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RESUMO

Os fungos negros sdao um grupo de ascomicetos melanizados, pleomérficos e ubiquos, apesar
de serem encontrados com maior frequéncia em regides de clima tropical e subtropical. Embora
a maioria ndo seja patogénica, algumas especies estdo associadas a micoses de grande
importancia clinica, como a cromoblastomicose, a feohifomicose e 0 eumicetoma, afetando
individuos imunocomprometidos e imunocompetentes. Com isso, a investigacdo da presenca
desses microrganismos em locais com grande fluxo de pessoas € de interesse da satde publica.
Localizada no municipio de Parnaiba, a praia da Pedra do Sal tem grande importancia para o
turismo e realizagdo de atividades laborais como pescar ou mariscar, bem como para prética de
esportes. Avaliar a areia desse local é de suma importancia, tendo em vista que nédo ha trabalhos
realizados com essa tematica. Assim, esse estudo teve por objetivo caracterizar a
patogenicidade de fungos negros isolados de amostras de areia da Praia da Pedra do Sal, por
meio da analise de termotolerancia, a halotolerancia, e a producdo de DNAse e de urease. Para
a obtencdo dos isolados, foi adicionada agua peptonada suplementada com cloranfenicol em
amostras de areia, sendo inoculadas aliquotas da solugdo processada em Agar Sabouraud
Dextrose; Agar Mycobio e Agar Batata Dextrose. Na analise de termotolerancia, os isolados
foram cultivados em Agar Sabouraud e incubados a temperatura de 37 °C por 15 dias. O
crescimento foi classificado como 6timo quando a area ocupada pela col6nia foi maior que
20mm, intermediario quando foi de aproximadamente 20mm e baixo quando ocupou uma area
inferior a 20mm. A halotolerancia foi investigada em meio liquido (Caldo Sabouraud) 3disposto
em placas de 96 pogos, com as concentragdes de NaCl: 2,5%; 5%; 7,5%; 10%; 15% e 20%.
Para a avaliacdo da producdo de DNase e de urease foram utilizadas, respectivamente, placas
de Agar de Teste de DNase suplementado com o corante azul de toluidina e meio de ureia-agar-
base, com cada isolado sendo inoculado e incubado a 30 C por 15 dias. Todos os testes foram
realizados em duplicata. Foram obtidos e testados 29 isolados oriundos da praia da Pedra do
Sal, dos quais 15 (51,7%) permaneceram com aspecto leveduriforme e 14 (48,3%)
demonstraram dimorfismo (fungos tipo-levedura). Todos os isolados cresceram na temperatura
de 37 °C no periodo de 15 dias, sendo 20 (69%) com o crescimento étimo, 4 (13,8%) com
crescimento intermediario e 5 (17,2%) com crescimento baixo. Na avaliagcdo de halotolerancia,
todos os isolados foram capazes de crescer a 20% de NaCl, a maior concentragéo testada. Com
relacdo a producéo de enzimas, 10 isolados (34,5%) foram positivos para a producao de urease,
enquanto apenas 2 (6,9%) isolados demonstraram capacidade de hidrolisar DNA. Portanto,
observa-se que os fungos negros isolados da areia da praia Pedra do Sal podem expressar fatores
de viruléncia e apresentam alta capacidade de persisténcia no ambiente. Acreditamos que tais
resultados possam auxiliar no entendimento das questdes referentes a inclinacdo destes fungos
em causar infecgbes em humanos e animais que circulam em regides litoraneas, visto que,
atualmente, a literatura carece de estudos que avaliem essa correlacéo.

Palavras-chave: Micologia. Micoses. Fungos. Viruléncia. Enzimas. Termotolerancia.



ABSTRACT

Black fungi are a group of melanized, pleomorphic and ubiquitous ascomycetes, despite being
found with greater frequency in regions with a tropical and subtropical climate. Embora is not
pathogenetic, some species are associated with mycoses of great clinical importance, such as
cromoblastomicose, pheohifomicose and or eumycetoma, affecting immunocompromised and
immunocompetent individuals. Com isso, to investigate the presence of microorganisms in
locations with a large flow of people and of interest in public health. Located in the municipality
of Parnaiba, Praia da Pedra do Sal is of great importance for tourism and the performance of
labor activities such as fishing or shellfish, as well as for sports practice. Valuing local area is
extremely important, considering that no work has been carried out on this theme. Also, this
study has the objective of characterizing the pathogenicity of isolated black fungi from samples
of the Praia da Pedra do Sal area, by means of thermotolerance analysis, halotolerance, and the
production of DNAse and urease. To obtain two isolates, peptone water supplemented with
chloramphenicol was added in samples of areia, being inoculated aliquots of the solution
processed in Sabouraud Dextrose Agar; Agar Mycobio and Agar Batata Dextrose. In a
thermotolerance analysis, the isolates grown in Agar Sabouraud and incubated at a temperature
of 37 ° C for 15 days. Growth was classified as the last when the area occupied by the colony
was greater than 20mm, intermediate when it was approximately 20mm and lower when it
occupied an area less than 20mm. A halotolerancia was investigated in liquid medium
(Sabouraud Broth) 3disposited in 96-well plates, with NaCl concentrations: 2.5%; 5%; 7.5%;
10%; 15% and 20%. For the evaluation of the production of DNase and urease foram used,
respectively, DNase Test Agar plates supplemented with toluidine blue dye and ureia-agar-base
medium, with each isolate being inoculated and incubated at 30 C for 15 days. All the tests
were carried out in duplicate. Forms obtained and tested 29 isolates from Praia da Pedra do Sal,
two quais 15 (51.7%) remain with a leveduriform appearance and 14 (48.3%) demonstrate
dimorphism (yeast-type fungi). All isolated cresceram at a temperature of 37 ° C in a period of
15 days, with 20 (69%) as the optimum growth, 4 (13.8%) as intermediate growth and 5 (17.2%)
as low growth. With a halotolerance assessment, all isolates are capable of increasing to 20%
NaCl, at a higher concentration tested. Regarding the production of enzymes, 10 isolates
(34.5%) were positive for urease production, while only 2 (6.9%) isolated demonstrated the
ability to hydrolyze DNA. Therefore, it is observed that the isolated black fungi of the Pedra do
Sal beach area can express virulence factors and show a high non-environmental persistence
capacity. We certify that these results may help us not understand the questions regarding the
inclination of these fungi to cause infections in humans and animals that circulate in coastal
regions, since, at present, the literature lacks studies that validate this correlation.

Keywords: Mycology. Mycosis. Fungi. Virulence. Enzymes. Thermolerance.
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1 INTRODUCAO

Majoritariamente pertencentes as ordens Dothideales e Chaetothyriales, os fungos
negros formam um grupo de fungos ascomicetos bastante heterogéneo filogeneticamente e
taxonomicamente (DE HOOG, 1993; DE HOOG, 1997). Reproduzem-se por meio de
brotamento unilateral ou polar, e podem apresentar crescimento pleomérfico, ocorrendo tanto
na forma de levedura, de fungo filamentoso e fungo tipo-levedura (do inglés yeast-like, os quais
apresentam dimorfismo celular) ou aglomerados meristematicos. A melanina confere
pigmentacdo escura a parede celular complexa e espessa, sendo essa a principal caracteristica
desse grupo de fungos (STERFLINGER, 2006).

