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RESUMO

Aspergillus fumigatus ¢ o principal agente etiologico da aspergilose pulmonar, cuja
forma invasiva apresenta taxa de mortalidade de até 90% dos casos. A influéncia de fatores do
ambiente pulmonar do hospedeiro, como a elastina, na viruléncia deste fungo ndo tem sido
estudados at¢ o momento. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar fatores de
viruléncia de isolados clinicos e ambientais de A. fumigatus, determinando a influéncia da
elastina no desenvolvimento do biofilme e na produgdo de gliotoxina (GT), bem como
determinar o grau de invasibilidade do tecido pulmonar em modelo experimental de
aspergilose pulmonar. Foram utilizados 20 isolados de 4. fumigatus, originados de amostras
ambientais e de espécimes clinicos, mantidos na Colecao de Culturas Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco. A capacidade de produgdo de biofilme foi observada
utilizando-se meio RPMI 1640, a 37 °C por 24, 48 e 72 horas. Morfologia, quantidade de
matriz extracelular (MEC), hidrofobicidade do biofilme e quantidade de GT produzida, foram
estudadas por microscopia eletronica de varredura, marcacio com Alexa Fluor® 488 (CAAF),
ensaio com microesferas de latex modificadas e por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
respectivamente. O modelo experimental foi realizado com camundongos (Mus muscullus),
em grupos de animais imunossuprimidos e ndo imunossuprimidos. Independentemente da
origem ou tempo de preservacdo, todos os isolados foram capazes de formar biofilme,
destacando-se, em todos os periodos de tempo avaliados, os isolados URM 5698, URM 5943,
URM 5992, de origem ambiental, e URM 6562 e URM 6573, obtidos de amostras clinicas,
ndo apresentando diferenca entre si (p=0,1447). O isolado URM 3812 apresentou menor
capacidade de formacdo de biofilme. A quantidade de biofilme produzido aumentou
proporcionalmente ao tempo decorrido (p<0,0001), sendo 48 horas o periodo mais satisfatorio
para as analises. Morfologicamente, o biofilme se apresentou como uma estrutura complexa,
envolvida por uma MEC, além de ter sido possivel a observacao de anastomose entre hifas. A
concentracdo de 10 mg/mL de elastina foi capaz de influenciar positivamente a producao de
biofilme dos isolados (»p<0,0001) em todos os periodos de tempo estudados, atingindo peso
seco de 18,8 mg em 72 horas. Assim como, promoveu aumento da quantidade de MEC
produzida (p=0,0042) e diminuic¢ao de sua hidrofobicidade (p=0,005). A elastina foi capaz de
provocar aumento na produgdo de GT (p<0,0001) durante o desenvolvimento do biofilme. Os
isolados URM 6573 e URM 3812 foram igualmente capazes de causar aspergilose pulmonar
comprovada nos camundongos imunossuprimidos, € de induzir resposta inflamatoria maciga,

que pdde ser visualizada nos cortes de tecido pulmonar. Contudo, nos animais infectados pelo



isolado URM 3812, produtor de GT, foram observadas regides de opacidade pulmonar, além
de areas de necrose com destruigdo tecidual, diferentemente daqueles infectados pelo isolado
URM 6573, ndo produtor de GT. Assim, ¢ possivel concluir que fatores do hospedeiro, como
a elastina, possuem influéncia na progressao da aspergilose pulmonar, carecendo de mais
estudos afim de detalhar melhor o papel desta proteina na patogénese da doenga, fornecendo
base ao conhecimento para o desenvolvimento de mecanismos capazes de inibir o

estabelecimento ou progressao desta doenca.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus. Biofilme. Gliotoxina. Elastina.



ABSTRACT

Aspergillus fumigatus is the main causative agent of pulmonary aspergillosis, whose
invasive form presents a mortality rate of up to 90% of the cases. The influence of factors of
the host lung environment, such as elastin, on the virulence of this fungus has not been
studied to date. The objective of this work was to evaluate the virulence factors of A.
fumigatus clinical and environmental strains, determining the influence of elastin on biofilm
development and on the gliotoxin production (GT), as well as to determine the degree of
pulmonary tissue invasion in an experimental model of pulmonary aspergillosis. Twenty
isolates of 4. fumigatus, originating from environmental samples and clinical specimens, from
the Culture Collection University Recife Micology URM of the Federal University of
Pernambuco, were used. The biofilm production capacity was observed using RPMI 1640
medium at 37 °C for 24, 48 and 72 hours. Morphology, amount of extracellular matrix
(ECM), biofilm hydrophobicity and amount of GT produced, were studied by scanning
electron microscopy, Alexa Fluor® 488 (CAAF) labeling, modified latex microspheres and
high performance liquid chromatography, respectively. The experimental model was
performed with mice (Mus muscullus), in groups of immunosuppressed and non
immunosuppressed animals. Independently of the origin or time of preservation, all the
isolates were able to form biofilm, with emphasis for environmental strains URM 5698,
URM 5943, URM 5992, and clinical strains URM 6562 and URM 6573, there is no difference
between them (p=0.1447). The URM 3812 isolate had a lower capacity for biofilm formation.
The amount of biofilm produced increased proportionally to the elapsed time (p<0.0001),
with 48 hours being the most satisfactory period for analysis. Morphologically, the biofilm
presented as a complex structure, involved by an ECM, and it was possible to observe
anastomosis between hyphae. The concentration of 10 mg/mL of elastin was able to positively
influence the biofilm production of the isolates (»<0.0001) in all the periods studied, reaching
a dry weight of 18.8 mg in 72 hours. As well as, it promoted an increase in the amount of
ECM produced (p=0.0042) and a decrease in its hydrophobicity (p=0.005). Elastin was able to
cause increased GT production (p<0.0001) during biofilm development. URM 6573 and
URM 3812 isolates were also able to cause pulmonary aspergillosis in immunocompromised
mice and to induce a massive inflammatory response that could be seen in the pulmonary
tissue sections. However, in the animals infected with the URM 3812, a producer of GT,
regions of pulmonary opacity were observed, as well as areas of necrosis with tissue

destruction, unlike those infected by URM 6573, which was not a GT producer. Thus, it is



possible to conclude that host factors, such as elastin, influence the progression of pulmonary
aspergillosis, requiring more studies to better detail the role of this protein in the pathogenesis
of the disease, providing a basis for the development of mechanisms capable of inhibit the

establishment or progression of this disease.

