectinase.

No estudo de Hassan Moubasher et al. (2015) demonstra o potencial de
producdo da enzima pectinase em Alternaria alternata no qual € um fungo negro
conhecido como patdgenos de vegetais, mas pode causar infecgbes no trato
respiratério de humanos com doencgas respiratorias pré-existentes. A producao de
pectinase no grupo das leveduras negras também é relatada no estudo de Vicente et
al. (2017) que através de uma analise comparativa de genomas das espécies
pertencentes ao género Fonsecaea observaram a presenga de genes que codificam
enzimas associadas a degradacdo de polissacarideos como a pectina. Além disso,
entre as espécies desse género o numero de familias de enzimas degradadoras de

pectina foi mais frequente em F. erecta do que nas outras espécies.
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3.3.3.3 Lacases

As lacases sao polifenol-oxidases no qual possuem trés tipos de atomos de
cobre em seu centro catalitico e sdo também conhecidas como multicobreoxidases. A
massa molecular varia de 50 a 130 kDa, cuja fracdo de carboidratos se constitui
principalmente de manose, N-acetilglicosamina e galactose (AGRAWAL et al., 2018).
Existem varias isoformas de lacases, no qual estdo associadas as condi¢cbes de
cultivo, ao estado fisioloégico do microrganismo e principalmente se ha algum indutor
no meio, como ions de cobre (MEHRA et al., 2018). Essas enzimas tem a capacidade
de oxidar diversos compostos fendlicos, sendo substratos naturais como fendis,
polifenadis, fendis metoxilados ou até mesmo substratos sintéticos como o ABTS (2,2°-
azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-sulfonato) e a siringaldazina (4-Hidroxi-3,5-
Dimetoxibenzaldeidazina) (UPADHYAY et al., 2016). As reagdes de catalise das
enzimas lacase podem ser de dois tipos oxidagao direta que consiste na oxidagao
direta do substrato utilizando oxigénio como redutor e assim formando radicais livres
de fenoxi e moléculas de agua e a oxidagao indireta no qual o substrato é oxidado na
presenca de um mediador (SENTHIVELAN et al., 2016).

Atualmente os principais microrganismos produtores de lacase sédo os fungos
de podridao branca, sendo que a espécie Tramete versicolor € um dos mais estudados
fungos da podridao branca da madeira produtor de lacase (PINHEIRO et al., 2019).
Além disso, a literatura demonstra o potencial de producdo da enzima em outras
espécies fungicas como Aspergillus niger, Pleurotus pulmonarius, Rhizopus sp. entre
outros (WANG et al., 2019; MYASOEDOVA et al., 2017).

A produgao de lacase nas leveduras negras esta associada a sua ecologia pelo
fato de colonizarem ambientes como substratos vegetais, matéria organica em
decomposi¢cédo, madeira e solo contaminados com hidrocarbonetos (STERFLINGER,
2006; VICENTE, 2000). Diante disso, esses fungos utilizam essas enzimas para
degradar componentes presentes nestes habitats e obter nutrientes para o
desenvolvimento fungico, dentre as moléculas catalisadas pelas lacases fungicas esta
a estrutura complexa de polifendis que constitui a lignina um dos principais
componentes da parede celular de vegetais (PLACIDO, CAPAREDA, 2015). Além
disso, as leveduras negras possuem um potencial fisiolégico de degradagao

enzimatica de hidrocarbonetos como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, através
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da produgdo de diversas enzimas incluindo a lacase (PRENAFETA BOLDU et al.,
2019).

No entanto as enzimas multicobreoxidases também estdo envolvidas na
patogenicidade das leveduras negras, pelo fato de sintetizar a melanina um pigmento
que confere resisténcia as células fungicas contra as células efetoras do sistema
imune, reduz a fagocitose e elimina radicais livres como reativos de
oxigénio/nitrogénio, além de estar envolvida na diferenciacao das células fungicas em
corpos muriformes no tecido do hospedeiro e na protegéo contra antifungicos (SMITH,
CASADEVALL, 2019).

No estudo de Nascimento e colaboradores (2017) € demonstrado o potencial
de produgdo de lacase em fungos melanizados dos géneros Cladophialophora,
Exophiala, Rhinocladiella e Veronaea, através de testes em meio sélido contendo o
substrato da enzima o ABTS. A producéao de lacase também é observada no estudo
de Myasoedova et al. (2017) no qual foi realizado cultivo em meio liquido de
Cladosporium herbarium utilizando também como substrato o ABTS, apresentando
uma atividade especifica de lacase de 0,85 U/mL. No estudo de Moreno et al. (2017)
foi observado a presenca de genes codificadores de lacase em espécies clinicas e
ambientais, evidenciando o potencial de produgao das enzimas lacases por leveduras
negras do género Fonsecaea.

Devido a capacidade de oxidar diversos compostos aromaticos as lacases sao
enzimas com um grande interesse na industria e em processos biotecnologicos
(UPADHYAY et al.,, 2016). Dentre as varias aplicagbes desta enzima podemos
destacar a sintese de corantes sintéticos e polimeros que agem no branqueamento
da madeira, remogédo de polifendis em cerveja e também no processamento de
alimentos e bebidas, analises de drogas e producao de etanol (POLIZELI; RAI, 2014;
GONCALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015; MISHRA et al., 2019). Além de ser
aplicada no processo de biorremediagcdo de ambientes contaminados, pela
capacidade de degradar moléculas xenobidticas em estruturas menos téxicas
(BONUGLI-SANTOS et al., 2015).
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3.3.4 Regulagao da expressao génica e metabdlica na producao de enzimas

fungicas

A regulacdo da expressdo génica em fungos filamentosos através do pH é
considerado um dos sistemas mais importante nos fungos que possuem capacidade
de crescer uma ampla faixa de pH (MARTINS et al., 2019). Além disso, esse sistema
influencia na producao de enzimas extracelulares fungicas, pois tendo um ambiente
de cultivo alcalino obtém-se uma fosfatase alcalina e em condi¢des acidas obtém-se
uma fosfatase acida, por exemplo (PENALVA; ARST, 2002; PRUSKY et al., 2016).
Esses sistemas de regulagdo génica pelo pH foi demonstrado por Dorn (1965)
utilizando linhagens mutantes de Aspergillus nidulans, no qual apresentavam mutagao
nos genes pal (expressa um fosfatase alcalina) e pac (expressa uma fosfatase acida).
Esses mutantes foram cultivados em meio com uma ampla faixa de pH e foi observado
que atividade de fosfatase alterava conforme o pH do meio de cultivo, concluindo que
esses genes poderiam ser estruturais ou genes reguladores.

Caddick e colaboradores (1986) confirma a hipétese de que os genes palA, B,
C e os genes E, F e pacC estao envolvidos na regulacao da expressao do gene da
fosfatase pelo pH e que mutagdes nesses genes modificariam a produ¢ao da enzima
extracelular em Aspergillus nidulans em fungdo do pH do meio. Tilburn e autores
(1995) propdem que o gene pacC codifica uma proteina reguladora de transcrigéo, ou
seja, quando o crescimento € em meio acido a proteina pacC nao funciona como
ativador transcricional de genes alcalinos, no entanto em condi¢des de cultivo alcalino
a proteina pacC ativa transcricao de genes alcalinos, tendo a producgao de fosfatase
alcalina somente.

Durante o processo de desenvolvimento dos fungos no ambiente, ocorre a
secrecdo de pequenas moléculas que modificam o pH ambiental e induzem a
expressao de genes dependentes de pacC (PRUSKY et al., 2016). A producao de
amoOnia seria uma dessas moléculas que alteram o pH do ambiente juntamente com
a concentragao de carbono, pois no estudo de Bi et al. (2015) as altas concentragdes
de carbono no meio inibem a produgao de amdnia tornando assim o meio mais acido,
porém quando ha baixas concentragbes de carbono no meio ocorre a alcalinizagéo e

o0 acumulo de amoénia também é observado, assim como a indugcado do gene pacC.
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Este estudo sugere que o equilibrio entre a produgao de amdnia e a concentragao de
carbono no ambiente regulam a expressao de genes induzidos por pacC.

A modulagdo do pH no ambiente de desenvolvimento fungico também esta
relacionada com a patogenicidade, pois a acidificagdo do ambiente é uma estratégia
para danificar os tecidos do hospedeiro facilitando a colonizagdo do patdégeno
(VYLKOVA, 2017). Fungos fitopatogénicos pertencentes aos géneros Aspergillus sp.,
Penicillium sp. e Fusarium sp. secretam substancias como acido citrico para acidificar
o tecido do hospedeiro e diminuir a atividade das espécies reativas de oxigénio
produzidas pelo hospedeiro (Bl et al., 2015). Da mesma forma os patdégenos humanos
como Candida albicans acidificam o ambiente de maneira dependente de
carboidratos, permitindo a producao de proteases no qual sdo enzimas envolvidas no
desenvolvimento da infec¢ao fungica (NAGLIK et al., 2003). No entanto a alcalinizagéo
do ambiente a partir do acumulo de aménia, também ativa a expressao de fatores de
viruléncia como a producédo de esporos assexuados, secre¢cao de enzimas liticas,
formacao de melanina e a adesao fungica no hospedeiro (VYLKOVA, 2017).

