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RESUMO

A cromoblastomicose é uma micose subcutanea cronica e negligenciada, associada principalmente a
fungos demaceos do género Fonsecaea. As vesiculas extracelulares (EVs) participam da comunicacdo
entre fungos e hospedeiros e podem transportar moléculas relacionadas a viruléncia. Este estudo teve
como objetivo caracterizar EVs e investigar diferencas entre isolados flingicos com diferentes graus
de viruléncia. Devido a dificuldade de obtencio da espécie inicialmente prevista, foram utilizados os
isolados ABMT e LCDF de Fonsecaea monophora, classificados como de maior e menor viruléncia,
respectivamente. As EVs foram obtidas por centrifugacao diferencial e cromatografia de exclusao por
tamanho e caracterizadas por nanocitometria, SDS-PAGE, marcag¢do com MemGlow 488, microscopia
de fluorescéncia e microscopia eletrénica de transmissao. Foram observadas particulas na ordem de
10" particulas/mL, com didmetros médios entre 132 e 137 nm, sem diferencas estatisticamente
significativas. Os resultados indicam a presenca de EVs nos dois isolados e diferencas fenotipicas
preliminares.

Palavras-chave: Cromoblastomicose; Fonsecaea spp.; Vesiculas Extracelulares.

INTRODUCAO

Entre as doengas tropicais negligenciadas, ha a cromoblastomicose, uma micose subcutdnea
cronica causada principalmente por fungos demdaceos dimoérficos. Esses fungos, encontrados no
ambiente em sua forma micelial, sdo capazes de se transformar em células muriformes quando estao
dentro do hospedeiro. Tal dimorfismo consiste em uma forma de resisténcia e adaptagdo ao corpo do
hospedeiro, protegendo o patégeno do sistema imune, assim como a melanina produzida por esses
fungos, a qual esta relacionada a prote¢ido contra condicdes adversas e mecanismos de defesa do
hospedeiro, contribuindo para sua persisténcia no organismo (Popovic et al., 2026; Xin et al., 2025).
A doenga apresenta evolugdo prolongada e dificuldades terapéuticas, constituindo um importante
problema de saude publica em areas endémicas (Popovic et al.,, 2026).

Entre os agentes associados a doenca encontra-se Fonsecaea monophora, espécie que
apresenta relevancia clinica e pode estar relacionada a manifestacdes de maior gravidade, como
infecgdes que podem afetar também o sistema nervoso central (Smith et al.,, 2026). A compreensado
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dos mecanismos envolvidos na patogenicidade desses fungos permanece limitada, sendo necessaria
a investigacdo de fatores que possam contribuir para diferentes graus de viruléncia.

As vesiculas extracelulares (EVs) sdo estruturas delimitadas por bicamada lipidica capazes de
transportar proteinas, lipidios, dcidos nucleicos e outras moléculas biologicamente ativas. Em fungos,
essas estruturas podem participar da comunica¢do celular, da interacio com o hospedeiro e do
transporte de componentes associados a viruléncia (Mota et al., 2026). Estudos realizados com
Fonsecaea demonstraram que as EVs podem apresentar caracteristicas distintas de acordo com as
condi¢des de crescimento e o grau de patogenicidade, além de interagirem com células do sistema
imune, como macro6fagos (Las-Casas et al., 2022; Rodrigues et al., 2025).

Nesse contexto, a caracterizagdo das EVs produzidas por isolados com diferentes graus de
viruléncia pode contribuir para a compreensao da interacdo fungo-hospedeiro e para a identificagao
de componentes com potencial como marcadores moleculares relacionados a cromoblastomicose.

OBJETIVO

Caracterizar e comparar as vesiculas extracelulares produzidas por fungos do género
Fonsecaea, buscando identificar caracteristicas associadas a viruléncia e potenciais marcadores
moleculares relacionados a cromoblastomicose.

METODO

Inicialmente, o projeto previa a utilizacdo de F. pedrosoi. Entretanto, devido a dificuldade de
obtencdo do isolado dessa espécie, foram utilizados dois isolados de F. monophora: ABMT, de maior
viruléncia e LCDF, de menor viruléncia. Os isolados foram inicialmente cultivados em meio caldo de
batata para obtencdo de conidios, os quais foram posteriormente contados em camara de Neubauer
e inoculados em meio Sabouraud, sob condi¢des controladas de temperatura e agitacdo. A partir disso,
foram obtidos in6culos padronizados da forma micelial dos fungos. Os experimentos foram realizados
em triplicata bioldgica, utilizando meio ndo inoculado como controle negativo.

As EVs fungicas foram obtidas a partir dos sobrenadantes por centrifugacdes diferenciais,
filtracdo em membrana de 0,22 um, concentracdo e cromatografia de exclusio por tamanho em coluna
gEV. A concentracgdo e o tamanho das particulas foram avaliados por nanocitometria e qNano. O perfil
proteico foi analisado por SDS-PAGE, enquanto a presenca de estruturas compativeis com EVs foi
investigada por marcagdo com MemGlow 488 e microscopia de fluorescéncia, além de microscopia
eletrénica de transmissao.

RESULTADOS

No estudo piloto inicial, realizado antes da padronizacdo do inéculo, o isolado ABMT
apresentou maior producdo de melanina, com absorbancia aproximadamente 1,45 vezes superior a
observada para LCDF. Posteriormente, os in6culos foram padronizados a partir da quantificacdo dos
conidios. ABMT apresentou aproximadamente 653 milhdes de conidios/mL, enquanto LCDF
apresentou aproximadamente 400 milhdes de conidios/mL, sendo os volumes ajustados para
garantir a utilizacdo da mesma quantidade absoluta de conidios nos experimentos.

Ap6s a padronizacgdo, foram detectadas particulas em concentracdes da ordem de 10!
particulas/mL. Os diametros médios observados por nanocitometria variaram aproximadamente
entre 132 e 137 nm. Apesar de uma tendéncia de maior concentracio de particulas no isolado ABMT,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os isolados quanto a
concentracdo ou ao tamanho das particulas.
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A marcacdo com MemGlow 488 apresentou baixa porcentagem de eventos positivos, embora
a microscopia de fluorescéncia tenha permitido observar estruturas compativeis com EVs nos dois
isolados. A microscopia eletrénica de transmissao permitiu visualizar estruturas compativeis com
EVs, enquanto a SDS-PAGE revelou padroes proteicos distintos entre os isolados.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram a obtencdo de particulas compativeis com vesiculas
extracelulares nos isolados ABMT e LCDF de F. monophora. A padroniza¢do do indculo permitiu
estabelecer condi¢des mais adequadas para a comparacdo entre os isolados. Embora nao tenham sido
observadas diferencas estatisticamente significativas quanto ao tamanho ou a concentracdo das
particulas, foram identificadas diferencas fenotipicas preliminares entre os isolados. A presenca de
material pigmentado durante a cromatografia e a baixa intensidade de fluorescéncia indicam a
necessidade de otimizacio das etapas de purificagcdo e caracterizacdo. A continuidade das analises
podera contribuir para determinar diferencas na composi¢do das EVs associadas aos diferentes graus
de viruléncia e avaliar seu potencial como fonte de marcadores relacionados a cromoblastomicose.
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