Keywords: Aspergillus fumigatus. Biofilm. Gliotoxin. Elastin.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢des fungicas oportunistas em pacientes imunocomprometidos
aumentou significativamente nos ultimos anos, sendo a aspergilose uma importante causa de
morbidade e mortalidade variando de 70 a 90% dos casos (CAMPS et al., 2012;
O’GORMAN, 2011; TACCOME et al., 2015).

A principal via de infec¢do ¢ a inalagdo dos conidios fungicos pelo hospedeiro, sendo
o pulmdo o principal 6rgdo acometido, podendo a infec¢do se disseminar para os demais
orgaos (LEWIS et al., 2013; O’GORMAN, 2011). Esta doenga apresenta como principais
formas clinicas a aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), aspergiloma e aspergilose
invasiva (Al), sendo Aspergillus fumigatus responsavel por aproximadamente 90% dos casos.
No entanto, o nimero de outras espécies causando a doen¢a vem aumentando, incluindo A.
flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans, A. ustus e A. ochraceus (ALANGADEN, 2011;
BABAMAHMOODI et al., 2015; CAMPS et al., 2012; LAI et al., 2008; LASS-FLORL,
2009).

O aspergiloma e Al se desenvolvem como “macro” e “microcolonias”,
respectivamente, no interior do pulmao circundadas por uma matriz de exopolissacarideos
(DOUGLAS, 2003; LEWIS, 2001). Assim, ambas as formas vém sendo discutidas e
consideradas como biofilmes formados in vivo. Este fato ¢ sustentado pela resisténcia a
terapia antifungica apresentada por estas formas clinicas e compartilhada com o biofilme de
A. fumigatus in vitro, demonstrada pela auséncia de penetragdo de drogas através do biofilme
(BEAUVALIS et al., 2007; FIORI et al., 2011; MOWAT et al., 2007, 2008b; RAJENDRAN et
al., 2011; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).

Em comunidades multicelulares, o fungo adquire vantagens na colonizacdo do
substrato e na resisténcia a agressdes externas tais como, a¢des do sistema imunoldgico do
hospedeiro e os agentes antifungicos (BEAUVAIS et al., 2007; RAMAGE et al., 2011a).
Diversos trabalhos tém demonstrado a composicao da matriz que envolve as células no
biofilme de vérios microrganismos. Beauvais et al. (2007) demonstraram a presenga de uma
matriz extracelular (MEC) hidrofobica composta, principalmente por galactomanana, a-1,3-
glucano, monossacarideos, melanina e hidrofobinas, ligando coesivamente as hifas de A.
fumigatus em um involucro contiguo.

Para invadir o hospedeiro, espécies de Aspergillus precisam aderir e penetrar os
tecidos, assim como dispor de mecanismos para se evadir do sistema imunoldgico do

hospedeiro. Estudos tém buscado fatores de viruléncia e o seu papel na patogénese da
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infeccdo. Tolerancia a temperatura, taxa de crescimento, tamanho dos conidios, adesinas,
produgdo de pigmentos, metabolitos toxicos e enzimas extracelulares sdo fatores de viruléncia
de espécies de Aspergillus e outros fungos (AL-ALAWI et al., 2005; ALP; ARIKAN, 2008;
CHOTIRMALL et al., 2014; KUPFAHL et al., 2008; OKUMURA et al., 2004).

Aspergillus fumigatus secreta numerosos metabolitos secundarios, dentre os quais o de
maior interesse ¢ a gliotoxina, devido as suas potentes propriedades imunossupressoras e
citotoxicas, indicando um potencial fator de viruléncia (ASKEW, 2008; DAGENAIS;
KELLER, 2009; SUGUI et al., 2007b). Estudos indicam que a dele¢dao de genes envolvidos
na biossintese da gliotoxina em cepas de A. fumigatus resultou na interrupcdo da sintese de
gliotoxina, com consequente reducdo dos efeitos in vitro (SUGUI et al., 2007b).

O desenvolvimento deste fungo nos pulmodes e seu angiotropismo, colocam-no em
contato direto com a elastina, um dos principais componentes estruturais dos pulmdes e vasos
sanguineos, a qual ¢ fundamental para sua fisiologia (FILLER; SHEPPARD, 2006; KAMAI
et al., 2006). A correlacdo entre a producdo de elastase por A. fumigatus e o desenvolvimento
de Al tem sido relatada (KHOSRAVI et al., 2012). Foi demonstrada a influéncia de fatores do
hospedeiro como, de proteinas séricas € DNA extracelular na produgdo e desenvolvimento do
biofilme deste fungo (SHOPOVA et al., 2013; TOYOTOME et al., 2012).

Por meio da execucdo de modelos experimentais, ¢ possivel avaliar e comparar a
viruléncia de espécies de Aspergillus patogénicas ao homem, levando a uma melhor

compreensdo da viruléncia caracteristica destes fungos (GRAVELAT et al., 2008).

1.1 PROBLEMATIZACAO

O estudo da influéncia de fatores do hospedeiro, no desenvolvimento de mecanismos
de resisténcia e evasao dos mecanismos de defesa do hospedeiro, apresentados pelo A.
fumigatus, como a formacdo de biofilme e producdo de gliotoxina, permitirda melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como da
dinamica do processo de estabelecimento da doenca.