A manipulagdo dos genes responsaveis pela regulagdo da expressao das
enzimas tem sido um dos mecanismos mais utilizados na industria para aumentar a
producédo das enzimas fungicas de interesse (KELLER, 2019). Esse processo esta
relacionado com um grupo de proteinas denominadas fatores de transcricdo, essas
proteinas reconhecem e se ligam a uma regiao especifica do DNA do fungo, no qual
sdo denominados sitios de ligagdo dos fatores de transcricdo. Os fatores de
transcricdo possuem um papel importante na repressao ou ativacdo desses genes e
regulam a expressao dos mesmos no genoma do organismo (LEE; YOUNG, 2013).

A transcrigdo de genes que expressam glicohidrolases em fungos filamentosos
€ regulada por fatores de transcricdo que podem ativar ou reprimir a expressao dos
genes no genoma desses fungos, esses podem ser varios dentro do filo Ascomycota
(MACH-AIGNER et al., 2008). Os fatores de transcrigdo Cre1, CreA e Acel séo
responsaveis pela repressao dos genes regulados pela glicose, no qual a inibigao
ocorre a partir da ligagdo desse fator na regido promotora dos genes alvos que
expressam as enzimas celulases e hemicelulases (ALAM; KELLY, 2016; HAN et al.,
2020; ZHANG et al., 2016). Além disso, existem fatores de transcricdo que ativam a
expressao dos genes das enzimas celuloliticas como Xyr1 que € um ativador de
xilanase (SELLA et al., 2015), Ace2 que sao ativadores de celulase (PORTNOY et al.,

2010), AraR e Xinr que atuam na regulacdo da via catabdlica da pentose em fungos
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filamentosos (RAULO et al., 2016). Esses fatores de transcricdo regulam ou ativam a
expressao de glicohidrolases em fungos filamentosos pertencentes principalmente
aos géneros Aspergillus niger, Neurospora crassa e Trichoderma ressei (XU et al.,
2019).

Além de fatores genéticos também existem fatores fisioldégicos que regulam o
metabolismo dos fungos durante o processo de produgao enzimatica (ELISASHVILI;
KACHLISHVILI, 2009). Dentre esses fatores esta relacionado a capacidade do fungo
produzir enzimas sendo esse um fator limitante para o rendimento enzimatico
(BERLEMONT et al., 2017). As fontes de nitrogénio disponiveis no ambiente para o
crescimento dos fungos também €& um fator fisioldgico crucial para a atividade
enzimatica, porém as vias metabdlicas de nitrogénio sdo reguladas por fatores de
transcrigdo do tipo GATA que ativa a transcrigdo génica na auséncia de nutrientes de
nitrogénio como aménio e glutamina (XIONG et al., 2017; TODD, 2016). Em A.
nidulans, A. fumigatus e A. oryzae é expresso o fator de transcricdo areA, enquanto
que em C. albicans é encontrado o GLN3 e GAT1 e no patdégeno P. roqueforti ocorre
a expressao de outro fator o nmc (SNYMAN et al., 2019).

Uma maneira também utilizada para melhorar a producédo industrial das
enzimas principalmente de enzima lignoceluloliticas seria o co-cultivo de fungos no
processo de fermentagdo (ELISASHVILI, KACHLISHVILI, 2009). No estudo de
Copete-Pertuz et al. (2019) no qual analisou a produgdo de enzimas lignoliticas
através do co-cultivo dos fungos Trichoderma viride, A. terreus e Leptosphaerulina sp.,
evidenciando que atividade enzimatica melhorou significativamente.

A literatura relata um amplo estudo na regulagdo génica em ascomicetos com
relacdo ao pH e as fontes de carbono/nitrogénio presentes no meio de cultivo para
producao de diversas enzimas (ELISASHVILI; KACHLISHVILI, 2009; MARTINS et al.,
2019; KELLER, 2019). Porém, em leveduras negras esta € uma vertente que deve ser
explorada, pois pode proporcionar ferramentas que contribuam para elucidar a

ecologia, patogenicidade e o potencial biotecnolégico das leveduras negras.
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RESUMO

O género Fonsecaea possui espécies que estdo associadas ao
desenvolvimento da cromoblastomicose, assim como espécies que sao agentes
causais de infeccdo disseminada em animais, além de espécies consideradas
saprobias de origem ambiental. A cromoblastomicose € a principal doenga causada
pelas leveduras negras deste género, € uma micose subcutanea crénica que esta
diretamente relacionada com a exposi¢ao dos trabalhadores rurais ao material vegetal
contaminado. Analises genémicas comparativas de leveduras negras do género
Fonsecaea demonstram a presenga de genes que codificam enzimas associadas a
dupla ecologia apresentada por esse grupo de fungos exibindo um perfil tolerante a
nichos ambientais extremos e um perfil patdgeno oportunista quando em tecido
hospedeiro. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo quantificar a atividade
enzimatica das leveduras negras do género Fonsecaea e avaliar a associagao destas
enzimas com a ecologia, patogenicidade e o potencial biotecnolégico destes fungos.
A partir do método de cultivo subsmerso as linhagens foram cultivadas em condi¢des
similares as encontradas no meio ambiente e no hospedeiro animal e através da
analise estatistica utilizando teste Tukey (p<0,05) observamos que a espécie F.
pedrosoi apresentou um perfil enzimatico maior para as enzimas protease (4149 mg
tripsina/mg), lipase (0,69 U/mg) e lacase (1,25 U/mg) em comparagdo com as demais
linhagens cultivadas no meio BHI, assim como também foi observado a capacidade
de produzir pectinase em um meio lignocelulésico. Esses dados evidenciam a
patogenicidade e a presenga desta espécie no meio ambiente. No meio contendo
substrato lignoceluldsico foi observado maior producédo de protease, lipase e lacase
pelas linhagens de origem clinica F. brasiliensis CBS 119710 e F. multimorphosa CBS
980.96 e de origem ambiental F. erecta CBS 125763 e F. monophora CMRP 2543
evidenciando assim um perfil oportunista destas linhagens. As linhagens
apresentaram crescimento em ambos os meios testados, sendo que o meio contendo
coco babacu se demonstrou um excelente substrato pata o cultivo de leveduras
negras. Esses dados corroboram com a hipétese de que os fungos dematiaceos sao
capazes de degradar substratos vegetais e animais e associacdo destas com a
ecologia e patogenicidade deste grupo de fungos.

Palavras-chave: Cromoblastomicose; Fonsecaea sp.; Hidrolases; Oxidases;
Ecologia; Patogenicidade.
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ABSTRACT

The genus Fonsecaea colonize niches in the environment and some species
are associated with the development of chromoblastomycosis, as well as species that
are agents that cause disseminated infection in animals. Chromoblastomycosis is the
main disease caused by black yeasts of this genus, it is a chronic subcutaneous
mycosis that is directly related to the exposure of agricultural workers and
contaminated plant material. Comparative genomic analysiss of black yeasts of the
genus Fonsecaea demonstrate the presence of genes that encode enzymes
associated with double ecology. Thus, this work aimed to quantify an enzymatic activity
of black yeasts of the genus Fonsecaea and to evaluate an association of these
enzymes with ecology, pathogenic and biotechnological potential of these fungi. The
strains from the environment and animal hosts were cultivated using the submerged
culture method under similar conditions and the enzymatic activity was due to
statistical Tukey test (p <0.05). The results observed from the analysis of F. pedrosoi
shows a higher enzyme profile for protease enzymes (4149 mg trypsin/mg), lipase
(0.69 U/mg) and laccase (1.25 U/mg) compared to other strains grown in BHI medium,
as was also observed the ability to produce pectinase in a lignocellulosic medium.
These data show the pathogenicity and the presence of this species in the
environment. No medium containing lignocellulosic substrate was found to have
greater production of protease, lipase and laccase by the strains of clinical origin F.
brasiliensis CBS 119710 and F. multimorphosa CBS 980.96 and environmental origin
F. erecta CBS 125763 and F. monophora CMRP 2543 thus showing an opportunistic
profile of these strains. As the studied strains grow in both tested media, the level of
coconut shown to be an excellent substrate or cultivation of black yeasts. These data
corroborate the hypothesis that the affected fungi are capable of degrading plant and
animal substrates and their association with the ecology and pathogenic of this group
of fungi.

Keywords: Chromoblastomycosis; Fonsecaea sp.; Genomic; Enzymes; Ecology;
Pathogenicity.
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1 INTRODUGAO

O género fungico Fonsecaea € composto por espécies associadas a
cromoblastomicose, no qual é caracterizada por uma doenca subcutadnea ou cutanea
crbnica em pacientes imunocompetentes em que se desenvolvem lesdes nodulares e
células acastanhadas multiseptadas resultantes da resposta imune granulomatosa
(VICENTE et al., 2013; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). O género pertence a familia
Herpotrichiellaceae, no qual também compreendem espécies saprobias de origem
ambiental e agentes causais de infeccdo disseminada em animais (DE AZEVEDO et
al., 2015; GOMES et al., 2016).

Esses fungos possuem um ciclo de vida complexo, podendo estar presentes
em condigbes adversas e extremas, como superficies rochosas, clima arido e
semiarido, nichos toxicos e patdégenos oportunistas (NASCIMENTO et al., 2017;
PRENAFETA-BOLDU et al., 2019). Também s&do chamados de fungos dematiaceos
por apresentarem melanina em sua parede celular, entretanto também possuem a
capacidade de assimilar hidrocarbonetos e tolerar a temperatura corporal do
hospedeiro (TEIXEIRA et al., 2017). Essas particularidades sao consideradas fatores
de viruléncia, pois auxiliam na evasado do sistema imune do hospedeiro durante o
processo de infeccao (SEYEDMOUSAVI et al., 2014).