Embora sejam mais comumente encontrados em regides de clima tropical e
subtropical, os fungos negros sdo excepcionalmente ubiquos, tendo sido isolados de amostras
de solo, de areia da praia, de frutos, de folhas, de matéria organica em decomposicao, de rochas,
de desertos, de biofiltros, de salinas, de permafrost ou, até mesmo, de maquinas de lavar lougas,
de 4gua encanada e de borras de 6leo (GUNDE-CIMERMAN et al., 2000; SUDHADHAM et
al., 2008; VICENTE etal., 2008; SABINO et al., 2011; ZALAR; GUNDE-CIMERMAN, 2014;
ZUPANCIC et al., 2016).

Tal ubiquidade é proporcionada por uma série de caracteristicas que os fungos negros
possuem, além das adaptacdes que sofrem de acordo com o nicho em que se encontram, o que
também tem efeito importante em sua patogenicidade (GOSTINCAR; MUGGIA; GRUBE,
2012). Alguns desses fatores incluem a presenca de melanina e de caroteno, presenca de parede
celular espessa, de corpos meristematicos, pleomorfismo, termotolerancia, osmotolerancia,
hidrofobicidade, assimila¢do de hidrocarbonetos arométicos, sideroforos, adeséo e formacao de
biofilmes (SEYEDMOUSAVI et al., 2014).

As espécies mais importantes clinicamente pertencem a familia Herpotrichiellaceae,
ordem Chaetothyriales (MATSUMOTO; PADHYE; AJELLO, 1987; REVANKAR; SUTTON,
2010). Essa familia compreende fungos filamentosos assexuados diversos, incluindo saprébios
de detritos de plantas, que podem ser agentes etiolégicos de doencas distintas, tanto em
humanos quanto em animais. As principais micoses causadas por esses fungos sdo a
feohifomicose, a cromoblastomicose e o micetoma (DE HOOG, 1997; SEYEDMOUSAVI et
al., 2014).

Tendo em vista que as praias estdo entre os locais mais importantes para recreagéo

aquatica, servindo para banhos, para a pratica de esportes aquaticos e para apreciacdo do
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ambiente em geral, € de suma importancia que a 4gua e a areia banhada por ela sejam de boa
qualidade (WEISKERGER; BRANDAO, 2020). Assim, em praias com areia contaminada com
patogenos flangicos, € de se esperar que 0 risco de exposicdo do publico e consequente
desenvolvimento de infeccBes aumente, especialmente através do contato direto com a pele e
membranas mucosas ou pela inalacdo de esporos (EFSTRATIOU; VELEGRAKI, 2010;
ROMAO et al., 2015; DE LEO et al., 2019; WEISKERGER; BRANDAO, 2020).

A praia de Pedra do Sal, inserida entre as coordenadas 02° 48’ 14,9°° de Latitude Sul
e 41°43” 43,5” de Longitude Oeste, localiza-se na llha Grande de Santa Isabel e pertence ao
municipio de Parnaiba, estando a 18 km do centro da cidade e cerca de 318 km de Teresina,
capital do estado do Piaui. E dividida em duas partes: o lado Manso e o lado Bravo (DA SILVA,
2016). Enquanto o lado Manso é geralmente utilizado para pescaria e descanso, devido as
poucas ondas e baixa movimentacdo, o lado Bravo é procurado com maior frequéncia para
pratica de esportes radicais como surf e kitesurf (ROCHA; DE SOUZA; DA SILVA, 2015).

A realizacdo de analises microbiologicas em ambientes costeiros com grande
circulacdo de pessoas € de interesse da salde publica, visto que avaliam a qualidade do local.
No entanto, a literatura atual carece de investigacdes como esta no Piaui, especialmente na praia
da Pedra do Sal, regido de grande importancia ndo sé para a populacédo residente, mas também
para o turismo, pratica de esportes e atividades laborais, como pesca e coleta de mariscos.
Embora a presenca de fungos negros na praia seja algo esperado, devido a ubiquidade desses

fungos e alta capacidade adaptativa, a patogenicidade desses fungos é imprevisivel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Caracterizar a patogenicidade de fungos negros oriundos de amostras de areia da praia

da Pedra do Sal, pertencente a costa do litoral do Estado do Piaui.

2.2 Objetivos especificos
e Recuperar isolados de fungos negros obtidos a partir de amostras de areia da praia da
Pedra do Sal.
e Auvaliar os isolados quanto as caracteristicas associadas a patogenicidade, tais como
crescimento na temperatura corporal humana; tolerancia ao NaCl; atividade das enzimas

DNASEe e urease.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 FUNGOS NEGROS

Fungos negros, também conhecidos como fungos demaceos, sdo designacoes
genéricas dada a um grupo diversificado de ascomicetos, de crescimento lento e reproducéo
predominantemente assexuada, cuja principal caracteristica € a pigmentacao escura na parede
celular das células vegetativas e reprodutivas, sendo esta proporcionada por compostos do
complexo melaninico (STERFLINGER, 2006). Os mesmos sdo compostos por espécies das
ordens Dothideales e Chaetothyriales, sendo, portanto, bastante heterogéneo do ponto de vista
taxonémico e em relacdo a origem filogenética (DE HOOG, 1997; VICENTE et al., 2008).

Os fungos demaceos compartilham caracteristicas como a plasticidade fenotipica e
revestimento da parede celular contendo melanina, carotenoides e micosporinas
(GORBUSHINA; KOTLOVA; SHERSTNEVA, 2008). Tais propriedades sdo adaptacoes
fisioldgicas que permitem que esses fungos habitem ambientes com condi¢des extremas, como
temperaturas elevadas ou extremamente baixas; baixa umidade; elevadas concentracdes de sal;
concentracbes diversas de pH; deficiéncia de nutrientes e altos indices de radiacdo
(GOSTINCAR; GRUBE; GUNDE-CIMERMAN, 2011). O termo 'poliextremotolerancia’ tem
sido associado a esses fungos (GOSTINCAR; MUGGIA; GRUBE, 2012).

A morfologia microscopica é caracterizada pela presenca de conidios, hifas e
coloracéo escura da parede celular. Os fungos deméaceos apresentam pleomorfismo, ou seja,
morfologia microscopica variavel na mesma espécie fungica, podendo apresentar as fases
leveduriforme, filamentosa e corpos meristematicos. Alguns desses fungos produzem formas
hifais na natureza, mas existem quase exclusivamente como corpos meristematicos (células
muriformes) no tecido infectado, enquanto outros sao hifais tanto na natureza quanto no tecido
(DE HOOG, 1993). Contudo, apresentar-se ou ndo na fase leveduriforme depende do nicho
ecoldgico no qual eles estdo inseridos ( ZHAO, 2010; SEYEDMOUSAVI et al., 2014).