Sendo a aspergilose uma doenca grave e debilitante, com altas taxas de mortalidade, o
conhecimento dos fatores que determinam o grau de viruléncia dos fungos causadores desta
doenca, ¢ uma etapa importante para a identificagdo de potenciais alvos para drogas,
melhorando assim a terapéutica, com diminuicao de custos e melhor prognostico e qualidade

de vida para os pacientes.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar fatores de viruléncia de isolados clinicos e ambientais de A. fumigatus,

determinado a influéncia da elastina no desenvolvimento do biofilme de 4. fumigatus e na

producao de gliotoxina durante o desenvolvimento deste, bem como determinar o grau de

invasibilidade do tecido pulmonar em modelo experimental de aspergilose pulmonar.

1.2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)
e)

g)

h)

Avaliar a capacidade de producao de biofilme de isolados clinicos e ambientais de
A. fumigatus;

Qualificar a influéncia do tempo de preservacdo na capacidade de producdo de
biofilme de isolados de 4. fumigatus;

Demonstrar a influéncia da elastina no desenvolvimento do biofilme de A.
fumigatus;

Avaliar a influéncia da elastina na produ¢ao de MEC do biofilme de 4. fumigatus,
Determinar a modifica¢do da hidrofobicidade da MEC do biofilme de 4. fumigatus
causada pela presenca de elastina;

Qualificar a produgao de glitoxina de isolados clinicos e ambientais de 4. fumigatus
durante o desenvolvimento do biofilme;

Evidenciar a influéncia da elastina na producdo de gliotoxina durante o
desenvolvimento do biofilme de 4. fumigatus;

Avaliar a invasibilidade do tecido pulmonar de isolados de 4. fumigatus em modelo

experimental de aspergilose pulmonar.
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1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Organismos e condicoes de cultura

Foram utilizados 20 isolados de A. fumigatus, provenientes de substratos ambientais
(10) e de espécimes clinicos (10), mantidos na Cole¢do de Culturas Micoteca - University
Recife Mycology (URM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife/PE
(Tabela 1); com taxonomia confirmada por métodos de biologia molecular e caracteristicas
morfologicas macro e microscopicas. Os isolados foram mantidos a 28 °C em agar extrato de

malte contido em tubos de ensaio.

Tabela 1 — Origem e identificagdo dos isolados de Aspergillus fumigatus utilizados.

Origem Identificacio Substrato de isolamento An(? (.le
deposito

URM 3550 Aveia beneficiada 1994

URM 3812 Poupa de maracuja 1997

URM 3933 Agua do Rio Capibaribe/Recife-PE 1997

URM 4320 Solo de mineradora/ Jaguariba-BA 2001

Ambiental URM 4956 Solo 2003
URM 5492 Farinha de amendoim 2007

URM 5698 Torta de mamona industrial 2007

URM 5943 Solo de Mata Atlantica/ Recife-PE 2009

URM 5992 Solo de Caatinga/ Pernambuco 2009

URM 6151 Solo de Mata Atlantica/ Recife-PE 2010

URM 5049 Fragmento de aorta abdominal 2005

URM 6559 Lavado broncoalveolar 2012

URM 6560 Esputo 2012

URM 6562 Esputo 2012

) URM 6564 Lavado broncoalveolar 2012

Clinica

URM 6570 Esputo 2012

URM 6571 Esputo 2012

URM 6573 Lavado broncoalveolar 2012

URM 6576 Esputo 2012

URM 6577 Esputo 2012

URM= University Recife Mycology (Micoteca URM); PE= Pernambuco; BA= Bahia

1.3.2 Condicdes de crescimento e padronizacao do indculo

Os isolados de 4. fumigatus foram cultivados em Sabouraud dextrose agar (SDA),

contido em tubos de ensaio, e mantidos a 37 °C por 72 horas. Os conidios foram coletados por
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lavagem da superficie das culturas utilizando 5 mL de tampao fosfato salina (PBS) pH 7,2
contendo Tween 20 a 0,025% (v/v), e ajustado o in6culo, para 1x10° células em meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) tamponado para pH 7.0 com MOPS 0,165 M, para produgdao de
biofilme em placas de 96 pogcos (MOWAT et al., 2007); e um inéculo de 3,75x10* células/cm?
para quantificacdo do peso seco do biofilme, em placas poliestireno de seis pocos

(TOYOTOME et al., 2012).

1.3.3 Formacao de biofilme por Aspergillus fumigatus

Foi analisada a producdo de biofilme dos 20 isolados de A. fumigatus (Tabela 1), em
trés periodos de desenvolvimento, 24, 48 e 72 horas, e trés repeticdes, com delineamento
20x3x3. O biofilme foi produzido em placas de poliestireno de 96 pocos, de fundo chato,
sendo adicionados 200 pL da suspensdo celular previamente padronizada de cada isolado de
A. fumigatus, separadamente, em RPMI, durante cada periodo de tempo determinado (24, 48
e 72 horas), incubado a 37 °C. Em cada intervalo de tempo, o meio de cultura foi removido
dos orificios e as células lavadas trés vezes com PBS pH 7,2 para total remocao de células ndo
aderentes (MOWAT et al., 2007).

Apo6s obtencao dos resultados, as duas culturas que apresentaram maior quantidade de
biofilme e de origens distintas, foram utilizadas para quantificacdo de biofilme na presenca de
elastina, utilizando RPMI contendo elastina (RPMI/Elastina) nas concentragdes de 0,25
mg/mL, 1 mg/mL, 4 mg/mL e 10 mg/mL, durante cada periodo de tempo determinado (24,
48 e 72 horas), incubado a 37 °C. Os procedimentos que se sucedem foram realizados como
anteriormente mencionado na produ¢do de biofilme, com seis repeticdes, com delinemento
experimental de 2x5x3x6 (MOWAT et al., 2007).