A cromoblastomicose € considerada uma doencga tropical negligenciada, que
esta diretamente relacionada com a exposicao de trabalhadores rurais ao material
vegetal contaminado com as leveduras negras, que através de um trauma sao
inoculadas no hospedeiro permitindo a hiperproliferagao fungica no tecido epidérmico,
caracterizada pela presenca de corpos muriformes (WALKER; MCGINNIS; 2014;
QUEIROZ-TELLES et al.,, 2017). O conhecimento sobre a ocorréncia ambiental
desses agentes infecciosos € essencial para elucidar as vias de infecgdo da doencga,
porém estudos demonstram a dificuldade de isolamento dessas espécies clinicas de
substratos vegetais, pois na sua maioria sao isoladas espécies semelhantes
estritamente ambientais (VICENTE et al., 2014; FORNARI et al., 2018; LIMA et al.,
2020). A F. pedrosoi é a principal espécie relacionada a doenga, cuja maior incidéncia
de casos se concentra no estado do Maranh&o, Brasil (GOMES et al.,2016).

Os genomas das espécies de Fonsecaea demonstram a presenga abundante
de genes que codificam proteinas com propriedade catalitica como a aldeido

desidrogenase e monooxidases, no qual estdo associadas ao metabolismo oxidativo
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de xendbioticos, a familia das multicobreoxidases que estao envolvidas no processo
de biossintese da melanina e uma grande variedade de enzimas que degradam
polissacarideos que sdo complexos presentes na estrutura de vegetais (TEIXEIRA et
al., 2017; VICENTE et al., 2017). A existéncia desses genes no genoma dessas
especies sugere o envolvimento das enzimas na dupla ecologia apresentada por esse
grupo de fungos exibindo um perfil tolerante a nichos ambientais extremos e um perfil
patdgeno oportunista quando no tecido do hospedeiro (BLASI et al., 2016; MORENO
et al., 2017).

As enzimas hidroliticas desempenham um papel importante na adesao e
invasao destes agentes infecciosos no hospedeiro, sendo assim considerado também
como um fator de viruléncia (BLASI et al., 2016; SABANERO LOPEZ et al., 2017). As
proteases extracelulares, por exemplo, possuem a capacidade de hidrolisar o
colageno e elastina, que sao proteinas responsaveis por manter a estrutura do tecido
epidérmico (SNYMAN et al.,, 2019). As lacases fungicas, por exemplo, estédo
envolvidas no processo de degradagao da lignina, no qual € um dos constituintes da
biomassa vegetal e na biodegradacdo de compostos aromaticos como benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (SHANKAR et al., 2019; PRENAFETA-BOLDU et al.,
2019).

A literatura relata a producado de enzimas hidrolitica e oxidativas a partir do
cultivo em meio liquido de fungos melanizados como demonstrado no estudo de
Bennamoun e autores (2016) investigaram a atividade de poligalacturonase em
Aureobasidium pullulans usando como substrato bagaco de tomate. No estudo
executado por Saxena e colaboradores (2017) isolados de solo pertencentes ao
género Cladosporium apresentou altos niveis de atividade proteolitica. Em uma
analise de atividade enzimatica de fungos isolados da Antartica, realizado por
Martorell e autores (2018) leveduras negras do género Phialophora apresentaram
atividade de diversas enzimas sendo a xilanase a mais abundante.

As enzimas fungicas sdo amplamente utilizadas em processos biotecnologicos
e industriais, por apresentarem um processo de produ¢ao mais rapido e de menor
custo (ARNAU et al.,, 2020). As lipases fungicas sao utilizadas na industria de
alimentos para a remogao de gorduras de carnes, degomagao de 6leos vegetais e no
tratamento de aguas residuais ou efluentes. As peptidases sao utilizadas na industria
alimenticia principalmente no amaciamento das carnes e clarificagdo de cervejas e

em outras industrias como as de detergente, de couro e farmacéutica (SING et al.,
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2016). As enzimas responsaveis pela degradagcdo da biomassa vegetal como
celulase, hemicelulase e ligninases sao utilizadas para a produgao de biocombustiveis
(SHARMA et al., 2017). As pectinases atuam na degradagao de substancias pécticas
durante a producédo de sucos de frutas, diminuindo viscosidade e turbidez do produto
(REBELLO et al., 2017). As lacases fungicas se destacam na industria principalmente
na sintese de corantes e polimeros agindo no branqueamento da madeira (POLIZELI,
RAI, 2014; MISHRA et al., 2019).

Assim, dentro deste contexto o objetivo deste trabalho € quantificar a atividade
enzimatica de linhagens do género Fonsecaea, os quais podem contribuir para
elucidar a ecologia, potencial de viruléncia e determinar espécies potencialmente

viaveis para processos industriais de interesse biotecnolégico.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LINHAGENS ESTUDADAS

Neste estudo foram utilizadas linhagens clinicas e ambientais do género
Fonsecaea, depositadas no Centro de Biodiversidade Fungica (Fungal Biodiversity
Centre) /Holanda e na Colegdo de Cultura Microbiolégicas da Rede Paranaense
(CMRP), sumarizadas na Tabela 1. Para controle positivo das atividades enzimaticas
foram utilizadas as linhagens Cladophialophora exuberans CMRP 1176 e Aspergillus

brasiliensis ATCC® 16404. As linhagens foram mantidas em agar Sabouraud a 28 °C.

TABELA 1- LINHAGENS CLINICAS E AMBIENTAIS DO GENERO Fonsecaea

Espécies Linhagens Substrato/ Localizagédo

Fonsecaea monophora CBS 102248 Cromoblastomicose/Parana, Brasil.

Fonsecaea monophora CMRP 2543  Casca de coco babagu/Maranhéo, Brasil.

Fonsecaea pedrosoi” CBS 271.37  Cromoblastomicose/América do Sul

Fonsecaea pedrosoi CMRP 3076  Ninho de cupim/Maranhéo, Brasil.

Fonsecaea brasiliensis CBS 119710 Carangueijo/Sergipe, Brasil.

Fonsecaea brasiliensis CMRP 2988  Material vegetal em decomposi¢cao/Maranh&o, Brasil.
Espinho Japecanga (Smilacaceae)/Bacabeira,

Fonsecaea erecta T CBS 125763

Maranh&o, Brasil.
Fonsecaea multimorphosa’™ CBS 980.96  Feohifomicose em gato/Queensland, Australia.
Fonsecaea nubica” CBS 269.64 Cromoblastomicose/Camardes.

Fonsecaea pugnacius T CBS 139214 Leséo de pele, Homem/Cidelandia, Maranh&o, Brasil.

FONTE: AUTOR, 2020.
T, linhagem tipo; CMRP, Cultura Microbioldgicas de Rede Paranaense; CBS, Fungal Biodiversity Centre.

2.2 SUBSTRATO LIGNOCELULOSICO

Foi utilizado o substrato o coco babagu na composi¢ao do meio CB, no qual
as amostras foram obtidas no estado do Maranhao, Brasil. O epicarpo do coco foi
separado do mesocarpo e endocarpo com o auxilio do estilete, sendo retirado fibras
lignocelulolitica de comprimento médio de 2 cm, estas foram lavadas duas vezes com
agua destilada e esterilizados a 121°C por 20 minutos, em seguida foram secas em

estufa a 60°C por 12 horas. Posteriormente as fibras lignoceluloliticas do epicarpo do
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coco babacu foram adicionadas na composicdo do meio CB para a producao do

extrato enzimatico das linhagens do género Fonsecaea.

2.3 MEIOS DE CULTIVO

Para a producédo do extrato enzimatico das linhagens do género Fonsecea
foram preparados dois meios de cultivo. O meio A contendo 37 g/L"" do caldo de
infusdo de cérebro e coracao (BHI) (Kasvi), que € composto por infusdo de cérebro e
coracgao, dextrose e peptona e o meio B um meio liquido contendo coco babagu (CB)
com a seguinte composigéo: 1 g/L™' de peptona; 1 mL Tween 80; 28 mg/L-! CuSOg; 2
g/l KH2PO4; 1,4 g/L" (NH4)2S0; 0,3 g/ L' uréia; 0,3 g/L-' MgSQOs4. 7H20; 0,3 g/L™
CaClz; 5 mg/L" FeSQO4. 7H20; 14 mg/L™"; ZnS0Oa4. 7H20; 16 mg/L-' MnSQ4. 7H20; 2 mg/L-
' CaClz2. 6 H20 e 10 g/L™" de fibra lignocelulolitica de coco babagu. O pH do meio A foi
ajustado para 7.4 e do meio B para 5.0 e ambos foram esterilizados a 121°C por 20

minutos.