Devido a tais caracteristicas possuirem importantes implicac@es na prevaléncia desses
fungos nos mais variados ambientes, o contato deles com o homem e com outros animais ndo
é incomum, e tais relacdes podem tornar-se de carater ndo harmonico em certas situacoes
(REVANKAR; SUTTON, 2010; SEYEDMOUSAVI et al., 2014).
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3.2 A IMPORTANCIA CLINICA DOS FUNGOS NEGROS

Embora a maioria dos fungos negros ndo seja patogénica, alguns estdo associados a
doengas, e afetam tanto individuos imunocomprometidos quanto imunocompetentes
(KIRCHHOFF et al., 2019). Estes fungos sdo particularmente importantes como agentes da
feohifomicose, da cromoblastomicose e do eumicetoma, em humanos e animais
(SEYEDMOUSAVI et al., 2014). As espécies mais importantes clinicamente pertencem a
familia Herpotrichiellaceae, dentro da ordem Chaetothyriales, em géneros como Exophiala,
Cladophialophora, Coniosporium, Cyphellophora, Fonsecaea, Phialophora e Rhinocladiella
(MATSUMOTO; PADHYE; AJELLO, 1987; MATSUMOTO et al., 1994; REVANKAR;
SUTTON, 2010).

O eumicetoma € uma infec¢do cutanea ou subcutanea cronica que afeta principalmente
as extremidades inferiores (Figura 1), tendo como principal caracteristica a presenca de
granulos micéticos, sendo mais frequente entre trabalhadores rurais, em paises tropicais e
subtropicais (REVANKAR; SUTTON, 2010). Essa infec¢do geralmente inicia-se com uma
pequena lesdo subcutanea, seguindo para uma progressiva destruicdo dos tecidos conjuntivos,
podendo invadir musculos, 0ssos, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (ESTRADA et
al., 2012). Pode ser causado por diversos fungos, com as espécies Madurella mycetomatis,
Madurella grisae e Scedosporium apiospermum sendo 0S agentes causais mais comuns.
Exophiala, Cladophialophora e Phialophora também ja foram descritos como agentes
etiologicos dessa doenga (THAMMAYYA,; SANYAL, 1980; TURIANSKY et al., 1995;
WERLINGER; YEN MOORE, 2005).

Figura 1 — Membro inferior direito evidenciando tipico

acometimento por eumicetoma na regido medial do tornozelo.

Fonte: Estrada et al., 2012.
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A Cromoblastomicose (Figura 2) é uma micose de carater crénico, gerada por fungos
melanizados que afligem a pele e a camada subcutanea, provocando lesdes com coloracdo
marrom. Embora possua distribuicdo cosmopolita, € mais frequente em paises de clima tropical
e subtropical. Todos os fungos causadores desta infec¢do pertencem a ordem Chaetothyriales,
na familia Herpotrichiellaceae, sendo o Fonsecaea pedrosoi o principal agente etioldgico
(QUEIROZ-TELLES, 2015; CASTRO et al., 2017). Trata-se de uma micose de implantacéo, a
qual sucede especialmente a partir de uma leséo, que serve como porta de entrada para os fungos
no tecido da pele. Apos instalados, estes desenvolvem-se de forma progressiva e se apresentam
na forma de células muriformes, que sdo patognomonicas da doenca. Tais lesdes sdo
polimorficas, sendo mais habitual uma hiperplasia granulomatosa cronica com ulceras e
exsudacdo (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Figura 2 — Lesdes nodulares com superficie elevada e cobertas por crostas

tipo couve-flor causada pela cromoblastomicose em membro superior direito.

Fonte: Lopez Martinez; Méndez Tovar, 2007.

A feohifomicose é um termo geralmente reservado para o restante das sindromes
clinicas causadas por fungos melanizados. Pode se manifestar de forma superficial, subcutanea
(Figura 3) ou disseminada, podendo formar cistos (TEIXEIRA et al., 2017). Apesar de ser mais
comum em pacientes imunodeprimidos, especialmente aqueles onde tal estado é induzido por
medicamentos usados no transplante de Orgdos, também pode afetar pacientes
imunocompetentes. Dentre 0s agentes etiologicos mais comuns estdo 0s do género Exophiala e
Phialophora, sendo reportados também casos do género Cladophialophora (FERNANDES et
al., 2007; REVANKAR; SUTTON, 2010; SABBAGA et al., 1994).



20

Figura 3 — Feohifomicose na forma de cisto

subcutaneo em membro superior direito.

Fonte: Isa-lsa et al., 2012.

3.3 APATOGENICIDADE DOS FUNGOS NEGROS

O metabolismo dos fungos negros funciona de maneira distinta entre as espécies que
formam o grupo, e tais caracteristicas estdo ligadas a sobrevivéncia desses fungos no ambiente
e no seu potencial patogénico, visto que por meio das reagdes metabdlicas os fungos sdo capazes
de adquirir os nutrientes necessarios para o crescimento e reproducdo (GOSTINCAR;
MUGGIA; GRUBE, 2012). Dentre essas caracteristicas estdo a capacidade de assimilagdo de
nitrato, hidrélise da ureia e decomposicdo de tirosina (ESPINEL-INGROFF et al., 1988;
GUGNANI; OKEKE, 1989; ZHAO, 2010).

Além disso, embora os fungos demaceos sejam bastante heterogéneos, algumas
caracteristicas comuns a grande maioria possuem implicagdes na patogenicidade, sendo as
principais: presenca de melanina e caroteno; formacdo de paredes celulares espessas;
crescimento meristematico; presenca de fases semelhantes a levedura (pleomorfismo);
termotolerancia; osmotolerancia; hidrofobicidade; producéao de sideréforos; adesdo e formacao
de biofilmes (DE HOOG et al., 2007; SEYEDMOUSAV I et al., 2014; SAV et al., 2016).

3.3.1 Halotolerancia e halofilia

Utilizado h& séculos como conservante de alimentos, o sal cristalino (NaCl), aplicado
em concentracOes elevadas, é considerado hostil a grande parte das formas de vida. Porém,
existem microrganismos que toleram ou preferem ambientes com altas concentragbes desse
mineral, sendo denominados halotolerantes os microrganismos que toleram concentracGes de

NaCl entre 1 e 6%, e halofilicos os que resistem a concentragdes maiores que 6% (ZALAR et
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al., 2007). Ja foram isoladas bactérias e fungos em ambientes hipersalinos (concentra¢éo acima
de 3,5% de NaCl), como as salinas, ou em ambientes moderadamente salinos, como o0s pantanos
salgados, o solo salino, aagua e a areia do mar ( GUNDE-CIMERMAN et al., 2000; DYALL-
SMITH; DANSON, 2001; GUNDE-CIMERMAN; RAMOS; PLEMENITAS, 2009).

A maioria das bactérias e organismos eucariéticos usa a estratégia de acumulo de
“solutos compativeis” para manter suas concentragdes intracelulares de Na* abaixo dos niveis
toxicos para as células (DIJKSTERHUIS; DE VRIES, 2006). Estas moléculas acumulam-se
nas células e equilibram a diferenca osmotica entre 0 meio que rodeia a célula e o citosol,
funcionando como um agente de tamponamento fisiologico (JENNINGS; BURKE, 1990). Os
fungos geralmente acumulam diferentes poliois, aminoacidos livres e derivados. A levedura
Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, sensivel ao NaCl usa quase exclusivamente glicerol
como osmoélito Outras leveduras acumulam polidis do ambiente, como eritritol, ribitol,
arabinitol, xilitol, sorbitol, manitol e galacticol (HOHMANN STEFAN, 2002).