Para quantificagdo de peso seco do biofilme, suspensdes de 3 mL de cada isolado
foram colocadas, separadamente, em RPMI e RPMI/Elastina (0,25 mg/mL, 1 mg/mL, 4
mg/mL e 10 mg/mL) em placas poliestireno de seis pogos, € incubadas a 37 °C por 24, 48 e 72
horas, seguindo o mesmo delineamento experimental acima mencionado (TOYOTOME et al.,

2012).

1.3.4 Quantificacao de biofilme

Os biofilmes foram quantificados utilizando a técnica desenvolvida por O'Toole e

Kolter (1998) e posteriormente modificada por Mowat et al. (2007). As placas de 96 pogos
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com o biofilme formado, foram secas e adicionados 100 pL de solucdo de cristal violeta 0,5%
(p/v) por 5 minutos. A solucdo foi removida por lavagem cuidadosa sob dgua corrente para
remocdo do excesso. Os biofilmes foram descorados, adicionando 100 pL de etanol 95% a
cada po¢o por um minuto e, posteriormente, o etanol foi transferido para uma outra placa de
microtitulagdo e a absorbancia lida a 590 nm (A590), em leitor VarioskanFlash com software
Skanlt™ Software 2.4.5 RE (Thermo Scientific).

Para quantificacdo da biomassa do biofilme (peso seco), apds os periodos de tempo
pré-determinados o biofilme foi removido por raspagem e filtrado em filtros de papel
(Miracloth/ 22 um, Merck, Alemanha), os quais foram posteriormente secos em estufa, a 56

°C, até peso constante (TOYOTOME et al., 2012).

1.3.5 Quantificacao de Matriz Extracelular

Para a quantificacdo de matriz extracelular, foi utilizada metodologia de Shopova et al.
(2013), na qual os biofilmes formados em meio RPMI e em RPMI/Elastina (10 mg/mL) por
48 horas a 37 °C, foram marcados pela adi¢do de 100 puL de solugdo de Alexa Fluor® 488
(CAAF, Life Technologies, Alemanha) de 25 pg/mL em PBS pH 7,2, acompanhada de
incubac¢do por 45 minutos a 37 °C e 250 rpm. Os biofilmes foram lavados trés vezes com PBS
pH 7,2 e a intensidade da fluorescéncia foi mensurada utilizando o leitor VarioskanFlash com

software SkanIt™

Software 2.4.5 RE (Thermo Scientific), com filtro de excitacao de 485 nm
e filtro de emissao de 520 nm. Solugdes estoque de CAAF de Smg/mL foram estocadas a -20

°C e descongeladas imediatamente antes da utilizagao.

1.3.6 Quantificacdo da hidrofobicidade do biofilme

Para o teste de hidrofobicidade do biofilme, foi usado um ensaio de adesdo de
microesferas segundo Beauvais et al. (2007), no qual foram utilizadas microesferas de latex
com sulfato modificado laranja (0,806 um, Sigma-Aldrich). Os biofilmes crescidos em meio
RPMI e RPMI/Elastina (10 mg/mL), por 48 horas a 37 °C, foram lavados com solugdo de 0,1
M de Nitrato de potéssio, pH 6,5, em seguida, misturou-se com 100 pL da solucdo de
microesferas (10°/mL), subsequentemente, a mistura foi agitada por 30 segundos e lavada
extensivamente com solucao de 0,1 M de Nitrato de potadssio, pH 6,5. A quantidade de

fluorescéncia emitida a partir da adesao das microesferas nas hifas foi mensurada utilizando
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leitor VarioskanFlash com software SkanIt™ Software 2.4.5 RE (Thermo Scientific), com

filtro de excitacdo de 520 nm e de emissdo 540 nm.

1.3.7 Producao de gliotoxina (GT)

Para avaliagdo da influéncia da elastina na produ¢ao da GT durante o desenvolvimento
do biofilme, foi utilizada a metodologia proposta por Kupfahl et al. (2008) modificada, na
qual foram analisados os biofilmes desenvolvidos em meio RPMI e em RPMI/Elastina (10
mg/mL) em 24, 48 e 72 horas a 37 °C, formados em placas de seis pogos.

Para andlise foram selecionados os isolados de menor e maior produ¢do de biofilme,

com quatro repeticoes; delineamento de 2x2x3x4.

1.3.7.1 Extra¢do de metabolitos do biofilme de A. fumigatus

Ao final do cultivo, o biofilme foi filtrado em papel filtro quantitativo C40 (faixa
branca 125 mm). A fase liquida obtida foi adicionada 25 mL de cloroférmio (grau HPLC,
Sigma-Aldrich), para extragdo dos metabolitos, e a mistura foi deixada em contato por 10
minutos, em trés repeticdes. Apds esta etapa ocorreu a extragdo dos metabdlitos secretados
para o meio de cultura, utilizando a metodologia de particdo liquido-liquido em baldo de
separacao de 250 mL, com a qual foram separadas as duas fases ndo misciveis formadas no
sistema, a aquosa (liquido metabdlico) da organica (solvente de extracao, cloroférmio rico em
metabolitos). A fase organica foi, entdo, concentrada em rotaevaporador (Tecnal TE2II) a 45
°C e, em seguida, ressuspendida em 500 pL de acetonitrila (Merck, Darmstadt, Alemanha), e

armazenada a 4 °C até a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

1.3.7.2 Quantificagdo de gliotoxina por CLAE

Para as analises por CLAE, utilizou-se o cromatografo liquido (Accela 600 Pump
UHPLC, Thermo Scientific, California, EUA), constituido por uma bomba quaternaria de 600
bar, degaseificador, forno de coluna e injetor automatico, detector de arranjo diiodos (DAD),
controlado pelo software ChromQuest 5.0. Foram usados filtros de membrana millipore com
poros de 0,45 pum de diametro (Supelco) para filtracdo das amostras e dos solventes:
acetonitrila (Merck, Darmstadt, Alemanha), agua Mili-Q (Millipore, EUA) e 4cido acético

(Sigma-Aldrich, Sternheim, Alemanha), o qual foi utilizado para o preparo da solugdo
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acidificada. Foi utilizado padrao de GT pura (Sigma-Aldrich) dissolvida em 1 mL de metanol
(Merck, Darmstadt, Alemanha) para estabelecimento da curva padrio e curva de calibracao.

