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Resumo

Resumo.

Os dermatofitos sdo um grupo de fungos constituidos pelos géneros Trichophyton,
Epidermophyton e Microsporum que tém a habilidade de degradar a queratina. E por essa razdo
que podem colonizar a pele do homem e dos animais, embora também possam crescer no
ambiente, geralmente em solos com restos de queratina. As caracteristicas morfologicas
permitem a identificacdo e classificagdo taxondmica das espécies, mas realizar um diagnostico
baseado nestas caracteristicas pode levar a erros. As técnicas moleculares ajudam a realizar
diagndsticos mais rapidos baseados em uma identificagdo molecular e também tém possibilitado
importantes avangos quanto aos estudos filogenéticos, sendo as sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 as
mais utilizadas. No entanto, estes marcadores nao sdo suficientes para identificar e elucidar todas
as relagoes filogenéticas e taxondmicas dos dermatéfitos devido a ampla variedade de espécies
existentes, -sendo necessario novos marcadores genéticos, como o intein PRPS. Os inteins sdo
elementos genéticos parasitas, de natureza proteica, presentes em alguns fungos e estdo
associados a importantes genes altamente conservados. O intein PRP8 estd localizado no gene
PRP8 que codifica para a proteina PRP8 associada ao complexo do spliciosoma. O presente
estudo visa caracterizar o intein PRP8 em fungos dermatoéfitos, de forma a empregar estes
elementos genéticos como marcadores moleculares para uma correta identificacdo destas
espécies ¢ elucidagdes das relagdes filogenéticas do grupo. Para realizar este objetivo, foram
caracterizadas molecularmente 45 cepas usando as regides nucleares ribossomais ITS1-5.8S-
ITS2 e D1/D2 e posteriormente a regido do intein PRP8 de 40 cepas foi sequenciada para
determinar as caracteristicas do intein. A presenca do intein foi comprovada em todas as espécies
avaliadas, apresentando um full-intein com uma Homing Endonuclease presumivelmente ativa.
As construgdes filogenéticas obtidas usando as sequéncias do intein sdo correspondentes as
construidas a partir de genes nucleares ribossomais, demonstrando a validade do intein para ser
incluido em futuros estudos filogenético associados a taxonomia e determinacgdo de espécies. O
polimorfismo na regido da Homing Endonuclease permitiu a identificagdo de algumas espécies

de Microsporum mediante um ensaio de PCR-Eletroforese.

Palavras chaves: Dermatofitos, Intein PRPS, Identificagdo molecular, filogenia.



Abstract

Abstract

Dermatophytes are a fungal group composed by the genera Trichophyton, Epidermophyton and
Microsporum with the ability to degrade keratin. That is why they can colonize
the skin of man and animals, although they can also grow in the environment, usually in soils
with remains of keratin. The morphological characteristics allow the identification and
taxonomic classification of the species, but a diagnosis based on these characteristics is difficult.
Molecular techniques made diagnoses based on molecular identification faster and made possible
important advances in phylogenetic studies, with ITS1-5.8s-ITS2 sequences being the most used.
However, these markers are not enough to elucidate all the phylogenetic relationships and
taxonomic of dermatophytes due to the wide variety of existing species, and new genetic markers
may be needed for correct identification and phylogenetic studies, such as the PRPS intein.
Inteins are parasitic genetic elements of a protein nature present in some fungi and are associated
with important highly conserved genes. The PRPS intein is located within the PRP8 gene coding
for the PRP8 protein associated with the spliciosome complex. The present study aims to
characterize the PRP8 intein in dermatophyte fungi, in order to use these genetic elements as
molecular markers for a correct identification of these species and elucidations of the
phylogenetic relationships of the group. To accomplish this goal, 45 strains were molecularly
characterized using the ITS1-5.8S-ITS2 and D1 / D2 ribosomal nuclear regions and subsequently
the PRPS intein region of 40 strains was sequenced to determine the intein characteristics. The
presence of intein was confirmed in all evaluated species, presenting a full-intein with a
presumably active Homing Endonuclease. The phylogenetic construction obtained using the
intein sequences correspond to those constructed from ribosomal nuclear genes, demonstrating
the intein validity to be included in future phylogenetic studies associated with taxonomy and
species determination. Polymorphism in the Homing Endonuclease region allowed the
identification of some Microsporum species by a PCR-Electrophoresis assay.

Key words: Dermatophytes, PRPS intein, molecular identification, phylogeny.