3.3.2 Termotoleréncia

Além das altas concentraces de NaCl, fungos residentes da praia sdo expostos ao
calor. A termotolerancia é a capacidade de se ajustar fisiologicamente ao estresse térmico,
sendo comumente associada a seres capazes de permanecerem vivos diante de uma elevagéo de
temperatura do ambiente em que estdo inseridos (BHABHRA; ASKEW, 2005). Da 6tica da
micologia médica, um limite importante € o da temperatura média do corpo humano, que é de
aproximadamente 37 °C. Assim, visto que a capacidade de resistir a temperatura de 37°C é um
pré-requisito para o desenvolvimento de micoses em mamiferos, a presenca de fungos
termotolerantes em ambientes com grande circulagédo de pessoas tem sido associada a uma
maior incidéncia de casos dessas infeccdes (ROBERT; CASADEVALL, 2009).

A termotolerancia € uma caracteristica polifilética, pois surge através de diferentes
filos, géneros e até mesmo cepas fangicas (ROBERT; CARDINALI; CASADEVALL, 2015).
Dentre as 38 diferentes espécies do género Cryptococcus, por exemplo, somente as espécies
patogénicas C. neoformans e C. gattii sdo capazes de crescer a temperaturas iguais ou superiores
a 37 °C, reiterando o papel da termotolerancia como fator de viruléncia em fungos (PERFECT,
2006)

Sabe-se que a expressdo de algumas proteinas € crucial para o estabelecimento da
termotolerancia. Em C. neoformans, isolados incapazes de sintetizar calcineurina fosfatase

dependente de Ca?*/calmodulina e proteina RAS1 n3o crescem in vitro a 37 °C (ODOM et al.,
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1997; ALSPAUGH et al., 2000). Além disso, por ndo apresentarem crescimento & temperatura
corporal em modelo de infeccdo animal, esses isolados mutantes foram considerados
avirulentos, enfatizando a importancia da termotoleréncia para o estabelecimento da infec¢éo
(WAUGH et al., 2002).

As espécies sem termotolerancia tendem a ser saprdbias, sem habilidades infecciosas,
ou patdgenos de seres que habitam ambientes com temperaturas mais baixas, como mares
profundos ou oceanos polares, onde a temperatura permanece abaixo de 33 °C. Exemplos sdo
epizootias de Exophiala psychrophila em salmdo do Atlantico (PEDERSEN; LANGVAD,
1989) e Exophiala salmonis em truta (CARMICHAEL, 1966).

3.3.3 Dimorfismo

O termo dimorfismo refere-se a capacidade de certos fungos crescerem em duas
morfologias distintas, levedura (Figura 4) e hifa (Figura 5), dependendo das condicOes
ambientais locais. Este fendbmeno atraiu intensa investigacao cientifica, principalmente porque
o dimorfismo é um fator de viruléncia critico para muitos dos fungos que sdo patogénicos para
humanos, incluindo os fungos deméaceos agentes da feohifomicose, cromoblastomicose e
eumicetoma (LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007; ARENAS; MORENO-
COUTINO; WELSH, 2012; GAUTHIER, 2015; HATTA et al., 2021).

Figura 4 — Fotomicrografia de células da espécie Exophiala sideris
de cultura em agar de extrato de malte apresentando morfologia de levedura.

Fonte: Seyedmousavi et al., 2011.

Figura 5 — Fotomicrografia de células da espécie Exophiala sideris
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de cultura em agar de extrato de malte na morfologia de hifa.

Fonte: Seyedmousavi et al., 2011.

A temperatura é o principal fator que interfere na alteracdo morfol6gica desses fungos
(caracterizados como termicamente dimorficos), embora existam fungos dimorficos que
independem dela, podendo ter como agentes indutores a concentracdo ambiental de dioxido de
carbono ou oxigénio e a presenca de cisteina ou estradiol (ERNST; SCHMIDT, 2000). Os
fungos termicamente dimorficos geralmente desenvolvem-se como filamentosos quando a
temperatura ambiental gira entre 22 e 25°C, reproduzindo-se assim por meio de esporos. Ja em
temperaturas mais elevadas, entre 35 e 40°C, a morfologia de levedura € a mais comumente
encontrada. Por conta disso, quando associados a patologias em humanos, os fungos dimorficos
normalmente encontram-se na forma de levedura (GAUTHIER, 2015).

Assim como qualquer agente etioldgico, os fungos precisam superar as barreiras
estruturais, térmicas e imunologicas a fim de causarem infecgdes em humanos. A pele intacta é
uma das principais barreiras estruturais, sendo bastante resistente a patégenos cutaneos. Ja foi
demonstrado que, para adentrar as camadas superficiais da epiderme, as leveduras da espécie
Malassezia furfur necessitam crescer na forma de hifa, para deixarem de ser comensais e
causarem a micose conhecida como pitiriase versicolor (BONIFAZ et al., 2010). Os

mecanismos que explicam essa transi¢do ainda sdo desconhecidos.

3.3.4 Melanina
As melaninas sdo uma classe ubiqua de pigmentos biol6gicos tipicamente castanho-
escuros ou negros, com carga negativa e alto peso molecular (HILL, 1992). Possuem

insolubilidade em solventes aquosos e organicos. Em fungos causadores de micoses, podem
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agir como sequestradores de radicais oxidativos de oxigénio e derivados de nitrogénio, além de
promover protecdo contra enzimas hidroliticas produzidas por macrofagos e reduzir a
fagocitose, aumentando a resisténcia ao sistema imune e também a acdo dos antifingicos
(ROZENTAL,; ALVIANO; DE SOUZA, 1994). Devido a essas propriedades, a melanina tem
sido considerada o principal fator de viruléncia dos fungos deméaceos (LANGFELDER et al.,
2003; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; VICENTE et al., 2008).

A termotolerancia também tem sido associada a melanizagdo dos fungos demaceos. A
melanina pode aumentar a capacidade de absorver e dissipar 0 excesso de calor, evitando danos
celulares causados por altas temperaturas (ROSAS; CASADEVALL, 1997). Ademais, devido
as fortes propriedades antioxidantes dessa proteina, ha protecdo contra os radicais livres que
surgem a partir de estresse térmico (FLANAGAN; MOSELEY; BUETTNER, 1998;
MCGRAW, 2005).

Rosas e Casadevall (1997) observaram que, ao serem colocadas em banho-maria ou
freezer e sofrerem choque térmico, células melanizadas de C. neoformans obtiveram maiores
taxas de sobrevivéncia do que células ndo melanizadas. Observacdo semelhante foi feita em
estudo de Rehnstrom e Free (1996), onde conidios de Monilinia fructicola deficientes em
melanina tendiam a ser mais facilmente mortos por estresse de calor ou frio.