A analise da GT seguiu a metodologia descrita por Kupfahl et al. (2008). As amostras,
previamente solubilizadas em acetonitrila foram filtradas em filtros de 0,45 um. Foi utilizado
uma coluna de fase reversa (Luna-C-18, 150 mm x 4,6 mm x 5 pm, Phenomenex) e pré-
coluna Security Guard Holder (Phenomenex), temperatura de 35 °C, fluxo de 1,0 mL/min e
fase movel composta por 4gua acidificada em 1,0% de acido acético (Eluente A) e acetonitrila
(Eluente B). Foi utilizado o sistema de elui¢do isocratico 75:25 (Eluente A: Eluente B). Para
quantificagdo da GT nas amostras foi obtido uma curva de calibragdo nas concentracdes: 1,0;
0,8; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg/mL de padrdo de GT. O volume injetado foi de 5 pL para
amostra padrao e amostras testes. Os cromatogramas foram monitorados em comprimento de
onda de 254 nm.

As curvas de calibragdo foram obtidas por regressdo linear de areas de pico integradas
(y) versus concentragdes (x). O limite de detec¢do (LOD) foi determinado a uma relagdo
sinal-ruido (S/N) de 3,0, e o limite de quantificacdo (LOQ) foi determinado a razdo de S/N de
10,0.

1.3.8 Microscopia do biofilme

1.3.8.1 Microscopia de fluorescéncia

Para andlise microscopica de fluorescéncia, o biofilme foi crescido sob laminulas (22
mm X 22 mm) em meio RPMI e RPMI/Elastina (10 mg/mL) a 37 °C por 48 horas, em placas
de poliestireno de seis pogos. Decorrido este periodo de tempo, as laminulas foram retiradas e
o biofilme tratado de acordo com o objetivo da anélise.

A fim de visualizar a estrutura do biofilme formado em meio RPMI e RPMI
adicionado de elastina, o biofilme foi corado com 100 pL de Calcofluor White® (Sigma-
Aldrich), utilizando filtros de excitacao/emissao de 346/433 nm, para obtengdo de cor azul
(BEAUVALIS et al., 2007). Para os ensaios de quantificagdo de MEC e de hidrofobicidade, os
mesmos seguiram como ja descritos anteriormente para quantificagdo da fluorescéncia nos
itens 1.3.5 ¢ 1.3.6.

As imagens foram obtidas utilizando o microscopio de fluorescéncia Leica DMI

4000B (Alemanha), utilizando o software Leica Microsystems LAS AF.
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1.3.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para anélise ultraestrutural do biofilme, o mesmo foi crescido como descrito para a
microscopia de fluorescéncia (item 1.3.8.1) , sendo, apoOs crescimento, a estrutura fixada em
glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato 0,1 M a 4 °C; pods-fixada por uma hora neste
mesmo tampao contendo tetroxido de 6smio 1%, em seguida, incluida em resina. Todas as
secoes foram coradas com acetato de uranila a 4% seguido por citrato de chumbo 2,6%, e
observadas entre 1000 e 1500 kV em microscopio eletronico de varredura com filamento de

tungsténio Shimadzu-SS550 (Kyoto, Japan) (LOUSSERT et al., 2010).

1.3.9 Estabelecimento de aspergilose pulmonar em modelo animal

1.3.9.1 Animais

O projeto foi submetido a aprovagdo pelo Comité de Etica em Utilizagio de Animais
(CEUA) do Centro de Biociéncias (CB) da UFPE, sob o processo de numero
23076.032759/2014-87 (Anexo A). Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus), do sexo masculino, com peso de 25-30 g, provenientes do biotério do Laboratorio
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)/UFPE. Agua e racio comercial (Purina, Rio de
Janeiro, RJ), foram oferecidas ad libitum e os animais mantidos em gaiolas em grupos de seis,

em biotério convencional.

1.3.9.2. Regime de imunossupressao

Os animais foram pesados e imunossuprimidos com ciclofosfamida (150 mg/Kg), no
primeiro e quarto dias, e tratados com o antibidtico enrofloxacino (5 mL/Kg) por via
intraperitoneal para prevenir infecgdes bacterianas. No quinto dia do experimento foi colhido

sangue periférico para realizagdo de hemogramas para confirmar a imunossupressao.
1.3.9.3. Infeccdo experimental
Dois isolados foram selecionados, de acordo com os resultados de quantificacao de

biofilme e produgdo de GT, para estabelecimento do modelo de infecgao. Os isolados foram

cultivados em SDA, contido em placas de Petri, por cinco dias a 37 °C, e os conidios
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coletados pela adi¢do de 3 mL de PBS (pH 7,4) acrescido de 0,2% de Tween 80, de acordo
com a metodologia proposta por Gravelat et al. (2008). Os conidios foram concentrados por
centrifugagdo e estabelecido um indculo de 5x10° conidios/mL. Foram utilizados quatro
grupos de animais como explicitado na Tabela 2.

