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RESUMO

A esporotricose ¢ uma micose subcutinea com ampla distri-
bui¢do mundial causada por fungos do género Sporothrix. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade genética de
isolados de S. schenckii no Brasil e em paises do Continente
Americano. Foram selecionadas sequéncias dos genes calmo-
dulina (cal) e beta-tubulina de S. schenckii provenientes de
diversos paises do Continente Americano, obtidos no Centro
Nacional de Informacodes Biotecnologicas (NCBI). O alinha-
mento multiplo foi realizado pelo software Clustal W e a anilise
filogenética foi realizada no software Mega 5.0®. Foram in-
cluidas 70 sequéncias do gene cal e 50 sequéncias do gene be-
ta-tubulina. De acordo com o gene cal, as amostras brasileiras
demonstraram similaridade e se agruparam no mesmo clado
daquelas provenientes de paises da América do Sul. O gene
beta-tubulina demonstrou que apesar de serem provenientes da
mesma regido geografica, as amostras brasileiras demonstra-
ram grande diversidade genética.

PALAVRAS-CHAVE: Sporothrix; Esporotricose; Filogenia;

Calmodulina.

ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis with worldwide distribu-
tion caused by fungi of the genus Sporothrix. The aim of this study
was to evaluate the genetic diversity of isolates of S. schenckii in
Brazil and in countries of American Continent. Were selected se-
quences of the genes calmodulin (cal) and beta-tubulin of S.
schenckii from several countries of American Continent obtained
from the National Center for Biotechnology Information (NCBI).
The multiple alignment was performed by the Clustal W software
and the phylogenetic analysis was performed by Mega 5.0® soft-
ware. A total of 70 sequences of the gene ca/ and 50 sequences of
the beta-tubulin gene were included. According to the cal gene,
Brazilian samples showed similarity and was clustered in the same
clade than those from countries in South America. The be-
ta-tubulin gene showed that despite being from the same geo-
graphical region, the Brazilian samples presented high genetic
diversity.

KEYWORDS: Sporothrix; Sporotrichosis; Phylogeny; Cal-
modulin.
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1. INTRODUCAO

O género Sporothrix compreende um grupo de fun-
gos termodimorficos que causam esporotricose em hu-
manos e animais. A infec¢do se inicia a partir de um
trauma na pele decorrente do contato com o solo e maté-
ria vegetativa em decomposigdo (plantas, lascas de ma-
deira, espinhos)'. Adicionalmente, contaminagdo pode
ocorrer pela inalagdo, podendo levar a forma pulmonar
da doenga, entretanto esta via de infec¢do ¢ rara?.

A esporotricose ¢ a micose cutdnea e subcutidnea
mais frequente em areas urbanas. Apesar da ampla dis-
tribuigdo mundial, paises tropicais e subtropicais sdo
considerados areas endémicas e com altas prevaléncias
da doenca, como Brasil, México, Peru, China e Africa
do Sull343,

No Brasil, a esporotricose ¢ mais frequente nas regi-
oes Sul e Sudeste sendo Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul os estados que possuem a maior incidén-
cia € prevaléncia®’. Nas ultimas décadas, a prevaléncia
da doenga tem se modificado, assim como o modo de
transmissdo e a distribuigdo geografica. Alguns fatores
ambientais, a melhora no diagndstico ¢ da urbanizagdo,
sdo fatores que explicam tais alteragdes®.

Estudos moleculares tem demonstrado que varias
espécies de Sporothrix tém sido isoladas a partir de
amostras clinicas de pacientes com esportricose”'?. Nes-
te sentido, a identificagdo molecular da espécie causa-
dora da doenca se faz necessario, uma vez que diferentes
espécies apresentam diferentes interagcdes com o hospe-
deiro e uma identifica¢do incorreta resulta diretamente
no tratamento e evolugdo clinica tanto de humanos como
de animais infectados.

Os métodos moleculares tém sido utilizados para
aumentar as taxas de detecgdes das infecgdes, princi-
palmente nos casos de culturas que sdo negativas devido
ao baixo numero de células ou em casos de infecces
secunddrias'">'2. Em relagdo a esporotricose, a codifica-
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¢do das proteinas calmodulina (cal) ¢ beta-tubulina fun-
cionam como um método padrdo-ouro para a analise
filogenética na identificacdo do S. schenckii'®3. A ele-
vada conservacdo das sequéncias de aminoacidos faz
com que, principalmente, a beta-tubulina seja conside-
rada um excelente marcador molecular. Adicionalmente,
os genes que codificam estas proteinas possuem uma
elevada conservagdo entre espécies similares, mas vari-
am em relagdo a fungos de outros filos, o que contribui
para a sua utilizagdo no diagndstico molecular da espo-
rotricose!* 13,

Considerando os métodos de diagndstico disponiveis,
a biologia molecular vem se destacando uma vez que as
técnicas empregadas apresentam maior sensibilidade e
especificidade do que os métodos fenotipicos de identi-
ficagdo'®. O conhecimento do perfil molecular dos mi-
crorganismos circulantes causadores da esporotricose
contribui para o tratamento, uma vez que as amostras
com grande diversidade genética podem também impli-
car em uma maior resisténcia as drogas utilizadas. Desta
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a diver-
sidade genética dos genes calmodulina (cal) ¢ be-
ta-tubulina assim como comparar as fontes de obtengao
de isolados de Sporothrix schenckii provenientes do
Brasil e de diversos paises do continente americano.

2. MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram selecionadas amostras sequenciadas de S.
schenckii para os genes calmodulina (cal) e be-
ta-tubulina com aproximadamente 700pb, provenientes
de diversos paises do Continente Americano. Esses
dados estdo disponibilizados e foram obtidos no Centro
Nacional de Informagdo Biotecnologica (NCBI - Natio-
nal Center for Biotechnology Information) pelo site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

As amostras selecionadas foram incluidas em um
banco de dados e foram renomeadas para padronizagao
dos dados e posterior analise filogenética. As informa-
¢oes sobre a fonte de isolamento das amostras selecio-
nadas foram obtidas por meio de consulta aos artigos
cientificos dos quais as amostras eram provenientes.
Estes dados também foram obtidos no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Analise filogenética

Inicialmente, foi realizado o alinhamento multiplo
das amostras selecionadas pelo software Clustal W'7. A
confirmagdo da espécie foi realizada pela da submisséo
das mesmas no programa BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool — NIH).

A andlise filogenética para cada marcador génico
(cal e beta-tubulina) foi realizada no software MEGA
5.0® ' com o método de Agrupamento de Vizinhos
(Neighbour Joining, NI)!° sob o modelo Kimu-
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ra-2-pardmetros (K2P)* para correcio das distincias
nucleotidicas. A confiabilidade de cada né da arvore
filogenética foi estimada pelo método de Bootstrap com
1000 réplicas?!.

3. RESULTADOS

Foram selecionadas 70 amostras de S. schenckii se-
quenciadas para o gene cal e 50 amostras sequenciadas
para o gene beta-tubulina. Os isolados de S. schenckii
foram agrupados de acordo com regido geografica e a
fonte de obtengdo das amostras foi classificada de acor-
do com a forma clinica em linfocutdnea (LC), cutinea
(C), disseminada (D), forma clinica ndo especificada
(N/E), ndo aplicavel (N/A) quando a fonte era desconhe-
cida ou esta informacgao ndo esteve presente nos dados
analisados e ainda, esporotricose felina (EF) e fonte am-
biental (A) quando a amostra foi isolada a partir do am-
biente.

Dentre as 70 amostras do gene cal, 27 (38,6%) eram
provenientes do Brasil, 25 (35,7%) eram provenientes da
Venezuela, 11 (15,7%) eram provenientes dos Estados
Unidos (EUA), seis (8,6%) eram provenientes do Peru e
apenas uma (1,4%) era proveniente do México. Consi-
derando as 50 amostras do gene beta-tubulina, 29 (58%)
eram provenientes do Brasil, 13 (26%) eram provenien-
tes do Peru, trés (6%) eram provenientes dos EUA, trés
(6%) eram provenientes da Argentina, uma (2%) era
proveniente da Bolivia e uma (2%) era proveniente da
Colombia. A tabela 1 demonstra a fonte de obtencdo das
amostras de S. schenckii sequenciadas para os genes cal
e beta-tubulina.

De acordo com a analise filogenética gene cal, a si-
milaridade das amostras variou de 23% a 99% (Figura 1).
As amostras provenientes de paises da América do Norte
como EUA e México demostraram similaridade de 97%.
Curiosamente, foi possivel detectar somente uma amos-
tra brasileira (SCC69) neste mesmo clado.

Considerando as amostras da América do Sul, obser-
vamos que a maioria das amostras se agrupou em um
mesmo clado, demonstrando similaridade de 64%. Dois
isolados (SSC40, SSC41) brasileiros demonstraram si-
milaridade de 99% entre si. De modo geral, a andlise
filogenética demonstrou que as amostras se agruparam
com aquelas provenientes de paises proximos, ou seja,
da mesma regido geografica (Figural).