2.4 PRODUCAO DO EXTRATO ENZIMATICO

A produgédo do extrato enzimatico das linhagens do género Fonsecaea foi
preparada a partir de uma solucéo de esporos realizada em microtubos com 1 mL de
solugédo salina a 0,085 % (v/v) e fragmentos 1 cm? de coldnias das linhagens
cultivadas em agar Sabouraud por 7 dias, estes foram homogeneizados em agitador
de tubos (Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda.) por 2 minutos e inoculados 1,00 x
10° esporos/mL de meio de cultivo em um Erlenmeyer (250mL) contendo o volume de
100 mL dos meios de cultivo para a produgdo do extrato enzimatico. As linhagens
inoculadas no meio A foram incubadas a 37°C enquanto que as linhagens do meio B
foram incubadas a 28°C e ambos foram cultivados por 168 horas em um agitador
rotativo refrigerado (Nova Técnica Industria e Comércio de Equipamentos para
Laboratdrio Ltda.) a 150 rpm, foram feitas duplicata dos cultivos para cada linhagem
testada. As condi¢gdes de cultivo estabelecidas no meio A se assemelham as
condi¢cdes encontradas no hospedeiro animal enquanto que as condi¢gdes do meio B
recorda o nicho ambiental das leveduras negras. Foram retiradas aliquotas de 20 mL
de ambos os meios de cultivo nos tempos de 72 e 168 horas, estas foram

centrifugadas (Nova Técnica Industria e Comércio de Equipamentos para Laboratorio



84

Ltda.) a 1500 g, 4°C por 15 minutos. As amostras que apresentaram concentragoes
enzimaticas indetectaveis foram concentradas. Assim, o sobrenadante dos cultivos
submersos foram filtrados utilizando um filtro de 40 um e um dispositivo de
ultrafiltracdo Amicon® Ultra-15 10k (Merck Millipore), seguida de uma centrifugagao
(Nova Técnica Industria e Comércio de Equipamentos para Laboratério Ltda.) a 1500
g, 4°C por 40 min, no qual foi separado o extrato enzimatico da biomassa fungica.
Foram mensuradas as atividades enzimaticas de protease, lipase, pectinase e lacase,
assim como a quantidade de proteinas totais para cada extrato enzimatico obtido das

linhagens avaliadas.

2.5 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A quantidade de proteina foi determinada usando o método descrito por
Bradford (1976) com albumina sérica bovina como padrao. A dosagem foi realizada
em microplaca de 96 pocos, com fundo chato, no qual foi adicionado 80 uL do extrato
enzimatico e 20 uL do reagente Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) e a
leitura da absorbancia a 595 nm foi realizada em leitor de microplacas (Celer
Biotecnologia S.A) apds 5 minutos. O experimento foi realizado em duplicata para
cada linhagem avaliada. A quantificacdo da proteina total presente nos extratos
enzimaticos foi verificada mediante a comparagao com uma curva padrao, no qual foi
construida a partir de diluicdes crescentes de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-
Aldrich) variando de 4 a 80 mg/mL.

2.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

As atividades enzimaticas volumétricas das enzimas: lipase, protease, lacase
e pectinase, foram quantificadas considerando uma unidade enzimatica como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol do substrato por minuto, por mL. Para
fins de padronizacao a atividade enzimatica especifica (U/mg proteina) foi calculada
a partir dos valores das atividades enzimaticas volumétricas (U/mL") dividido pela
concentragdo de proteina total (mg/mL™") presente nos extratos brutos.

Os resultados de atividade enzimatica especifica foram analisados no software
estatistico GraphPad Prism 8.2.1, no qual foi utilizado uma analise ANOVA de duas

vias com post-hoc teste de Tukey considerando um nivel de significancia de 5%.
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Sendo que os graficos foram expressos em média de atividade enzimatica especifica

das linhagens do género Fonsecaea juntamente com o erro padrao da média.

,2.6.1 Protease

Para o teste enzimatico de protease foi utilizado o Kit de Ensaio Colorimétrico
de Protease (ThermoFisher Scientific). A atividade total de protease foi expressa em

fungéo da quantidade de tripsina (mg de tripsina/mL).

2.6.2 Lipase

Atividade de hidrédlise lipolitica foi realizada a partir da adaptagcdo da
metodologia descrita por Brabcova et al. (2010). A determinacdo da atividade
enzimatica foi feita utilizando o substrato sintético p-nitrofenil palmitato (pNPP). Este
meétodo baseia-se na reacao de hidrélise do p-nitrofenol palmitato pela enzima lipase
formando como produtos acido palmitico e p-nitrofenol (pNP), cuja presenga pode ser
quantificada por espectofotometria.

O teste foi realizado em microplaca com 96 pocos, com fundo V, adicionado
uma mistura de reagéo contendo 50 uL da solugdo substrato 6,6 mg de p-nitrofenil
palmitato (Sigma-Aldrich) diluido em 10 mL de Tamp&o borato (pH 8,0), misturado
com 800 uL de alcool isopropilico, 200 uL Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e 5,5 mg de
goma arabica (Sigma-Aldrich) e 100 uL do extrato enzimatico bruto e incubadas no
termociclador (Thermo Fisher Scientific) a 30°C por 60 minutos. O experimento foi
realizado em triplicata para cada extrato bruto avaliado. Para a inativagao enzimatica
a microplaca com 96 pogos, com fundo V, foi incubada no termociclador (Thermo
Fisher Scientific) a 100°C por 4 minutos e em seguida realizado a leitura da
absorbancia a 410 nm em leitor de microplaca (Celer Biotecnologia S.A).

Os valores de absorbancia obtido na atividade lipolitica das amostras foram
comparados com uma curva padrao de p-nitrofenol em diferentes concentragdes, no
qual foi considerado que uma unidade de lipase foi definida como a quantidade de p-
nitrofenol liberado (1umol) por minuto, nas condigdes do ensaio.
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2.6.3 Lacase

A atividade enzimatica de lacase foram realizadas tendo como base o estudo
de Karp et al. (2012). A reacao enzimatica de lacase foi realizada em uma cubeta de
quartzo 10 mm, no qual foi adicionado uma mistura contendo 100 uL de uma solugao
do substrato sintético ABTS (Sigma-Aldrich) (2,2-azino-bis-3- etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) a 20 mM em tampéo citrato de sodio (0,1 M pH 3,0), 100 uL dos extratos
fungicos e 800 uL do tampéo citrato de sdédio (pH 3,0). As leituras da absorbancia
foram realizadas em espectofotdmetro UV/VIS (BEL Engineering LTD) a 420 nm (&=
3,6 x 10*M-"ecm") durante o periodo de 1 minuto. Uma unidade de atividade enzimatica
€ definida como quantidade (em pmol) de produto liberado (ABTS oxidado) por minuto

por mL de amostra.

2.6.4 Pectinase

A atividade enzimatica de pectinase foi adaptada segundo a metodologia
proposta por Miller et al. (1959). O principio do método de dosagem dos agucares
redutores pelo 3,5- dinitro salicilato (DNS), consiste em uma reagao de oxirredugao
cuja a enzima cede elétrons para reduzir o reagente DNS a 3-amino-5-nitro-salicilato,
podendo ser quantificada por espectofotometria.

A reacgao enzimatica foi realizada em microplaca de 96 pogos, com fundo V, no
qual foi adicionado 40 uL de Tampao citrato (0,05 mol/L pH 4,8), 50 uL da solugéo de
polissacarideo contendo pectina citrica (Sigma-Aldrich), 10 ul dos extratos fungicos e
incubadas no termoclicador (Thermo Fisher Scientific) a 37°C por 10 minutos. Para
inativagao da enzima foi adicionado 100 uL da solugédo de acido 3-5-dinitrosalicilico
(DNS) (Sigma-Aldrich) e incubado no termociclador (Thermo Fisher Scientific) a 95°C
por 5 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de placas (Celer
Biotecnologia S.A) a 540 nm e o experimento foi realizado em triplicata para cada
linhagem selecionada.

A atividade enzimatica de pectinase foi determinada a partir da quantidade de
agucares redutores liberados a partir da reagdo com o substrato de polissacarideo,

utilizando a glicose como padrao.
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3 RESULTADOS

3.1 CULTIVO SUBMERSO E PROTEINA TOTAL

As linhagens do género Fonsecaea apresentaram crescimento em ambos os
meios de cultivo testados para produgao enzimatica, como demonstrada na Figura 7
e 8.

No meio caldo BHI a biomassa fungica formada apresentou caracteristicas de
crescimento filamentoso, sendo observada a formagcdao de micélio pigmentado
remanescente arranjado em corpos esféricos precipitados no fundo do recipiente e
manteve o padréo de coloragdo amarela original do meio de cultivo. Enquanto o meio
liquido CB apresentou mais homogéneo e com uma tonalidade escura, também foi
observado turbidez nos cultivos deste meio. O crescimento das linhagens obtido no
meio liquido BHI ocorreu como o esperado pelo fato de ser um meio com nutrientes
de cérebro e coragao, dextrose que € uma fonte de carboidrato utilizada pelos fungos
e peptona que fornece nitrogénio, vitaminas, enxofre e carbono para as culturas
fungicas. No entanto, o meio contendo coco babagu se demonstrou um bom meio para
o crescimento desse grupo de fungos, mesmo contendo uma fonte de carbono

recalcitrante a hidrolise.