Ademais, ja foi demonstrado que as melaninas podem ligar-se a diversos
medicamentos (LARSSON, 1993). Ha evidéncias de que a melanina afeta a suscetibilidade de
C. neoformans a certos compostos, como anfotericina B, trifluoroperazina e peptideos
microbicidas (WANG Y; CASADEVALL A, 1994, 1996; DOERING et al., 1999). Foi
proposto que a atenuacdo da susceptibilidade de C. neoformans & anfotericina B promovida
pela melanina ocorre tanto pela diminuicdo da permeabilidade da parede celular ao fa&rmaco
quanto pela eliminacdo de radicais livres liberados pela membrana celular danificada pelo
farmaco (GOMEZ; NOSANCHUK, 2003).

Embora seja conhecida a existéncia de varios tipos de melanina no reino flngico, a
maioria é derivada do 1,8-diidroxinaftaleno (DHN) e sdo conhecidas como DHN-melaninas. A
via biossintética que catalisa a DHN foi denominada via do policetideo e reside principalmente
nos ascomicetos e deuteromicetos (BELL; WHEELER, 1986). Dentre os patdgenos fungicos
humanos que formam os precursores da melanina pela via do policetideo podem ser citados
Aspergillus nidulans, A. niger, A. fumigatus, Alternaria alternata, Cladophialophora carrionii,
Exophiala dermatitidis, Exophiala jeanselmei, F. pedrosoi, Hendersonulla toruloidii,

Phaeoannellomyces werneckii, Phialophora richardsiae, P. verrucosa, Cladophialophora
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bantiana (WHEELER, 1983; BELL; WHEELER, 1986; TAYLOR; WHEELER;
SZANISZLO, 1987; TSAl et al., 2001).

Embora a melanina seja considerada o principal fator de viruléncia dos fungos negros,
a producdo de enzimas extracelulares também tem sido associada a patogenicidade de tais
organismos, atraves da facilitacdo da invasdo tecidual, eliminacdo ou evasdo de mecanismos do
sistema imune e obtencdo de nutrientes (SOUZA et al., 2008). Dentre essas enzimas estdo as

ureases.

3.3.5 Urease

As ureases (EC 3.5.1.5, ureia amidohidrolase) sdo metaloenzimas dependentes de Ni2*
que catalisam a hidrdlise da ureia para formar aménia e acido carbamico, com a hidrolise
espontanea de acido carbamico em &cido carbonico, gerando uma outra molécula de aménia
(COX et al., 2000; SUMNER, 2013). S&o importantes na histdria da enzimologia, visto que
foram as primeiras enzimas a serem purificadas e cristalizadas. As ureases sao encontradas em
plantas, fungos e bactérias, possuindo semelhancas nas sequéncias de aminoacidos, indicando
que as ureases possuem estruturas terciarias e mecanismos cataliticos equivalentes (MOBLEY;
ISLAND; HAUSINGER, 1995).

Substrato da urease, a ureia é gerada em humanos apés a quebra de aminoacidos, sendo
uniformemente distribuida por todo o corpo, incluindo no sistema nervoso central, no tecido
adiposo subcutaneo, no soro sanguineo e no fluido de revestimento epitelial (RONNE-
ENGSTROM et al., 2001).

Por meio das ureases, varios microrganismos utilizam a ureia como fonte de nitrogénio
e, a exemplo da criptococose e da coccidioidomicose, como fator de viruléncia para doengas
humanas e de animais (OLSZEWSKI et al., 2004; MIRBOD-DONOVAN et al., 2006a). A
producdo de urease ja foi encontrada nos fungos patogénicos Cryptococcus neoformans,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii e espécies de
Trichosporon e Aspergillus (MIRBOD; SCHALLER; COLE, 2002), bem como nos agentes da
cromoblastomicose Cladophialophora carrionii e Fonsecaea pedrosoi (MONTOYA et al.,
2020).

Ja foi demonstrado que as cepas urease-positivas da levedura C. neoformans
promovem, em detrimento de uma resposta imunolégica fungicida Tipo 1 (Th1), uma resposta
imune potente do Tipo 2 (Th2) no tecido pulmonar, mas ndo protetora. Com isso, hd um

aumento significativo na carga fungica e nos danos teciduais, em comparacdo com cepas
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urease-negativas (OSTERHOLZER et al., 2009). Além disso, a resposta Th2 pode acarretar em
um processo de feedback positivo, tendo em vista que pode fornecer ureia adicional derivada
do hospedeiro ao patdgeno a medida que macrdfagos ativados convertem arginina em ornitina
e ureia (GORDON, 2003).

Estudos de C. neoformans e Coccidioides posadasii sugerem que mudancas de pH
dependentes de urease estdo envolvidas na evasdo do sistema imunologico e que a toxicidade
da amonia para as células hospedeiras promove doenca sisttmica (RUTHERFORD, 2014). No
entanto, tem sido observado que as ureases nao sdo as Unicas enzimas envolvidas na evasdo dos

fungos patogénicos do sistema imunolégico.

3.3.6 DNase

As nucleases sdo enzimas que catalisam a clivagem das pontes internucleotidicas sem
a liberagéo de fosfato inorgéanico. Essas pontes sdo extremamente resistentes a hidrélise quimica
e sdo necessarias para a estabilidade e integridade de moléculas, como os acidos nucleicos
(DNA e RNA) (LANDRY; LEVIN, 2014). Dentre as nucleases estdo as desoxirribonucleases
(DNases), uma classe heterogénea de enzimas que catalisam a hidrolise de ligacGes fosfodiéster
na estrutura do &cido desoxirribonucléico (DNA), sendo classificadas ao longo do tempo em
diversos grupos com base nas varias propriedades bioquimicas que exibem (LASKOWSKI,
1967).

Foi relatado que a levedura Candida albicans pode escapar da captura e morte das
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETSs) através da secrecdo de DNase, devido ao seu
potencial de danificar a estrutura do DNA dos neutrofilos além de atenuar a producdo de
espécies reativas de oxigénio pelos mesmos (ZHANG et al., 2017).

A producdo de DNase extracelular também foi testada e comprovada em isolados
clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii por Sanchez e Colom
(2010). Os isolados clinicos de C. neoformans produziram significativamente mais DNase
extracelular do que os isolados ambientais. Desta forma, tais resultados indicam que a DNase
de Cryptococcus pode contribuir para a viruléncia, por meio da degradacdo do DNA do
hospedeiro (SANCHEZ; COLOM, 2010).

A atividade da DNase foi descrita como necessaria para a progressao da infecgdo por
Streptococcus spp. do Grupo A, aumentando a evasdao do sistema imunoldgico inato,
especificamente evitando a morte causada por neutréfilos (SUMBY et al., 2005). Ademais, ja

foram encontrados neutréfilos na resposta inflamatéria a infeccdo por C. neoformans,



27

possuindo estreita associacdo com o tecido infectado, o que leva a crer que € possivel que a
DNase criptocécica atue de uma forma semelhante & DNase de Streptococcus (SANCHEZ;
COLOM, 2010).