Tabela 2 — Gupos de animais e esquema imunossupressor para estabelecimento de modelo experimental de
aspergilose pulmonar

Eutanasia

Inéculo Grupo1 Grupo2  Grupo3 Esquema imunossupressor

(24 h) (48 h) (72 h)

[I;}iﬁrgl{?{; ﬁiﬁﬁ) 6 6 6 Ciclofosfamida + Enrofloxacino
A umigatzfs.URM 6573 6 6 6 Ciclofosfamida + Enrofloxacino
(clinico)
PBS 6 6 6 Ciclofosfamida + Enrofloxacino
Controle 6 6 6 PBS

URM-= University Recife Mycology (Micoteca URM); h= Horas; PBS= Tampao Fosfato Salina

No quinto dia do experimento, os animais foram anestesiados com uma combinagao
de quetamina (100 mg/Kg) e xilazina (2,5 mg/Kg) por via intraperitoneal, entdo foi
administrado um volume de 25 pL por instilagdo intranasal de indculo contendo 5x10°
conidios/mL. Eutanésia por dose letal combinada de quetamina e xilazina (0,25 mL de
quetamina + xilazina na propor¢ao de um para um) por via intraperitoneal ocorreu em 24, 48
e 72 horas apds o in6culo.

Para confirmagdo da infec¢do, foram coletados fragmentos de pulmio em solugdo
salina (0,85%) esterilizada para exame direto e reisolamento do fungo inoculado. Fragmentos
de pulmdo foram montados em laminas e clarificados com Hidroxido de potassio (KOH) a
40%, para posterior observacdo ao microscopio 6tico, e inoculados em SDA acrescido de
cloranfenicol (50 mg/L) em duplicata e incubados a temperatura ambiente (= 28 °C) e a 37 °C
por até sete dias. Para andlise anatomopatoldgica os fragmentos foram preservados em
solugdo de formol a 10% e realizados cortes histologicos corados com hematoxilina eosina

(LACAZ et al., 2002).
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1.3.10 Analise estatistica e apresentacio dos dados

Todos os dados apresentados representam as médias e desvio padrao de no minimo
trés replicatas biologicas. Para apresentagdo grafica e a avaliacdo estatistica dos dados
experimentais, dependendo da finalidade do experimento e natureza dos dados, foi realizada
analise de variancia (ANOVA) e/ou teste de Tukey, para multiplas comparacdes. Foi
utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., Califérnia, USA). Valores

de P (p-values) menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



33
Brandao, I.S.L. — Infuéncia da elastina na produgao...

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPERGILOSE

2.1.1 Breve historico

A aspergilose em humanos foi, provavelmente, descrita pela primeira vez por Hughes
Bennett em 1842 na “Transactions of the Royal Society of Edinburgh”, entretanto o primeiro
caso inquestionavel de aspergilose pulmonar humana foi descrito por Sluyter em 1847 em
Berlim, em seguida, em 1856, Virchow descreveu mais quatro casos (PEER, 1958).

A Franca teve destaque na difusdo dos conhecimentos sobre Aspergilose, com a
publicacao do primeiro livro sobre esta micose o “Etude sur l'Aspergillose”, publicado em
1897 por Louis Rénon, chefe da Clinique a la Faculté de Medecine de Paris. Em seu livro de
300 paginas, a principal preocupagdo de Rénon era estabelecer se a doenga era primaria ou
secundaria, concluindo que poderia ser de ambas as formas e destacando o 4. fumigatus como
agente de maior patogenicidade (RENON, 1893).

Entre 1890 e 1897, pesquisas realizadas na Franga, focaram na aspergilose como
doencga ocupacional, com especial atengdo aos cuidadores de pombos e fabricantes de perucas
em Paris. Os cuidadores alimentavam os pombos com uma mistura de agua, paingo e
ervilhaca, a qual colocavam na boca e, em seguida, depositavam-na nos bicos dos animais.
Enquanto os fabricantes de perucas utilizavam farinha de centeio para desengordurar os
cabelos e, assim, viviam em uma atmosfera repleta de poeira (MACARTNEY, 1964).

Em 1890 no “International Congress” em Berlim, Dieulafoy e colaboradores,
descreveram pela primeira vez trés casos de cuidadores de pombos com sintomas cronicos
pulmonares, apresentando tosse produtiva, dispneia e hemoptise, os quais foram associados a
aspergilose, devido a auséncia do bacilo da tuberculose, e presenga de A. fumigatus
(MACARTNEY, 1964). Foi sugerido pelos autores que os graos usados para alimentacdo dos
pombos e, conhecidamente, contaminados com grande quantidade de esporos fungicos,
causaram a doenga, a qual chamaram de “Pseudo Tuberculose Mycosique”. Diversos outros
estudos tentaram demonstrar a associacdo da aspergilose com determinadas profissoes,
principalmente, aquelas nas quais os trabalhadores estavam expostos a poeira e graos;
entretanto, ndo foi possivel fazer esta associagio (DUNNER e/ al., 1958; HUNTER; PERRY,
1946; MACARTNEY, 1964).
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Na tentativa de minimizar os casos de equivocos no diagnostico de aspergilose e
tuberculose, devido a semelhanga compartilhada por estas doengas quanto ao aparecimento de
sintomas como hemoptise e tosse produtiva, entre outros, a “Pathological Society of London”,
em 1899, instituiu a “Comissao de Pseudo-tuberculose”, cujo relatorio recomendou a retirada
do termo do diciondrio médico e que apenas lesdes causadas pelo Bacilo de Koch fossem
denominadas de tubérculos. Enquanto que todas as outras lesdes pulmonares fossem referidas
como “nddulos”, criando a categoria de “nddulos aspergilares” (LANCET, 1899 apud
HOMEI; WORBOYS, 2013).

Em 1928, a aspergilose foi relatada ndo mais como uma doenga secunddria a uma
patologia pré existente, mas sim como causa de doen¢a pulmonar (WAHL; ERICKSON,
1928).