FIGURA 7- CULTIVO SUBMERSO DAS LINHAGENS DO GENERO Fonsecaea EM CALDO BHI

E
LEGENDA: (A) F. pedrosoi CBS 271.37. (B) F. pedrosoi CMRP 3076. (C) F. monophora CBS 102248.
(D) F. monophora CMRP 2543. (E) F. brasiliensis CBS 119710. (F) F. brasiliensis CMRP 2988. (G) F.
nubica CBS 269.64. (H) F. multimorphosa CBS 980.96. (I) F. erecta CBS 125463. (J) F. pugnacius CBS
139214. FONTE: Autor, 2020.
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FIGURA 8- CULTIVO SUBMERSO DAS LINHAGENS DO GENERO Fonsecaea EM MEIO LIQUIDO
COM COCO BABAGCU

LEGENDA: (A) F. pedrosoi CBS 271.37. (B) F. pedrosoi CMRP 3076. (C) F. monophora CBS 102248.
(D) F. monophora CMRP 2543. (E) F. brasiliensis CBS 119710. (F) F. brasiliensis CMRP 2988. (G) F.
nubica CBS 269.64. (H) F. multimorphosa CBS 980.96. (I) F. erecta CBS 125463. (J) F. pugnacius CBS
139214. FONTE: Autor, 2020.

O crescimento das linhagens do género Fonsecaea pode ser estimado
comparativamente através da quantidade de proteina total secretada nos meios de
cultivo. Através dos dados de proteina total analisados pelo teste de Tukey (Apéndice
2), foi possivel inferir diferenga estatistica (p<0,05) entre a linhagem F. brasiliensis
CMRP 2988 que produziu maior quantidade de proteina total em 72 h (23, 07 mg/L) e
168 h (23,15 mg/L) de cultivo em meio liquido BHI em relagdo as demais linhagens
testadas. Além disso, a linhagem de origem clinica F. pedrosoi CBS 271.37
apresentou significancia em relagao as demais linhagens (p<0,05) e demonstrou a
menor concentracao de proteina total secretada neste meio em ambos os tempos. A
quantidade de proteina total secretada no meio BHI pelas linhagens do género
Fonsecaea variaram de 2 a 23 mg/L no tempo de 72 h e 7 a 23 mg/L no tempo de 168
h de cultivo (Figura 9).
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FIGURA 9 - PROTEINAS TOTAIS DAS LINHAGENS DO GENERO Fonsecaea NOS MEIO DE
CULTIVO BHIE CB
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LEGENDA: (A) Cultivo meio BHI. (B) Cultivo meio CB. (*) Linhagem clinica. (**) Linhagem
ambiental. Controle A, Cladophialophora exuberans CMRP 1176; Controle B Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404; F. nubica CBS 269.64; F. erecta CBS 125463; F. pugnacius CBS 139214;
F. multimorphosa CBS 980.96; F. pedrosoi CMRP 3076; F. pedrosoi CBS 271.37; F. monophora
CMRP 2543; F. monophora CBS 102248; F. brasiliensis CBS 119710; F. brasiliensis CMRP 2988.
Fonte: A autora (2020).

A Figura 9 demonstra que a linhagem de origem ambiental F. monophora
CMRP 2543 produziu a maior concentragdo de proteina total, enquanto que a
linhagem de origem clinica F. brasiliensis CBS 119710 obteve o menor valor de

proteina total em 72 h de cultivo no meio CB, verificou-se diferenca estatistica entre
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estas linhagens (p<0,0001). Além disso, nao foi detectado diferenga estatistica entre
as linhagens F. pedrosoi CMRP 3076 e F. multimorphosa CBS 980.96 que
apresentaram os maiores valores de proteina total e nas linhagens F. nubica CBS
269.64 e F. brasiliensis CMRP 2988 que possuem a menor concentragcao de proteina
total em 168 hs de cultivo no meio contendo coco babagu. Os valores de proteina total
neste meio variaram de 8 a 16 mg/L no tempo de 72 h e 9 a 14 mg/L no tempo de 168
h (Apéndice 2).

Esses dados mostram que apesar da diferente morfologia micelial entre os
cultivos no meio BHI e CB (Figura 7 e 8) as linhagens cresceram comparativamente
na mesma propor¢ao. Na analise post-hoc do teste Tukey realizada para comparar o
crescimento das linhagens do género Fonsecaea no meios de cultivo BHI e CB
observa-se diferenga estatistica (p<0,05) nas linhagens F. pedrosoi CBS 271.37, F.
brasiliensis CMRP 2899 em 72 h de cultivo e na linhagem F. brasiliensis CBS 119710

em ambos os tempos de cultivo (Apéndice 2).

3.2 ATIVIDADE ENZIMATICA DE PROTEASE

A atividade especifica de protease das linhagens do género Fonsecaea foram
determinadas a partir da analise estatistica post-hoc utilizando o teste de Tukey,
observou-se que todas as linhagens estudadas apresentaram atividade proteolitica
quando cultivadas em caldo BHI. A linhagem F. pedrosoi CBS 271.37 apresentou
maior producéo de protease no cultivo BHI em ambos os tempos, sendo que em 72 h
houve diferenga estatistica (p<0,05) na produgao de protease que foi de 4149 mg/mg
Tripsina em comparagao com as demais linhagens testadas (Apéndice 2). Em 168 h
a producgao de protease pela linhagem F. pedrosoi CBS 271.37 foi de 1272 mg/mg
Tripsina, observou-se diferenga estatistica (p<0,05) em relagdo a todas as linhagens
do género Fonsecaea. Entretanto, na Figura 10 verificou-se um aumento na atividade
de protease em 168 h de cultivo, exceto as linhagens F. nubica CBS 269.64, F.
brasiliensis CMRP 2899 e F. pedrosoi CBS 271.37.
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FIGURA 10- PRODUCAO DE PROTEASE (mg/mg Tripsina) DAS LINHAGENS DO GENERO
Fonsecaea NOS MEIOS DE CULTIVO BHI E CB
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LEGENDA: (A) Cultivo meio BHI. (B) Cultivo meio CB. (*) Linhagem clinica. (**) Linhagem ambiental.
Controle A, Cladophialophora exuberans CMRP 1176; Controle B Aspergillus brasiliensis ATCC 16404;
F. nubica CBS 269.64; F. erecta CBS 125463; F. pugnacius CBS 139214; F. multimorphosa CBS
980.96; F. pedrosoi CMRP 3076; F. pedrosoi CBS 271.37; F. monophora CMRP 2543; F. monophora
CBS 102248; F. brasiliensis CBS 119710; F. brasiliensis CMRP 2988. Fonte: A autora (2020).

A atividade proteolitica no meio liquido CB demonstrada na Figura 10, ressalta
que ambas as linhagens do género Fonsecaea apresentaram atividade de protease
em um meio lignocelulésico com menor concentragédo proteica em relagdo ao meio
BHI. Destaque para a linhagens de origem clinica F. brasiliensis CBS 119710 (311
mg/mg Tripsina), F. multimorphosa CBS 980.96 (294 mg/mg Tripsina) e F. nubica CBS
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269.64 (260 mg/mg Tripsina) que apresentaram valores de atividade enzimatica
similares e superiores em comparagao com as demais linhagens e os controles em
72 h de cultivo, porém nao foi detectado diferenga estatistica pelo teste de Tukey
(p<0,05) em comparacédo com as demais linhagens do género Fonsecaea. No tempo
de 168 h de cultivo as linhagens de origem clinica F. multimorphosa CBS 980.96 e F.
brasiliensis CBS 119710 apresentam a maior producao de protease, entretanto néo
houve diferenga estatistica (p<0,05) em relagéo a todas as linhagens testadas.

Através da comparacao estatistica entre os meios de cultivo BHI e CB realizada
pelo teste Tukey foi possivel observar que a composi¢gdo do meio pode influenciar
estatisticamente (p<0,05) na producéo de protease das linhagens de origem clinica,
F. pedrosoi CBS 271.37 e F. monophora CBS 102248 e nas linhagens de origem
ambiental F. erecta CBS 125763, F. pedrosoi CMRP 3076 e F. monophora CMRP
2543 (Apéndice 2).

3.3 ATIVIDADE ENZIMATICA DE LIPASE

A atividade de lipase dos sobrenadantes dos cultivos de BHI e CB foram
dosadas, através do substrato pNP-palmitato e os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste Tukey. Dentre as linhagens somente algumas espécies
apresentaram atividade lipolitica no cultivo em caldo BHI, sendo a F. nubica CBS
269.64, F. pedrosoi CBS 271.37, F. monophora CBS 102248, F. erecta CBS 125763
e F. pugnacius CBS 139214. Em 72 h de cultivo observou-se diferenga estatistica
(p<0,05) na linhagem F. pedrosoi CBS 271.37 que apresentou a maior produgéo de
lipase (0,69 U/mg) em relacdo as linhagens do género Fonsecaea analisadas
(Apéndice 2). Além disso, a linhagem F. nubica CBS 269.64 apresenta atividade
lipolitica exclusivamente em 168 h de cultivo, no entanto foi demonstrado diferenga
estatistica (p<0,0001) somente com a linhagem de origem clinica F. pedrosoi CBS
271.37 (Figura 11).