Abreviaturas

Lista de abreviaturas:

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Inglés).

BLASTn: BLAST nucleotide (Identificagao baseada nas sequencias de DNA).
BLASTp: BLAST protein (Identificagao baseada nas sequencias de proteinas).

CBS: Centraal bureau voor schimmelcultures (Centro de estudos na area da Micologia,
localizado na Holanda).

c¢DNA: DNA codificante.

CHSI: Chitin Synthase Class 1.

D1/D2: Regido variavel da subunidade maior 28S do rRNA.

dS/dN rate: radio de substituigdes sinonimas ¢ nao- sindnimas.

HE: Homing endonuclease (Inglés).

IGS: Intergenic spacers (espagadores intergénicos).

ITS: Internal Transcribed Spacer. (Presente na regido nuclear ribossomal).

LSU: Large subunit (subunidade maior). Referido ao rRNA.

mDNA: DNA mitocondrial.

mRNA: RNA mensageiro.

ML: Maximum Likelihooh method.

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Inglés).

PRP8: Proteina central do spliceosomo.

PCR: Polimerase Chain Reaction (Inglés).

rDNA: Ribossomal DNA (rRNA ao nivel génico).

RFLP: Restriction Fragment Length Polimosphism (Inglés).

rRNA: Acido ribonucleico ribossomal.

SSUrDNA: Small Subunit ribosomal DNA (sequéncia de DNA que codifica para a subunidade
menor do rRNA).

ThrRS: RNA de transferéncia para o aminoacido treonil (referido como Intein ThrRS).
TOP2: Topoisomerase tipo II.

tRNA: RNA de transferéncia.

VMA: ATPase da membrana vacuolar (Referido como Intein VMA).

WGS: Whole Genome Shotgun (Inglés).
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Introducédo

1. Introdugao

Os dermatofitos.

Os dermat6fitos sdo ascomicetos da ordem Onygenales, familia Arthrodermataceae que
pertencem aos géneros do estagio anamorfo (assexual ou imperfeito) Trichophyton, Microsporum
e Epidermophyton. Estes organismos tém a capacidade de invadir tecidos queratinizados (pele,
pelos e unhas) resultando numa doenca chamada dermatofitose ou tinea. Visando sua ecologia,
podem ser classificados como espécies antropofilicas (espécies que afetam primariamente ao
homem), zoofilicas (espécies que afetam primariamente os animais) e geofilicas (espécies que
costumam ter vida livre, sendo moradores do solo). Os géneros Trichophyton ¢ Microsporum sao
compostos por varias espécies, que podem ser geofilicas, zoofilicas e antropofilicas. J& o género
Epidermophyton, contém uma tunica espécie (E. floccosum) que s6 afeta os humanos. Os
membros dos géneros Trichophyton e Microsporum costumam infectar pélo, pele e unhas ¢ E.
flocossum s¢ infecta pele ¢ unhas, ndao invadindo o cabelo. Em pacientes imunocomprometidos,
as infec¢des por dermatofitos podem ser formas severas e insidiosas se manifestando como
granulomas dermatofiticos e kerion (Rippon, 1988; Da Silva Lacaz et al., 2002; Jung et al., 2009;
Lourdes et al., 2014; John et al., 2016; Hay, 2017; Trocoli Drakensjo et al., 2017)

A similaridade dos dermat6fitos consiste em seu requerimento nutricional, pois todos
eles tém a capacidade de digerir a queratina. A queratina ¢ uma proteina altamente insoluvel e seu
uso como substrato € raro na natureza. Ela forma parte da capa protetora externa dos répteis, aves
e mamiferos em estruturas como o estrato cérneo, garras, bicos, unhas e penas (Rippon, 1988).
Sua natureza queratinofilica sugere que estes fungos foram originados quando a vida chegou na
terra desde a agua porque os vertebrados aquaticos (ex. baleias) carecem de anexos que
apresentem queratina. Nao existe nenhum dermatéfito que seja aquatico, sendo inibidos por altas
concentragoes de sal (Sharma e Griser, 2011).

Algumas espécies sao cosmopolitas (Nweze e Eke, 2016; Hay, 2017; Zhan e Liu, 2017),
no entanto, outras possuem limites geograficos bem estabelecidos como ocorre com T.
soudanense (espécie classificada como T.rubrum de populagdo africana segundo Gréser et al.
2008) encontrado na Africa e T. concentricum proprio da Oceania e Asia (Griser, De Hoog, et
al., 2000; Da Silva Lacaz et al., 2002).