Apds a analise filogenética do gene cal, consideran-
do apenas os isolados brasileiros, foi possivel observar
uma variacao entre 61% a 100% de similaridade entre as
amostras (Figura 2). Os isolados do estado do Piaui
(SSCO05) e Para (SSC16) demostraram similaridade de
93% entre si. A maioria dos isolados era proveniente das
regides Sul e Sudeste do pais e se agruparam em um
mesmo clado, com excecdo de um isolado do Distrito
Federal (DF) que demonstrou 63% de similaridade com
amostras de Sao Paulo (SP) e Parana (PR). De forma
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geral, as amostras brasileiras demonstraram ser pareci-
das entre si, independente da regido geografica.
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Figura 1. Analise filogenética dos isolados de S. schenckii proveni-
entes de diversos paises do Continente Americano construida pelo
software MEGA 5.0® pelo método Neighbor-Joining para o gene cal.
A porcentagem de replicatas da arvore nas quais os clados foram agru-
pados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) esta demonstrada proxi-
mo aos bragos. A arvore foi desenhada para escala, com o tamanho dos
bragos nas mesmas unidades daquelas da distancia evolucionaria (cal-
culada pelo método Kimura 2 parametros) utilizada para inferir a ar-
vore filogenética.

A analise filogenética do gene beta-tubulina de-
monstrou uma grande diversidade entre os isolados dos
diversos paises do Continente Americano. Uma simila-
ridade de 100% foi detectada entre as amostras brasilei-
ras, enquanto que os isolados do Peru (SSC33) e Co-
l6mbia (SSC48) apresentaram baixa similaridade (20%)
em relacdo ao isolado da Argentina (SSC47) (Figura 3).
As amostras provenientes de paises da América do Sul
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com proximidade geografica incluindo as amostras do
Peru (SSC32, SSC45, SSC34, SSC46) e Bolivia (SSC35)
demonstraram uma similaridade de 66% enquanto que
amostras do Peru (SSC33) e Coléombia (SSC48) de-
monstraram uma similaridade maior (88%). Os isolados
dos EUA se agruparam em um caldo isolado assim como
as amostras do Peru e demonstraram similaridade de
95% e 70%, respectivamente (Figura 3).
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Figura 2. Analise filogenética dos isolados brasileiros de S. schenckii
construida pelo software MEGA 5.0® pelo método Neighbor-Joining
para o gene cal. A porcentagem de replicatas da arvore nas quais os
clados foram agrupados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) esta
demonstrada préoximo aos bragos. A arvore foi desenhada para escala,
com o tamanho dos bragos nas mesmas unidades daquelas da distancia
evoluciondria (calculada pelo método Kimura 2 parametros) utilizada
para inferir a arvore filogenética. N/A: Nao aplicavel (informagao sobre
procedéncia ndo disponivel).

A andlise filogenética para o gene beta-tubulina,
considerando apenas isolados brasileiros, demonstrou
que a similaridade variou entre 31% a 81%. Todos os
isolados eram provenientes da regido Sudeste, mais es-
pecificamente dos estados do Rio de Janeiro (RJ) e Sao
Paulo (SP). A maioria das amostras do Rio de Janeiro se
agruparam no mesmo clado (Figura 4). De modo geral,
os isolados brasileiros demonstraram grande diversidade
entre si apesar de ser de regides geograficas proximas.
Somente duas amostras (SSC11 e SCC12) provenientes
do estado do RJ demonstraram similaridade de 81%.
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Figura 3. Analise filogenética dos isolados de S. schenckii provenientes
de diversos paises do Continente Americano construida pelo software
MEGA 5.0® pelo método Neighbor-Joining para o gene beta-tubulina.
A porcentagem de replicatas da arvore nas quais os clados foram agru-
pados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) esta demonstrada proximo
aos bragos. A arvore foi desenhada para escala, com o tamanho dos
bragos nas mesmas unidades daquelas da distancia evolucionaria (cal-
culada pelo método Kimura 2 parametros) utilizada para inferir a arvore
filogenética.
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Figura 4. Anélise filogenética dos isolados brasileiros de S. schenckii
construida pelo software MEGA 5.0® pelo método Neighbor-Joining
para o gene da beta-tubulina. A porcentagem de replicatas da arvore nas
quais os clados foram agrupados no teste de Bootstrap (1000 replicatas)
esta demonstrada proximo aos bragos. A arvore foi desenhada para
escala, com o tamanho dos bragos nas mesmas unidades daquelas da
distancia evoluciondria (calculada pelo método Kimura 2 pardmetros)
utilizada para inferir a arvore filogenética.

4. DSICUSSAO

O aprofundamento de estudos sobre a esporotricose
tem levantado questionamentos devido ao surgimento de
novos conhecimentos sobre a doenca. Sabe-se que exis-
tem diversas espécies patogénicas dentro deste complexo
e com ampla distribui¢do geografica. O aparecimento de
novos tipos transmissdo (zoonoética por arranhaduras e
espirros de felinos), como também a quantidade do ind-
culo, da imunidade do hospedeiro, da viruléncia da
amostra e da temperatura que se encontra no ambiente,
podem favorecer e influenciar as diferentes manifesta-
¢oes clinicas®.