A Figura 11 demonstra uma redugao da produgao de lipase pela linhagem F.
pedrosoi CBS 271.37 em 168 h de cultivo no meio BHI (0,19 U/mg), no qual observa-
se diferenga estatistica (p<0,05) na atividade enzimatica em relagdo as demais
linhagens estudadas. Porém, observa-se na Figura 13 que as linhagens F. monophora
CBS 102248, F. erecta CBS 125763 e F. pugnacius CBS 139214 nao apresentaram

atividade de lipase no periodo de 168 h de cultivo em meio BHI, entretanto o teste de
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Tukey inferiu diferenca estatistica (p<0,05) destas linhagens em relagao a atividade

enzimatica da linhagem F. pedrosoi CBS 271.37 (Apéndice 2).

FIGURA 11- PRODUGAO DE LIPASE (U/mg) DAS LINHAGENS DO GENERO Fonsecaea NOS
MEIOS DE CULTIVO BHI E CB
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LEGENDA: (A) Cultivo meio BHI. (B) Cultivo meio CB. (*) Linhagem clinica. (**) Linhagem ambiental.
Controle A, Cladophialophora exuberans CMRP 1176; F. nubica CBS 269.64; F. erecta CBS 125463;
F. pugnacius CBS 139214; F. pedrosoi CBS 271.37; F. monophora CMRP 2543; F. monophora CBS
102248; F. brasiliensis CMRP 2988. Fonte: A autora (2020).
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A Figura 11, ressalta a produgao de lipase no meio CB pelas linhagens de
origem ambiental F. brasiliensis CMRP 2988, F. erecta CBS 125763, F. monophora
CMRP 2543 e F. pugnacius CBS 139214 de origem clinica. Em 72 h somente a
linhagem de origem ambiental F. erecta CBS 125763 apresentou atividade lipolitica
(0,15 U/mg) no meio CB significativa (p<0,005) em comparagdo com as demais
linhagens estudadas. No tempo de 168hs de cultivo a linhagem de origem ambiental
F. monophora CMRP 2543 apresentou a maior produgédo de lipase (0,048 U/mg),
contudo o teste Tukey nao inferiu significancia (p<0,0001) em relagdo as demais
linhagens do género Fonsecaea (Apéndice 2).

O teste Tukey realizado para comparar a atividade lipolitica entre as linhagens
do género Fonsecaea nos meios BHI e CB, demonstra influéncia estatistica somente
no crescimento da linhagem F. pedrosoi CBS 271.37 em relac&o aos meios de cultivo

testados (Apéndice 2).

3.4 ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE

A atividade de lacase dos cultivos no meio BHI e CB foi determinada através
da oxidacao do substrato ABTS e os dados foram analisados estatisticamente pelo
teste Tukey. Diante disso, todas as linhagens estudadas do género Fonsecaea
apresentaram producéo de lacase quando cultivadas em caldo BHI. A linhagem que
apresentou maior produgao de lacase significativa (p<0,05) em comparagdo com as
demais linhagens testadas no meio BHI foi a linhagem de origem clinica F. pedrosoi
CBS 271.37, sendo que a produgao de lacase em 72 h de cultivo foi de 1,25 U/mg
(Apéndice 2). Além disso, a linhagem F. nubica CBS 269.64 apresenta atividade de
lacase exclusivamente em 168 h de cultivo neste meio (Figura 12), sendo observada
diferencga estatistica em relagéo a linhagem de origem clinica F. pedrosoi CBS 271.37
(Apéndice 2).
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FIGURA 12- PRODUGAO DE LACASE (U/mg) DAS LINHAGENS DO GENERO Fonsecaea NOS
MEIOS DE CULTIVO BHI E CB
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LEGENDA: (A) Cultivo meio BHI. (B) Cultivo meio CB. (*) Linhagem clinica. (**) Linhagem ambiental.
Controle A, Cladophialophora exuberans CMRP 1176; Controle B Asperqgillus brasiliensis ATCC 16404;
F. nubica CBS 269.64; F. erecta CBS 125463; F. pugnacius CBS 139214; F. multimorphosa CBS
980.96; F. pedrosoi CMRP 3076; F. pedrosoi CBS 271.37; F. monophora CMRP 2543; F. monophora
CBS 102248; F. brasiliensis CBS 119710; F. brasiliensis CMRP 2988. Fonte: A autora (2020).

Na Figura 12 em 168 h cultivo observa-se que a linhagem de origem clinica F.
pedrosoi CBS 271.37 (0,41 U/mg) mantém a maior producdo de lacase significativa
(p<0,05) em comparagdo com as demais linhagens testadas, neste meio também

verificou-se um aumento na producgao de lacase, exceto as linhagens de origem clinica
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F. pugnacius CBS 139214 e F. pedrosoi CBS 271.37 e a linhagem de origem
ambiental F. brasiliensis CMRP 2899 (Apéndice 2).

A atividade de lacase no meio CB demonstrada na Figura 12, ressalta que
ambas as linhagens do género Fonsecaea apresentaram atividade de lacase. A
linhagem que apresentou maior produg¢ao de lacase em 72 h de cultivo no meio CB
foi F. brasiliensis CBS 119710 de origem clinica (0, 27 U/mg), superando os valores
dos controles e das demais linhagens testadas. No entanto, a analise de Tukey inferiu
diferenca estatistica da linhagem F. brasiliensis CBS 119710 em relacdo as demais
linhagens do género, exceto a linhagem de origem clinica F. multimorphosa CBS
980.96 e F. pedrosoi CMRP 3076 de origem ambiental. Em 168 h de cultivo observa-
se que a linhagem de origem clinica F. brasiliensis CBS 119710 permanece com a
maior produgdo de lacase (0,34 U/mg) no meio CB, inferindo significancia estatistica
(p<0,05) em comparagao com as demais linhagens estudadas (Apéndice 2).

Além disso, a Figura 12 também demonstra um aumento na produgao de lacase
pelas linhagens de origem ambiental F. brasiliensis CMRP 2899 e F. erecta CBS
125763 de origem ambiental no periodo de 168 h de cultivo em meio CB, porém néao
foi detectado diferenga estatistica (p<0,05) entre estas linhagens (Apéndice 2).

A analise estatistica post- hoc Tukey realizada para comparar a atividade de
lacase entre as linhagens do género Fonsecaea nos meios BHI e CB, demonstra
influéncia estatistica no crescimento das linhagens de origem clinica F. pedrosoi CBS
271.37 e F. brasiliensis CBS 119710 em ambos os meios de cultivo testados
(Apéndice 2).

3.5 ATIVIDADE ENZIMATICA DE PECTINASE

A atividade de pectinase foi dosada a partir da concentragdo de acgucares
redutores presentes nos extratos fungicos através da redugdo do substrato DNS e os
dados foram analisados estatisticamente pelo teste Tukey. As linhagens que
apresentaram atividade de pectinase em 168 h de cultivo em caldo BHI foram F. erecta
CBS 125763, F. brasiliensis CMRP 2988 e F. monophora CMRP 2543 de origem
ambiental. Na Figura 13 observa-se que as linhagens F. erecta CBS 125763 e F.
monophora CMRP 2543 apresentaram a maior producdo de pectinase quando

comparado com as demais linhagens e o controle A. brasiliensis ATCC 16404,
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entretanto ndo houve diferenga estatistica (p<0,05) neste tempo de cultivo no meio

BHI (Apéndice 2).

FIGURA 13- PRODUGAO DE PECTINASE (U/mg) DAS LINHAGENS DO GENERO Fonsecaea NOS
MEIOS DE CULTIVO BHI E CB
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LEGENDA: (A) Cultivo meio BHI. (B) Cultivo meio CB. (*) Linhagem clinica. (**) Linhagem ambiental.
Controle A, Cladophialophora exuberans CMRP 1176; F. erecta CBS 125463; F. pedrosoi CMRP 3076;
F. pedrosoi CBS 271.37; F. monophora CMRP 2543; F. monophora CBS 102248; F. brasiliensis CMRP
2988. Fonte: A autora (2020).
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No meio CB verificou-se que somente as linhagens de origem clinica F.
pedrosoi CBS 271.37 e F. monophora CBS 102248 apresentaram atividade de
pectinase (Figura 13). Sendo que a linhagem F. pedrosoi CBS 271.37 apresentou os
maiores valores de atividade de pectinase no tempo de 72 horas (47,7 U/mg),
enquanto que em 168 horas a linhagem F. monophora CBS 102248 demonstra a
maior producéo de pectinase (33,5 U/mg) no meio CB, ambos demonstram diferencga
estatistica (p<0,05) no teste Tukey em comparagao com todas as linhagens do género
Fonsecaea testadas (Apéndice 2).

A analise estatistica post- hoc Tukey realizada para comparar a atividade de
pectinase entre as linhagens do género Fonsecaea nos meios BHI e CB, demonstra
influéncia estatistica no crescimento das linhagens de origem clinica F. pedrosoi CBS
271.37 e F. monophora CBS 102248 em ambos os meios de cultivo testados
(Apéndice 2).
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4 DISCUSSAO

Os fungos melanizados da ordem Chaetothyriales possuem um ciclo de vida
complexo sendo encontrados em condigbes ambientais adversas como, por exemplo,
a capacidade de desenvolvimento em altas temperaturas e baixa disponibilidade de
nutrientes ou como a habilidade de metabolizar compostos téxicos, mas algumas
especies possuem relevancia clinica por causarem doengas em hospedeiros animais
e humanos (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

A cromoblastomicose € a mais comum dentre as micoses causadas por fungos
dematiaceos sendo uma doenca de implantagdo causada por leveduras negras da
ordem Chaetothyriales principalmente a familia Herpotrichiellaceae, no qual estes
agentes sdo inoculados a partir de um evento traumatico com material vegetal, como
espinhos de plantas ou lascas de madeira favorecendo a hiperproliferacao fungica no
tecido epidérmico do hospedeiro (FENG; DE HOOG, 2017).