Os dermatofitos ja foram descritos desde o século XIX. O género Microsporum foi

descrito pelo hingaro David Gruby em 1843 (Gruby, 1843). O género Tricophyton foi descrito
1
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pelo sueco Malmsten, em 1845, ¢ Epidermophyton foi individualizado por Sabouraud em 1907.
De inicio, s6 foram descritas as formas assexuadas ou imperfeitas de tais microrganismos. Com
numerosas espécies, algumas delas foram mal identificadas e colocadas com nomes duvidosos
(Da Silva Lacaz et al., 2002).

Logo veio um enorme avanco no estudo dos dermatéfitos com a pratica do isolamento
de algumas espécies do solo pelo método da isca (hairbait), utilizado pela primeira vez pelo
micologo belga Raymond Vanbreuseghem em 1952 (Vanbreuseghem, 1952). Esse processo
permitiu descobrir o estagio perfeito ou teleomorfo dos géneros Trichophytom e Microsporum,
com as denomina¢des iniciais de Nannizzia e Arthroderma. Mais tarde, concluiram que
Arthroderma e¢ Nannizia sdo congenéricos, considerando Nannizzia sinénimo de Arthroderma
(Rippon, 1988; Da Silva Lacaz et al., 2002). Porém, de Hoog et al. sugeriram voltar a desagregar
e a considerar Nannizzia como estagio perfeito das espécies do complexo A. gypseum (De Hoog
etal., 2017).

As espécies das formas anamorfas dos dermatéfitos sdo diferenciadas pela
macromorfologia das colonias e a presenca ou auséncia de macro e microconidios (nimero,
forma, tamanho, dimensodes, etc). As formas teleomorfas sdo diferenciadas pelos seus
gimnotécios. Todas as espécies de Arthroderma conhecidas sdo heterotalicas, com excecao da
espécie homotalica A. ciferri (Da Silva Lacaz et al., 2002; Metin ¢ Heitman, 2017).

Como j4 foi descrito, as diferentes espécies de dermatofitos podem se agrupar com base
na sua preferéncia ecologica. Estes agrupamentos ecoldgicos sdo observados nos clusters
filogenéticos obtidos por mtDNA ou rDNA (Griser, De Hoog, et al., 2000; Gréser et al., 2008;
Kanbe, 2008; Mochizuki et al., 2017; Verrier ¢ Monod, 2017). Estes estudos sugerem que
inicialmente todos eles eram moradores do solo e costumavam prosperar na queratina espalhada
na terra. O contato direto com animais e o homem fez com que eles se adaptassem ao seu estilo
de vida zoofilico ou antropofilico respectivamente. Uma teoria sugere que o Homo sapiens
moderno desenvolveu a capacidade de apresentar menos pélos corporais para evitar os parasitas,
podendo estar entre eles os dermatofitos. Para se adaptar a esta caréncia de pélos em humanos, os
dermatofitos que evoluiram desde a terra e os animais até o homem, perderam gradualmente sua
capacidade de produzir macroconidios para se transmitir e reproduzir, produzindo artroconidios,
que possibilitaram uma transmissdo por contato direto. Os macroconidios podem se pegar aos

pélos dos animais para se dispersarem, podendo ser este animal um portador sem sintomas da

2
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doenca (ex: gatos); estes macroconidios sdo raros ou ausentes nas cepas antropofilicas. Devido ao
numero crescente de pessoas no planeta, o fungo evoluiu perdendo a capacidade de produzir
esporos adaptados a se transmitir por animais peludos para produzir esporos mais

resistentes frente as novas condigdes (arthrosporos ou chlamidosporos). O gene ou genes
responsaveis por disparar esta inibicdo ou inativacao da producao de macroconidios ainda estao
sendo pesquisados para estas espécies antropofilicas (Da Silva Lacaz et al., 2002; Sharma e

Gréser, 2011; Cafarchia et al., 2013).
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Conclusion.

This is the first study on the PRPS8 intein in dermatophytes. All studied species present
a full-length PRPS intein, with a HE belonging to the family LAGLIDADG. PRPS8 inteins are
hereby proven to constitute an efficient molecular marker in order to determine the
phylogenetic relations among dermatophytes. Further studies can be performed by using other
species such as some members from the A. vanbreuseghemii complex and T. violaceum for
elucidating species borderlines and taxonomy. Because of the polymorphism difference in the
HE region, some Microsporum species can be easily identified by a PCR-electrophoresis
assay, as herein proposed.
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