2.1.2 Patogénese

A aspergilose ¢ adquirida por meio da inalacdo dos conidios de Aspergillus pelo
hospedeiro. Estima-se que um individuo se expde constantemente a cerca de 1 a 100
conidios/m> de A. fumigatus no ar durante o ano (O’GORMAN, 2011). As consequéncias da
inalacdo dos conidios dependem da interagdo entre fatores do hospedeiro, como integridade
do sistema imunoldgico, e fatores de viruléncia do patdégeno podendo estes fungos apenas
colonizar o trato respiratorio do hospedeiro até causar infecgdo invasiva e fatal (BEN-AMI;
LEWIS; KONTOYIANNIS, 2010; CHOTIRMALL; MCELVANEY, 2014; DAGENAIS;
KELLER, 2009).

O pequeno tamanho (2-3 um de diametro) dos conidios permite a passagem facil pelos
mecanismos de defesa da cavidade nasal e do trato respiratorio superior até atingirem os
alvéolos pulmonares, onde germinam, resultando em uma potencial angioinvasao pelo fungo
(BARNES; MARR, 2006; O’'GORMAN, 2011).

O tropismo por vasos sanguineos ¢ uma caracteristica marcante do A. fumigatus na
infeccdo. Durante o desenvolvimento no tecido pulmonar, as hifas atravessam a barreira
capilar alveolar e penetram nas células endoteliais, chegando ao limen das arteriolas
pulmonares. Da mesma forma do epitélio pulmonar, as hifas induzem a propria internalizagdo
pelas células endoteliais (LOPES-BEZERRA, FILLER, 2004; KAMALI et al., 2006; 2009).
Este processo ¢ seguido pela injuria endotelial, liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,
expressao de fator endotelial na superficie das células, ativagdo da cascata de coagulagdo e

trombose intravascular (KAMALI et al., 2006).
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Para que todo processo ocorra, ¢ necessario que os conidios superem as primeiras
linhas de defesa do hospedeiro, bem como as barreiras fisicas e mecanicas, como o clearence
mucociliar. Tanto a imunidade inata quanto a adquirida t€ém papel vital na defesa contra
Aspergillus sp. Quando os conidios chegam aos pulmdes ativam as células efetoras da
imunidade celular inata, que s3o competentes em elimind-los (MARR et al, 2004;
CHOTIRMALL; MCELVANEY, 2014). Macréfagos alveolares rapidamente fagocitam os
conidios, os quais sdo destruidos no interior dos fagossomos por meio de oxidases
dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADPH), gerando espécies
reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species), presumivelmente, isso ocorre por
meio de resposta local de citocinas, pois individuos inalam centenas de conidios por dia sem
inflamacao evidente (PHILIPPE et al., 2003).

Todo o processo se desenvolve devido a exposi¢ao de P-glucanos, e possivelmente
outras moléculas durante a germinacdo, que interagem com receptores de reconhecimento,
como os receptores “Toll-like” (TLR) e dectina-1, em macréfagos, resultando na producao de
citocinas pro-inflamatorias (CHOTIRMALL; MCELVANEY, 2014; O’GORMAN, 2011),
como a interleucina (IL)-17 (HOLLAND; VINH, 2009).

Outra citocina bastante envolvida no processo imunolédgico contra A. fumigatus € a
IL-10, cujo papel ainda ndo foi completamente esclarecido. Um estudo realizado por Roilides
et al. (2001) demonstrou que o aumento dos niveis circulantes de IL-10, em pacientes
neutropénicos com Al, esta relacionado a progressao da doenga.

O papel vital dos neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) ¢ demonstrado em modelos
animais, em que coelhos neutropénicos desenvolvem rapidamente doencga invasiva. Ademais,
em seres humanos, sabe-se que a neutropenia ¢ fator de risco para o desenvolvimento da Al
(BARNES; MARR, 2006). Diversos estudos explicam este fato baseados na incapacidade dos
macrofagos residentes fagocitarem as hifas, devido ao tamanho. Sendo fundamental a
participagdo dos PMNs, os quais circundam as hifas e liberam substancias antimicrobianas e
intermediarios oxigenados reativos (BRUNS et al., 2010a; LEVITZ, 2004; MOMANY;
TAYLOR, 2000).

Bonnett et al. (2006) relatam que PMNs também participam na defesa contra os
conidios inalados, agregando-se ao redor dos conidios nas vias aéreas e prevenindo a
germinagao pela liberagdo de lactoferrina a partir dos granulos primarios. Plaquetas, também,
estdo envolvidas no processo de degradacdo dos conidios, as quais se aderem a essas
estruturas e liberam serotonina, porém seu papel ainda ndo estd bem estabelecido

(PERKHOFER et al., 2008).
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Outro mecanismos de defesa do hospedeiro € o sistema complemento, cujas cascatas
de reacdes convergem para a ligacdo do C3 a superficie de conidios e hifas de Aspergillus.
Menos moléculas de C3 se ligam a superficie de conidios de A. fumigatus e A. flavus, o que
torna essas espécies menos susceptiveis a fagocitose mediada pela opsonizagao pelo sistema
complemento (BEHNSEN et al., 2010). 4. fumigatus e A. flavus, mas ndo A. niger produzem
um fator soltivel inibidor da via alternativa de ativagdo do complemento (DAGENAIS;
KELLER, 2009).

Além do sistema imunologico, as proprias células do epitélio respiratorio secretam
substancias como lisozima, lactoferrina, proteinas surfactantes e defensinas, as quais atuam na
resisténcia a infeccdo por espécies de Aspergillus, porém com uma resposta de menores
propor¢des que a dos macrofagos (CHOTIRMALL; MCELVANEY, 2014; DAGENALIS;
KELLER, 2009; WRIGHT, 2005; ZAREMBER et al., 2007).

2.1.3 Fatores de Risco

Os fatores predisponentes a aspergilose amplamente conhecidos estdo relacionados a
terapias imunossupressoras como, corticoterapia, antibioticoterapia, tratamento para o cancer,
transplante de 6rgdos solidos e transplante de medula 6ssea (TMO), entre outros (LEWIS et
al,, 2013; TACCOME et al., 2015).