A literatura relata que a partir de estudos genémicos comparativos de espécies
de leveduras negras € possivel observar a presenga de diversos genes envolvidos na
adaptacao fungica em fontes ambientais assim como um estilo de vida associado a
animais. O genoma desse grupo de fungos abriga genes que codificam enzimas
hidroliticas e oxidativas, como as proteases que estéo relacionadas com a viruléncia
dos fungos negros, as lacases que participam da biossintese de melanina e da
degradagdo de compostos aromaticos presentes no ambiente e enzimas que
degradam polissacarideos que sdo moléculas encontradas em material vegetal como
a pectinase (VICENTE et al., 2017; LI et al., 2016; MORENO et al., 2018).

Além dos estudos gendmicos € observado na literatura a capacidade das
leveduras negras produzirem oxidases. Nascimento et al. (2017) utilizou um meio de
cultura solido contendo o substrato ABTS para determinar a atividade de lacase em
espécies da ordem Chaetothyriales. A literatura também relata a capacidade de
producao enzimatica em cultivo submerso de fungos negros da ordem Dothideales e
Capnodiales, como demonstrado no estudo de Li et al. (2019) no qual espécies do
género Aerobasidium produzem lipase em cultivo submerso contendo Tween 80 como
substrato. Os estudos de Guan et al. (2016) e Myasoedova et al. (2017) relatam a
producdo de xilanase e lacase por espécies do género Cladosporium. Entretanto,
atualmente nao realizaram a quantificacdo de enzimas extracelulares das espécies

que compde a ordem Chaetothyriales, sendo assim este € o primeiro trabalho que
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realiza a dosagem sistematica de enzimas extracelulares de linhagens patogénicas e
ambientais de Fonsecaea cultivadas em meio de cultura em condigdes semelhantes
a natureza oportunista e saprobia destes fungos.

No presente estudo foi analisado a produgao de enzimas hidroliticas e
oxidativas pelas linhagens do género Fonsecaea com o objetivo de elucidar a ecologia
e patogenicidade dessas espécies. As atividades enzimaticas entre as linhagens do
género Fonsecaea foram comparadas estatisticamente (p<0,05) demonstrando que
as especies pertencentes a este género apresentaram perfis enzimaticos diferentes
em relagdo as espécies e a origem. Vale ressaltar que a linhagem F.pedrosoi CBS
271.37 de origem clinica apresentou maior produgao de protease, lipase e lacase no
meio BHI, evidenciando o potencial patogénico desta espécie corroborando assim
com a literatura que relata que estas enzimas possuem uma agao catalitica que permiti
a desintegragao das membranas epiteliais, fato que facilita a ancoragem da hifa para
dentro do citoplasma da célula facilitando a hiperproliferagao fungica no tecido do
hospedeiro (TOTH et al., 2017; VICENTE et al., 2017; BATRA et al., 2019). Além
disso, estes resultados evidenciam as informacdes descritas na literatura, pois esta
especie € o principal agente etiolégico de cromoblastomicose em humanos, também
€ considerada uma espécie altamente clonal e endémica em regides umidas como
Brasil e China, no entanto poucos trabalhos relatam o isolamento da espécie e seu
habitat ambiental permanece desconhecido (DENG et al., 2015; GOMES et al., 2016).

No meio contendo substrato lignocelulésico observou-se estatisticamente
através do teste Tukey maior produgao de protease, lipase e lacase pelas linhagens
F. multimorphosa CBS 980.96 e F. brasilisiensis CBS 119710 de origem clinica e F.
monophora CMRP 2543 e F. erecta CBS 125763 de origem ambiental, sugerindo a
natureza oportunista desses agentes etiolégicos como demonstrado na literatura em
que sao isolados leveduras negras ordem Chaetothyriales de substratos vegetais
como casca de palmeira, solo e material em decomposi¢cado (VICENTE et al., 2013;
VOIDALESKI et al., 2018).

Em relagcdo a producgédo de pectinase pelas linhagens do género Fonsecaea
observamos que as linhagens de origem ambiental F. monophora CMRP 2543 e F.
erecta CBS 125763 apresentam a maior producéo desta enzima em cultivo submerso
no meio BHI no qual se assemelha as condi¢bes do hospedeiro animal, sugerindo
assim que estas espécies eventualmente possam ser incoculados no tecido

subcuténeo do hospedeiro a partir de um trauma com material vegetal, esta hipotese
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€ evidenciada na literatura pois estas espécies sao frequentemente encontradas do
meio ambiente e visto que existem relatos na literatura da espécie F. monophora
causar infeccdo disseminada em humanos e animais (VICENTE et al.,, 2012;
SEYEDMOUSAVI et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017).

No caso da espécie F. erecta ainda n&o existe relatos clinicos na literatura de
infeccdo em humanos, mas estudos in vivo em modelos animais evidenciam o
potencial de viruléncia desta espécie como o estudo de Fornari et al. (2018) que
realizou teste de viruléncia das espécies F. pedrosoi e F.monophora que sao
linhagens de origem clinica e F.erecta de origem ambiental utilizando modelo animal
(Tenebrio molitor e camundongo BalbC) e vegetal (Mimosa pudica e Bactris gasipaes),
confirmando a ecologia dupla destes fungos pois as espécies clinicas possuem a
capacidade de sobreviver no interior das plantas e que a espécie ambiental demontrou
viruléncia no modelo animal.

No meio contendo coco babagu observou-se que a linhagem clinica F. pedrosoi
CBS 271.37 apresentou a maior atividade de pectinase indicando que embora esta
espécie tenha um perfil enzimatico preferencialmente relacionado ao hospedeiro
animal como relatado na literatura, também é demonstrado a habilidade de produzir
enzimas degradadoras de polissacarideos justificando assim sua presenca no meio
ambiente mesmo que com baixa frequéncia de isolamento (SALGADO et al., 2004;
VICENTE et al., 2014).

Alguns relatos da literatura descrevem o isolamento de leveduras negras de
substratos vegetais como o coco babagu que € uma palmeira encontrada na regiao
norte e nordeste do Brasil, especialmente no Maranhdao (FERRARI; SOLER, 2015;
NASCIMENTO et al., 2017). A exploragao desta planta proporciona diversos produtos
que podem ser aplicados na industria alimenticia e cosmética, sendo assim um meio
de contribuir para a economia da regido rural (MANIGLIA; TAPIA-BLACIDO, 2016).
Estudos relatam que o coco babagu € composto por trés partes sendo que no epicarpo
estdo presentes as fibras lignoceluloliticas constituido de celulose, hemicelulose e
lignina (MACHADO et al., 2017; AMARAL et al., 2019; FONTELES et al., 2016), o
mesocarpo que €& constuido principalmente por amido do tipo amilopectina (BASTOS
ARARUNA et al., 2020) e o endocarpo que € armazenado améndoa por este fato é
rico em lipideos (FERRARI; SOLER, 2015). Além disso, também é observada a
presenca abundante de compostos organicos volateis como alcanos, cetonas,

aldeidos e terpenoides na composicdo do coco babagu (MARTINI et al., 2018;
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NASCIMENTO et al., 2017). Apesar da literatura nao relatar a presenca de pectina
nas fibras lignocelulolitica do coco babacu a presenca deste polissacarideo é relatada
em outros vegetais como a cana-de-agucar demonstrada no trabalho de De Souza et
al. (2013) que descreve a presencga de polissacarideos na parede celular da cana-de-
agucar como a lignina e pectina. Diante disso, a capacidade das leveduras negras de
crescerem em um meio contendo coco babagu e produzir enzimas que degradam
estruturas vegetais como observada neste estudo, sugerindo também que o coco
babacu seja um ambiente favoravel para a colonizagdo das leveduras negras.

Estes resultados demonstraram que espécies clinicas e saprobias do género
Fonsecaea sao capazes de produzir lipase, protease e lacase que sdo importantes
fatores de viruléncia durante o processo de infecgdo em animais e humanos, assim
como também apresentaram atividade de pectinase que degradam a pectina um dos
componentes presentes no material vegetal. Esses dados sugerem a capacidade
desses fungos de degradarem substratos vegetais e animais, demonstrando que
espécies patogénicas da ordem Chaetothyriales podem colonizar nichos ambientais e
hospedeiros animais (VICENTE et al., 2017).

Além disso, os dados de atividade enzimatica corroboram com os encontados
por Kjaerbolling et al. (2020) que através de analises gendmica observou a existéncia
de genes que regulam a producdo de enzimas degradadoras de polissacarideos e
enzimas relacionadas a patogenicidade de diversas espécies do género Aspergillus e
a relagdo destas enzimas com a patogenicidade e a natureza saprofitica. Esta relagao
também é comprovada pelo estudo de Pini e colaboradores (2017) no qual conclui
que linhagens clinicas e ambientais de Cryptococcus neoformans apresentam
diferentes perfis enzimaticos e que as fenoloxidases e fosfolipases podem estar
relacionadas com a viruléncia deste patdgeno.