Em paises como a Colombia a forma clinica pre-
dominante € a cutdnea enquanto que no México, a forma
linfatica é a mais frequente??>. No nosso estudo, conside-
rando as amostras do gene cal, a forma clinica predomi-
nante foi a linfocutdnea. No estudo de Rodrigues ef al.
(2013)* a maioria dos isolados obtidos era proveniente
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de esporotricose felina e de amostras clinicas de esporo-
tricose humana. Considerando as amostras do gene be-
ta-tubulina, a forma clinica predominante foi a cutanea.
Adicionalmente, foi observada uma maior variedade de
fontes de obtengdo das amostras, incluindo formas mais
severas da doenca, como a esporotricose disseminada,
quando comparadas as sequéncias génicas isoladas a
partir do gene cal.

A esporotricose era considerada uma doenga cronica
que tinha exclusivamente S schenckii como agente etio-
logico. A partir do sequenciamento de genes foi de-
monstrado que o complexo Sporothrix é composto por
espécies cripticas, ou seja, idénticas morfologicamente,
porém distintas geneticamente incluindo as espécies S.
albicans, S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei, Sporothrix
mexicana e S. schenckii**. A prevaléncia da esporotrico-
se em paises do Continente Americano e o descobri-
mento de diversas espécies patogénicas t€m levado ao
aprofundamento de estudos genéticos com a finalidade
de uma identificagdo precisa do agente etiologico. Neste
estudo foram utilizados os genes cal e beta-tubulina
como marcadores moleculares para avaliar a variabili-
dade genética em isolados brasileiros e entre isolados de
alguns paises do Continente Americano.

Conceitualmente a analise filogenética ¢ a relagdo
historica, resultante da evolugdo de espécies, represen-
tada em forma de uma arvore filogenética?. Varios mi-
crorganismos possuem constitutivamente o gene cal,
entretanto, especialmente em Sporothrix, este gene pos-
sui pouca variagdo nas regides codificantes de proteinas
e quando ocorrem sdo substitui¢des sindnimas, garan-
tindo a preservacdo da fungdo original da proteina®. Por
este motivo, o gene cal/ vem sendo utilizado para a iden-
tificacdo molecular de isolados de S. schenckii ¢ desta
forma, cada vez mais sequéncias estdo disponiveis nas
bases de dados publicas.

De acordo com os resultados da analise do gene cal,
observamos uma similaridade relativamente alta entre os
isolados de paises geograficamente préoximos como no
caso das amostras dos EUA e México assim como Brasil
e Venezuela. Uma grande similaridade entre os isolados
também foi observada quando avaliamos apenas as
amostras brasileiras, o que nos leva a especular que as
amostras circulantes no pais, assim como as amostras
circulantes em paises proximos, sdo provenientes de um
mesmo clone. Marimon et al. (2007)'° avaliaram a di-
versidade genética do gene cal em isolados de S. schen-
ckii e encontraram similaridade de 100% entre amostras
obtidas nos EUA. Assim como no nosso estudo, Fer-
nandes et al. (2013)?” também demonstraram alta simila-
ridade (87%) entre isolados brasileiros avaliados para o
gene cal o que reforga a ideia de que os isolados brasi-
leiros ndo possuem grande diversidade genética entre si.

Em relagdo ao gene beta-tubulina, observamos que
as amostras provenientes dos EUA permaneceram agru-
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padas em um mesmo clado, enquanto que uma similari-
dade menor (20%) foi encontrada entre isolados de al-
guns paises da América do Sul como Argentina, Peru e
Colombia. Entretanto, quando avaliamos apenas as
amostras brasileiras, observamos uma maior variabili-
dade genética quando comparado ao gene cal. No estudo
de Marimon et al. (2006)° foi detectado uma alta simila-
ridade para o gene beta-tubulina entre isolados de S.
schenckii no Peru. Desta forma, acreditamos que o gene
cal funcione como um melhor marcador molecular do
que o gene beta-tubulina entre as amostras de S. schen-
ckii brasileiras.

5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram que as
amostras de S. schenckii circulantes tendem a ser mais
parecidas geneticamente com os isolados da mesma re-
gido geografica. O estudo molecular dos isolados de S.
schenckii ¢ uma ferramenta importante no diagnostico da
esporotricose, uma vez que contribui para o conheci-
mento da amostra e permite uma melhor conduta tera-
péutica nos casos de amostras resistentes ao tratamento
convencional. Cabe ressaltar que sem tratamento ade-
quado, a doenca pode evoluir para as manifestagdes
graves em seres humanos e animais. Desta forma, o di-
agndstico preciso e precoce assim como programas de
educacdo e tratamento adequado contribui para a con-
tencdo e propagacao da doenga.
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