3.4 PRESENCA DE FUNGOS NEGROS POTENCIALMENTE PATOGENICOS NA AREIA
DA PRAIA

Frequentemente procuradas para fins recreativos em todo o mundo, as praias sao
importantes ambientes de lazer. Assim, para que sejam utilizadas de maneira segura e sem
riscos potenciais a saude, é de fundamental importancia que tanto a &gua quanto a areia desses
locais estejam em boas condiges de higiene (SABINO et al., 2011). No entanto, tendo em vista
que as praias sao diariamente abastecidas com grandes quantidades de matéria organica pela
agua do mar, pelas plantas e pelas algas na orla e também por atividades humanas e animais
frequentes, tais condi¢des podem tornar-se inadequadas (MUDRYK; PODGORSKA, 2007).

Sousa (2017) em andlise microbioldgica das aguas da Praia de Atalaia, localizada no
municipio de Luis Correia no Estado do Piaui, observou a presenca de microrganismos, com a
contagem dentro dos parametros estabelecidos pela Portaria n° 2914/2011 do Ministério da
Saude (BRASIL, 2011). No entanto, uma analise dos pardmetros relacionados a viruléncia e
patogenicidade néo foi realizada.

O acumulo de matéria organica na areia das praias proporciona condi¢@es apropriadas
para o desenvolvimento de microrganismos heterotréficos, incluindo os fungos deméaceos, que
desempenham um papel importante na degradacdo da matéria organica acumulada nos
ecossistemas de praias arenosas (SABINO et al., 2011). Assim, a areia da praia representa um
ambiente mais adequado para o desenvolvimento de microrganismos do que a agua.

A presenca de fungos deméaceos - dentre eles os géneros Exophiala, Hortaea,
Aureobasidium e Cladophialophora - ja foi observada em amostras de areia da praia em estudos
anteriores (DE LEO et al., 2019; EFSTRATIOU; VELEGRAKI, 2010; ROMAO et al., 2015;
WEISKERGER; BRANDAO, 2020).

Dessa forma, apesar desses fungos serem saprofitos encontrados no ambiente da praia,
é importante lembrar que algumas espécies sdo passiveis de causarem doencas e podem agir
como patégenos oportunistas, especialmente em pacientes imunocomprometidos (CHEN et al.,
2014; DE HOOG et al. 2000 ). Deste modo, atividades recreativas habituais na praia que
envolvem sentar, deitar, passear e construir castelos de areia podem representar riscos a saude
para alguns banhistas (YEE et al., 2016).
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DE AMOSTRAS DE AREIA NA PRAIA DA PEDRA DO SAL

As coletas foram realizadas no dia 26 de outubro de 2020. Segundo dados da
AccuWeather (2021), a temperatura nesse dia variou entre 25 °C e 33 °C. As amostras foram
coletadas em sacos plasticos estéreis (Figura 6).

Figura 6 — Coleta em ponto de amostragem de areia seca na Praia da Pedra do Sal.

Fonte: Os autores.

Os pontos de amostragem estavam localizados nas areas de recreacao distribuidos pela
praia, tanto no lado Bravo quanto no lado Manso. Os pontos de coleta encontram-se nas
proximidades das calcadas, chuveirinhos e bares. Foram coletadas amostras de areia Umida e
areia seca.

4.2 I1SOLAMENTO

Foram retiradas 5g de cada amostra de areia, sendo posteriormente homogeneizada
por vértex durante 2 minutos em 25mL de &gua peptonada suplementada com cloranfenicol
(200 mg/L). Aliquotas de 0,1 mL dessa solucdo foram semeadas, com auxilio de uma alca de
Drigalski, em placas de Petri com 2 meios de cultura distintos: Agar Sabouraud Dextrose e
Agar Batata Dextrose (suplementado com cloranfenicol 0,1%). As placas com Agar Sabouraud
Dextrose permaneceram incubadas em estufa por 10 dias, enquanto as com Agar Batata
Dextrose permaneceram por 7 dias, ambas em temperatura de 28 °C. Tal procedimento foi
realizado em duplicata.

Ademais, foi utilizada também a técnica de flotacdo em 6leo. Nesta, foram retiradas
5g de areia das amostras para homogeneizagdo com agua peptonada suplementada com
cloranfenicol e 2 mL de 6leo vegetal estéril, seguido de agitacdo vigorosa por 5 min. Apos esse
processo, os frascos foram deixados em repouso por 20 min, sendo coletada cuidadosamente

uma aliquota de 0,1mL da interface 6leo-agua, a qual foi inoculada em Agar Mycobio. As
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placas permaneceram incubadas por 4 semanas a 28 °C, sendo o procedimento realizado em
duplicata (DIXON; SHADOMY; SHADOMY, 1980; IWATSU; MIYAIJl; OKAMOTO, 1981).
Apos o tempo de crescimento, as colonias de coloragdo escura foram isoladas e armazenadas
em Agar Sabouraud Dextrose (cultivo de até 10 dias, a 28°C). O presente projeto tem o codigo
de cadastro SisGen A22E225.
43 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS QUANTO A MORFOLOGIA

A caracterizacdo dos isolados quanto a morfologia, diferenciando-os em levedura ou
filamentoso (hifa), foi feita através da observacdo micromorfolégica e macromorfoldgica. A
analise micromorfoldgica foi realizada por meio de microscopia de luz. Na avaliacdo
macromorfoldgica, com base no crescimento em Agar Sabouraud Dextrose e Agar Mycobio,
foi avaliado o aspecto das col6nias no verso e reverso, com colénias aveludadas e pulverulentas
caracterizando morfologia filamentosa; e cremosa caracterizando morfologia leveduriforme
(DE HOOG, 1997).

44 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS QUANTO A MELANIZACAO
A caracterizacdo dos isolados quanto & melanizacdo deu-se por meio da observacado
visual da pigmentacio em Agar Sabouraud Dextrose. Os fungos deméceos produzem um

pigmento de coloragdo escura, variando do preto ao marrom.

4.5 AVALIA(;AO DE TERMOTOLERANCIA

A termotolerancia foi testada de acordo com De Hoog e colaboradores (2006). Os
isolados foram cultivados em Agar Sabouraud, em uma éarea de 20mm, e incubados a
temperatura de 37 °C por 15 dias.

O crescimento dos isolados foi classificado como 6timo quando a area ocupada pela
coldnia foi maior que 20 mm, bom quando foi de aproximadamente 20 mm e razoavel quando

ocupou uma area inferior a 20 mm.

46 AVALIACAO DE HALOTOLERANCIA E HALOFILIA

Todos os isolados flingicos foram inicialmente repicados em tubos contendo Agar
Batata e incubados em estufa a 28 °C de 2 a 7 dias. As suspensdes dos fungos foram preparadas
em solucdo salina estéril e padronizados em espectrofotdmetro com £ = 530 nm, até se obter
um valor de transmitancia de 90 %, afim de atingir uma concentracdo final de microrganismos
entre 1 x 10%a 5 x 10° UFCs/mL.
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O teste com NaCl foi realizado em meio liquido (Caldo Sabouraud Dextrose) disposto
em placas de 96 pocos. Foram testadas as seguintes concentracdes de NaCl: 2,5%; 5%; 7,5%;
10%; 15% e 20%, sendo classificados como halotolerantes os microrganismos que toleraram
concentrac@es inferiores a 5% e halofilicos os que resistem a concentragfes maiores que 5%.
As suspensOes padronizadas dos isolados fungicos foram testadas em duplicata em cada
concentracdo e incubadas em estufa a 28 °C por 15 dias. O resultado positivo foi visualizado

com a turvacdo do meio, decorrente do crescimento da cultura.