Através do teste Tukey observou-se influéncia estatistica entre o crescimento
das linhagens do género Fonsecaea nos meios de cultivo BHI e coco babacu,
evidenciando assim que a composigao do meio e os parametros de cultivo regulam a
producdo enzimatica destes fungos, como relatado na literatura em que fatores
fisioloégicos regulam o metabolismo de ascomicetos durante o processo de produgéo
enzimatica como a variacao do pH extracelular, a presenga ions metalicos e agucares
como a glicose (SAXENA et al., 2017; DU et al., 2018; KUMAR et al. 2015; ALAM;
KELLY, 2016).
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5 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste estudo pode-se afirmar que leveduras
negras do género Fonsecaea possuem diferentes perfis enzimaticos para as enzimas
testadas, estas podem estar envolvidas no processo de patogenicidade e ecologia
das espécies, 0 que esta de acordo com a literatura consultada. Este foi o primeiro
trabalho que determina o perfil enzimatico das espécies do género Fonsecaea
utilizando condi¢cdes que se assemelham ao corpo humano e o meio ambiente. Diante
disso, é possivel observar que a espécie F. pedrosoi produz altas concentracdes de
enzimas associadas a viruléncia evidenciando a maior associagao desta espécie com
o0 hospedeiro animal, porém também possui capacidade de produzir enzimas
degradadoras de polissacarideos justificando assim sua presenga no meio ambiente.
No caso das espécies F. brasiliensis e F. monophora foi possivel observar uma
associacdo maior com uma natureza oportunista como relatado na literatura o
isolamento frequente destas espécies em substratos vegetais. Diante destes
resultados concluimos que apesar da espécie F. erecta ser frequentemente isolada
do ambiente, demonstra um perfil enzimatico oportunista mesmo que ainda nao
existam relatos clinicos na literatura de infeccado em humanos, porém estudos in vivo
em modelos animais evidenciam o potencial de viruléncia desta espécie.

Além disso, nossos dados demonstram influéncia estatistica entre o
crescimento das linhagens do género Fonsecaea nos meios de cultivo BHI e coco
babacu e a produgdo enzimatica destas linhagens este fato pode contribuir para
elucidar a rota de infecgao e o potencial de viruléncia das leveduras negras.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os fungos melanizados da ordem Chaetothyriales possuem uma natureza
saproébia, porém algumas espécies possuem relevancia clinica por causarem doengas
em animais e humanos (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A micose mais comum
causada por fungos dematidceos da ordem Chaetothyriales seria a
cromoblastomicose no qual a inoculagdo do agente etiolégico no tecido hospedeiro
estad associada a um evento truamatico com material vegetal (FENG; DE HOOG,
2017).

Devido a ecologia dupla das leveduras negras diversos estudos genémicos
buscam genes envolvidos na adaptagao fungica em fontes ambientais assim como
um estilo de vida associado a animais. O genoma desse grupo de fungos abriga genes
que codificam enzimas hidroliticas e oxidativas, como as proteases que estao
relacionadas com a viruléncia dos fungos negros, as lacases que participam da
biossintese de melanina e da degradacdo de compostos aromaticos presentes no
ambiente e enzimas que degradam polissacarideos que sdo moléculas encontradas
em material vegetal como a pectinase (VICENTE et al., 2017; Ll et al., 2016; MORENO
et al., 2018).

Diante disso, o objetivo dessa dissertacao foi avaliar a produgao enzimatica das
diferentes linhagens de Fonsecaea ambientais e clinicas, visando elucidar
mecanismos de viruléncia, ecologia e aplicagao biotecnoldgica das espécies.

No entanto, no capitulo Il da presente dissertacdo € detalhada a determinacéao
da atividade enzimatica destas linhagens, sendo que as leveduras negras do género
Fonsecaea de origem ambiental e clinica sdo capazes de produzir enzimas
proteoliticas, glicohidroliticas e oxidativas, como anteriormente visto em estudo
genOmicos das espécies pertencentes a este género. No entanto, a linhagem F.
pedrosoi de origem clinica se destacou na produgao de lacase, protease e lipase no
cultivo em meio BHI, evidenciando o potencial de patogenicidade da espécie em
humanos. Além disso, as espécies F. monophora, F. brasiliensis e F. erecta
apresentaram um perfil enzimatico de natureza oportunista, evidenciando a presenca
destas no meio ambiente e capacidade eventual de causar infeccdo em hospedeiros
animais. Além disso, a espécie F. pedrosoi de origem clinica possui a capacidade de
produzir enzimas que degradam polissacarideos como pectinase, comprovando a

presenca deste agente em substratos vegetais e também a capacidade de hidrolisar
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esses polissacarideos vegetais complexos utilizando-os como fonte de energia
(NGUYEN et al., 2019; VICENTE et al., 2017).

Nexte contexto, os resultados demonstram a capacidade desses fungos de
degradarem substratos vegetais e animais através da produgdo de enzimas
hidroliticas e oxidativas e que as espécies patogénicas da ordem Chaetothyriales
podem colonizar nichos ambientais e hospedeiros animais, assim como espécies
ambientais presentes nesta ordem também podem apresentar viruléncia, esses dados
confirmam a hipotese relatada por Vicente et al. (2017) e Fornari et al. (2018) que
concluiram o mesmo utilizando modelos animais (Galleria mellonela e Tenebrio
molitor) para testar a viruléncia de espécies do género Fonsecaea de origem
ambiental e modelos vegetais (Mimosa pudica e Bactris gasipaes) que reforcam a
hipotese de que esses fungos permanecem na epiderme das plantas podendo assim
infectar o hospedeiro a partir de uma trauma com material vegetal.

A fim de obter a caracterizagdo completa das enzimas dos extratos enzimaticos
obtidos neste trabalho sugere-se uma analise proteémica, no qual podera fornecer
uma identificacdo das proteinas secretadas no meio de cultivo e o0s genes
codificadores. Atualmente a analise protedmica tem se demonstrado ser o método
mais eficaz para a identificagao de proteinas extracelulares em fungos, este método
também € adequado para estudar a expressao de proteinas em varias condi¢cdes de
cultivo (CHU et al., 2000).

A PCR em tempo real visando comparar a expressao dessas enzimas nas
especies do género Fonsecaea e em um modelo animal invertebrado representa mais
uma perspectiva a ser aplicada na elucidagado da expressdo de enzimas a partir da
extracdo de RNA das linhagens de Fonsecaea utilizando o modelo de infecgéo
Tenebrio molitor e sendo realizada a PCR em tempo real para amplificacédo dos
principais genes que codificam as enzimas lacase, protease, lipase e pectinase neste
grupo de fungos, este estudo encontr-se em andamento.

Portanto, para entender completamente a regulagdo do metabolismo sé&o
necessarios mais informagdes sobre a expressao génica e de outros mecanismos
moleculares. A analise de PCR em tempo real utilizando primers especificos séo
ferramentas de pesquisa indispensaveis, pois proporcionam maiores informacoes
sobre a biologia da interagdo patégeno- hospedeiro e a ecologia desses organismos
(DEEPAK et al., 2007).
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APENDICE 1 - REAGENTES UTILIZADOS

Agar Sabouraud Dextrose (ASD)
Dextrose 40 g

Peptona 10 g

Agar 15 g

Agua destilada 1000 mL

Autoclavar por 20 min a 121°C.

Caldo de Infusédo de Cérebro e Coracao (BHI)
37 g caldo BHI

Cloranfenicol 0,05 g

Agua destilada 1000 mL

Autoclavar por 20 min a 121°C.

Meio liquido contendo coco babagu
Peptona 1g

1mL Tween 80

10% (v/v) solugao de sais

23 mg/L CuSO4

10 g de casca de coco babagu
Agua destilada 1000 mL
Autoclavar por 20 min a 121°C.

Solucgao de Sais
KH2PO4 20g
(NH4)2SO 149
Uréia3 g

MgS04.7 H20 3 g
CaCl23 g
FeS04.7H20 0,05 g
ZnS04.7H20 0,014 g
MnS04.7H20 0,016 g
CaCl2.6H20 0,02 g
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Agua destilada 1000 mL
Ajustar o pH para 4,8.

Tampao citrato 0,05 mol/L

Acido citrico anidro 9,67 g

Citrato de sodio dihidratado 14,07 g
Agua destilada 1000 mL.

Solugao de 2,2"-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)
Tampao citrato 0,05 mo/L 10 mL
ABTS 109,6 mg.

Solucao de polissacarideo

Dissolver 0,5% do polissacarideo em 100 mL de agua destilada.

Solugéo de acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS)

Acido dinitro-3,5-salicilico 10,6 g

Fenol 7,6 mL

Hidroxido de sodio 19,8 g

Meta-bissulfito de sodio 8,3 g

Tartarato de sédio e potassio tetrahidratado 306 g
Agua destilada 1416 mL.

Solucéo atividade enzimatica de lipase
p-nitrofenol palmitato 3,3 mg

Goma arabica 5,5 mg

Triton X-100 100 pL

Alcool isopropilico 400 pL

Tampao borato pH 8.0 10 mL.

Tampao borato pH 8.0
Cloreto de sddio 7,02 g
Acido bérico 3,09 g
Hidréxido de sédio 1N 24 mL
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Albumina Bovina 4 g
Agua destilada 976 mL.

Hidroxido de sodio 1N
Hidroxido de sédio 0,4 g

10 mL de agua destilada.
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