4.7 DETECCAO DE PRODUCAO DE UREASE

Foi determinada a partir da inoculacdo dos isolados em tubos contendo meio de ureia-
agar-base e incubados a 30 °C por 7 dias (CHRISTENSEN, 1946; SEELIGER, 1956). A
producdo da enzima foi confirmada pela mudanca de cor devido a utilizacdo da ureia e
consequente formacgdo de aménia, a qual leva a alcalinizagcdo do meio, passando de amarelo

para rosa ou vermelho devido a presenca do indicador de pH vermelho de fenol.

48 DETECCAO DE PRODUCAO DE DNASE

Foram utilizadas placas de Agar DNase suplementado com azul de toluidina. Cada
isolado foi inoculado na superficie do meio, em uma area de 20 mm, em duplicata, e incubado
a 30T por 15 dias. As leveduras capazes de despolimerizar o DNA contido no meio exibiram
zonas réseas ou claras (halos) ao redor das coldnias, enquanto os microrganismos sem atividade

ndo alteraram o0 meio.
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5 RESULTADOS

Dentre os isolados de fungos demaceos obtidos, 11 (37,9%) foram isolados com
auxilio da técnica de flotagdo em 6leo, utilizada para o processamento das amostras inoculadas
em Agar Mycobio, e 18 (62,1%) foram obtidos das amostras inoculadas em Agar Sabouraud
Dextrose e Agar Batata Dextrose. Ademais, 15 (51,7%) isolados permaneceram com aspecto
leveduriforme e 14 (48,3%) alteraram a morfologia para fungo filamentoso com o passar dos
dias, ap0s apresentaram-se primeiramente como levedura.

Todos os isolados cresceram na temperatura de 37 °C no periodo de 15 dias, sendo 20
(69%) com o crescimento classificado como 6timo, 4 (13,8%) com crescimento bom e 5
(17,2%) com desenvolvimento razodvel. Na avaliacdo de halotolerancia, todos os isolados
foram capazes de crescer na maior concentracdo de NaCl testada (20%). Ja em relacdo a
producdo de urease, 10 (34,5%) isolados foram positivos, enquanto 19 (65,5%) nao
apresentaram producdo da enzima. Apenas 2 (6,9%) isolados demonstraram capacidade de

hidrolisar DNA extracelular. Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados das caracteristicas associadas a patogenicidade dos isolados de
fungos demaceos testados.

Positivo Negativo
Crescimento a 37°C 29 (100%) -
Tolerancia a NaCl 20% 29 (100%) -
Producdo de urease 10 (34,5%) 19 (65,5%)

Producéo de DNase 2 (6,9%) 27 (93,1%)
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6 DISCUSSAO

Embora a existéncia de microrganismos na areia da praia seja algo previsivel, tendo
em vista que a areia possibilita 0 acimulo deles durante os ciclos das marés, a presenca de
espécies com potencial patogénico pode representar um perigo para a satude (VOGEL et al.,
2007). Este estudo é o primeiro a fornecer dados sobre populacdes de fungos negros em areia
de praia no litoral do Piaui.

O pleomorfismo é uma caracteristica fundamental tanto para a resisténcia dos fungos
demaceos no ambiente quanto para o sucesso na infeccdo do hospedeiro (ERNST; SCHMIDT,
2000). Neste estudo, observou-se que 14 isolados (48%) mudaram a morfologia no decorrer
dos testes, apresentando-se primeiramente como levedura e posteriormente com aspecto
filamentoso, o0 que reitera a capacidade de tais fungos adaptarem-se as condi¢fes do ambiente
em que se encontram e sugerem seu potencial patogénico.

Por meio da morfologia filamentosa, o crescimento das hifas permite a rapida
expansdo e penetracdo no substrato, facilitando assim a absorcdo de nutrientes e colonizacao
do ambiente (STERFLINGER; KRUMBEIN, 1995; VICENTE et al., 2014). Tais propriedades
sdo essenciais para fungos de origem semelhante aos que foram testados neste estudo,
denominados oligotréficos, provenientes de um ambiente escasso de matéria organica e
deficiente em nutrientes.

Em relacdo a transicdo para a morfologia de levedura, embora a literatura careca de
estudos com fungos demaceos, houveram avancos substanciais nos ultimos anos na
compreensdo desse processo. Para Blastomyces dermatitidis e H. capsulatum, fungos
dimorficos ndo demaceos, ja foi demonstrado que a histidina quinase hibrida codificada pelo
gene DRK1 (quinase reguladora de dimorfismo-1) € essencial no processo de transicdo para
morfologia de levedura que ocorre a 37 °C, além de ser importante na viruléncia desses fungos.
No entanto, quando houve delecdo do DRK1, observou-se que B. dermatitidis e de H.
capsulatum cresceram como hifa a 37 °C, além de torna-las avirulentas (NEMECEK;
WUTHRICH; KLEIN, 2006).

Alguns trabalhos ja demonstraram que a transicdo para a morfologia de levedura
propicia a expressdo de genes criticos para a evasdo imunoldgica, para a sobrevivéncia
intracelular e para a disseminacdo (KEATH E J et al., 1989; WEST BATANGHARI et al.,
1998; ENGLE; GOLDMAN, 2000; HUNG CHIUNG-YU et al., 2002; SEBGHATI BOHSE
MEGAN L.; WOODS JON P., 2005). Os genes BAD1 e CBP1, por exemplo, sdo transcritos

apenas na fase de levedura. Em B. dermatitidis, BAD1 codifica uma adesina que liga a levedura



33

as celulas hospedeiras, além de promover a evasdo imunoldgica ao bloquear a producdo de
TNF-a e inibir a ativagdo de linfécitos T CD4 + (BRANDHORST et al., 2013). Ja no H.
capsulatum, a CBP1 codifica uma proteina que atua ligando-se ao calcio e lipideos, cuja acdo
é essencial para a sobrevivéncia desses fungos dentro dos macréfagos (BECK et al., 2009).

Levando-se em consideracao que as coletas foram realizadas entre 0s meses de outubro
e novembro de 2020, periodo este de estiagem em grande parte do Estado do Piaui, percebe-se
que tais fungos possuem uma resisténcia consideravel ao calor, baixa umidade e radiacdo
ultravioleta (GOSTINCAR; MUGGIA; GRUBE, 2012). Tendo em vista que os isolados desse
estudo sdo fungos deméaceos, a melanina pode ter exercido um papel crucial na resisténcia a
esses fatores ambientais.

A avaliacdo da termotolerancia ratificou a resisténcia dos isolados, visto que todos
foram capazes de crescer a 37 °C. Em um trabalho anterior de Paolo et al. (2006), o papel da
melanina na protecdo contra o estresse por calor foi observado para a espécie Exophiala
dermatitidis, onde mutantes deficientes em melanina produziram conidios que eram mais
suscetiveis a altas temperaturas, sendo incapazes de crescer ao aquecimento até 40 °C. Além
disso, um estudo comparativo de Sun et al. (2011) entre cepas de Fonsecaea monophora albinas
(desprovidas de melanina na parede celular) e ndo albinas, mostrou que as cepas albinas
possuiam uma maior susceptibilidade ao pH &cido, a alta radiagdo UV e ao estresse oxidativo.

O papel da melanina na protecéo contra a radiacéo ultravioleta solar (fotoprotecao) em
fungos ja € bem conhecido. Enquanto outros pigmentos bioldgicos s6 séo capazes de absorver
uma faixa estreita de frequéncias de luz, a estrutura complexa das melaninas propicia a absor¢ao
e dissipacdo de toda a porcdo UV-visivel do espectro eletromagnético (MEREDITH; SARNA,
2006). Além disso, Eisenman e Casadevall (2012) relataram propriedades radioprotetoras da
melanina por meio da sua populacdo estavel de radicais livres, que elimina radicais livres
gerados pela radiagéo.

Tem-se o conhecimento de que a melanina contribui na halotolerancia de fungos
demaceos (KOGEJ et al., 2004) e que tal caracteristica € de suma importancia para viruléncia
desses fungos (DE HOOG, 1993), embora ndo esteja totalmente elucidado. A hipotese mais
aceita é de que sua presenca favoreca a integridade da parede celular, o que dificulta a perda do
contetdo intracelular (KEJZAR et al., 2013). Neste estudo, todos os isolados foram capazes de
crescer em concentracao de 20% de NaCl. J& foi demonstrado que niveis ligeiramente elevados
de sal determinam a ocorréncia de Exophiala dermatitidis nos pulmdes de pacientes com fibrose
cistica (DE HOOG, 1993).
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Além do papel da melanina na resisténcia a fatores ambientais, ja foi observada a sua
importancia para patogénese de fungos deméaceos. Uma avaliagdo comparativa de Poyntner et
al. (2018) entre cepas selvagens de E. dermatitidis e cepas mutantes deficientes em melanina,
em um modelo de cultura de pele ex vivo, mostrou que os fungos do tipo selvagem eram mais
invasivos, visto que foram capazes de colonizar completamente o estrato corneo, invadir a pele
e infectar os queratindcitos, enquanto 0os mutantes cobriram apenas parcialmente a pele e nao
apresentavam capacidade de invasao.

Por meio da técnica de flotacdo em 6leo, utilizada para o processamento das amostras
inoculadas em Agar Mycobio, foram obtidos 11 isolados (37,9%). Devido & utilizagio de 6leo
vegetal nesta técnica, assume-se que tais isolados sdo hidrofdébicos. Tal caracteristica € de suma
importancia para microrganismos patogénicos, pois facilita a adesdo desses no tecido do
hospedeiro, possibilitando a colonizacdo, a consolidagcdo da infeccdo e, possivelmente, a
formagcdo de biofilmes (HAZEN, 1989; RAUT; RATHOD; KARUPPAYIL, 2010;
YOSHIJIMA et al., 2010).

A atividade da urease estad diretamente ligada a patogénese de fungos. No presente
estudo, foi confirmada a presenca da enzima em 10 dos 29 isolados testados (34,5%). No estudo
de Montoya et al. (2020) com 29 isolados clinicos de Cladophialophora carrionii e 11 de
Fonsecaea pedrosoi, a producdo de urease foi avaliada e obteve resultados com valores mais
expressivos, sendo positiva em 26 (89,6%) dos isolados de C. carrionii e 10 (90%) de F.
pedrosoi. Tais resultados corroboram com a hipdtese de que o contato com o hospedeiro pode
estimular a producdo de urease, e reafirma a sua importancia para patogénese dos fungos
negros.

A viruléncia da urease esta ligada a diversos fatores, incluindo: alteracdo do pH, que
reduz a acidificacdo e a maturacdo dos fagolisossomos nas células fagociticas, prejudicando a
morte do patdgeno e a apresentacao do antigeno; perturbacgdo da resposta imunoldgica fungicida
Th1, tornando-a ineficaz; utilizagdo da ureia como fonte de nitrogénio pelo fungo e producao
de amobnia, a qual é téxica para as células do hospedeiro (GORDON, 2003; MIRBOD-
DONOVAN et al., 2006b; OSTERHOLZER et al., 2009; RUTHERFORD, 2014).

As DNases, por sua vez, ja demonstraram ter papel importante na viruléncia de fungos
patogénicos, auxiliando-os na evaséo da resposta imune inata mediada por neutrdéfilos e atuando
na degradacio do DNA do hospedeiro (SANCHEZ; COLOM, 2010; ZHANG et al., 2017). No
nosso estudo, a enzima foi pouco detectada, sendo apresentada em apenas 2 isolados (6,9%).

Resultados semelhantes foram encontrados por Sav et al. (2016) em um estudo com 8 cepas
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clinicas e 218 ambientais de Exophiala spp., no qual apenas trés cepas expressaram DNase.
Nossos achados também corroboram com o estudo de Montoya et al. (2020), com 29 isolados
clinicos de Cladophialophora carrionii € 11 de Fonsecaea pedrosoi, em que todos foram
negativos para producdo de DNAse.

O conhecimento sobre a ecologia e a evolugdo é essencial para um melhor
entendimento da patogenicidade e do oportunismo de fungos ambientais. Logo, é notavel a
importancia do desenvolvimento de pesquisas como esta, que analisam a diversidade fisiologica
desses fungos, assim como o seu perfil de viruléncia. Contudo, a futura caracterizacdo dos
isolados quanto a espécie possibilitard uma melhor comparagdo com outros estudos. Além
disso, a comparacdo entre isolados clinicos e ambientais devera trazer uma visdo mais ampla
da importancia dos fatores relacionados a patogenicidade. Deste modo, a analise comparativa
desses fatores em isolados ambientais e clinicos pode ser uma vertente notavel de pesquisas

futuras.
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7 CONCLUSAO

A presenca de fungos deméaceos em amostras de areia sugere um potencial risco a
saude dos usuarios das praias, principalmente porque muitos isolados apresentaram importantes
fatores de viruléncia. E consenso que as caracteristicas avaliadas neste estudo — melanizago,
dimorfismo, hidrofobicidade, termotolerancia, producdo de urease e DNase — sdo essenciais
para a colonizacao do hospedeiro. Portanto, nossos resultados apontam que os fungos isolados
da areia da costa litordnea do Piaui podem expressar fatores de patogenicidade e apresentam
alta capacidade de persisténcia no ambiente. Desta forma, espera-se que tais resultados possam
auxiliar no entendimento das questdes referentes a tendéncia destes fungos em causar infec¢oes

em humanos e animais, pois a literatura atual carece de estudos que avaliam essa correlacao.
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