Além de fatores externos ao hospedeiro, tem sido demonstrada a relacdo de fatores
biologicos e imunogenéticos com a suscetibilidade a aspergilose. Em uma anélise
multivariada, a idade avancada foi determinada como fator de risco independente para
infeccoes fungicas invasivas (IFIs) em pacientes que receberam TMO, em contraste com
outros fatores biologicos, tais como acidose e hiperglicemia, que ndo aumentaram o risco
(MARR et al., 2002).

Apesar do sexo ainda ndo ser considerado como um fator predisponente, a maioria dos
pacientes com Al, sdo do sexo masculino; justificando-se pelos héabitos, como tabagismo e
etilismo, e ocupagao (LEWIS et al., 2013; TACCONE et al., 2015).

A sobrecarga de ferro, desenvolvida durante o tratamento de algumas doencas, tem
sido associada ao aumento da suscetibilidade as IFIs em pacientes receptores de TMO
(ALTES et al., 2004), com mieloma (MICELI et al., 2006) e leucemia (KONTOYTANNIS et
al., 2007). Fato justificado pelos seus efeitos negativos na imunidade celular, além da maior

disponibilidade de ferro ao patogeno (ERJAVEC; KLUIN-NELEMANS; VERWEIJ, 2009).
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Os polimorfismos de base unica (SNPs) em genes vinculados a fatores imunologicos
estdo associados a dimunicdo, como SNPs no gene promotor da IL-10 (SEO et al., 2005), ou
aumento na susceptibilidade a Al, como o polimorfismo no gene do plasminogénio (ZAAS et
al., 2008).

As diferencgas inter-individuais no risco de pacientes submetidos a regimes de
tratamentos imunossupressores similares em desenvolver IFIs podem ser explicadas, em
parte, pela variagdo genética na producgdo de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a, cuja
variagdo na producdo, aproximadamente 60%, ¢ determinada geneticamente (SALES, 2009).

Além disso, a producdo defeituosa de oxidantes dentro dos agregados de LPMNs
(BONNETT et al., 2006, FELDMESSER, 2006), bem como a auséncia ou diminuigdo do
sinal por células epiteliais ou fagociticas, gerados a partir dos TLR2 e TLR4 pode levar a

risco aumentado de desenvolver aspergilose (KESH et al., 2005).

2.1.4 Epidemiologia

Desde a década de 90 tem sido mostrada uma mudanga na epidemiologia das IFIs,
com aumento nos casos de AL Em um estudo de necropsias, realizado entre 1992 e 2001 em
um hospital alemao, a aspergilose representou cerca de 62% dos casos de IFIs, enquanto que a
candidiase, 35% dos casos (KOCH; HOHNE; TIETZ, 2004).

As razdes desta mudanga ndo sdo completamente conhecidas, provavelmente, resultam
de diversos fatores como o aumento no nimero de TMO alogénico, aumento do uso de
fluconazol na profilaxia destes pacientes, mudangas no tratamento de outros grupos de risco,
como o uso de agentes que alteram as fungdes de constituintes do sistema imunoldgico e
aumento no nimero de pacientes neutropénicos com doengas hematologicas malignas (LASS-
FLORL, 2009). As taxas de mortalidade neste grupo de pacientes chegam a 90% do casos
(LEWIS et al., 2013; NICOLLE et al., 2011).

A epidemiologia da Al ¢ pobremente documentanda em pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), apesar das taxas de mortaliadade se aproximarem a
100% (ALANGADEN, 2011; CORNILLET et al., 2006), bem como em pacientes criticos em
Unidade de Tratamento Intensivo com auséncia dos fatores de risco classicos, incluindo
pacientes com DPOC, asma, cirrose hepatica, tumores solidos e em uso de corticosteroides,
cuja mortalidade chega a 72% (TACCOME et al., 2015).

Além da alta mortalidade, a aspergilose custa milhdes ao cofres publicos. No ano de

1996, foram estimadas 10.190 hospitalizacdes por aspergilose e 1.970 mortes nos EUA, com
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tempo médio de permanéncia hospitalar de 17 dias e custo médio de U$ 62.426 por
internagao, totalizando U$ 633,1 milhdes (ALANGADEN, 2011; DASBACH et al., 2000).

Dentre os agentes etiologicos, A. fumigatus € responsavel por aproximadamente 90%
dos casos de aspergilose; no entanto, o nimero de outras espécies causando a doenca ¢ cada
vez maior, incluindo A. flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans, A. ustus e A. ochraceus
(ALANGADEN, 2011; BABAMAHMOODI et al., 2015; CAMPS et al., 2012; LAI et al,,
2008; LASS-FLORL, 2009). A. fumigatus foi responsavel por 56% dos casos, A. flavus
18,7%, A. terreus 16%, A. niger 8% e A. versicolor 1,3% em pacientes apdés TMO
(MORGAN et et al., 2005). Esta mudanga no espectro microbioldgico tem importante
repercussdo clinica pela resposta limitada que Aspergillus nao-fumigatus podem apresentar a
antifingicos tradicionais (SOUZA, 2006).

Em determinadas localizagdes geograficas como a Arédbia Saudita e Sudao, regides
semi-aridas e aridas, Al causada por A. flavus ¢ mais comum que a causada por A. fumigatus.
Nessas regioes, A. flavus é responsavel por 44% dos casos de aspergilose cutdnea e sinusite,
enquanto A. fumigatus ¢ responsavel por 26% dessas formas clinicas. Entre os casos de
ceratite, A. flavus foi responsavel por 80% do total de infec¢oes. Este fato pode ser devido a
capacidade dos esporos de A. flavus permanecerem vidveis em dreas muito secas

(KRISHNAN; MANAVATHU; CHANDRASEKAR, 2009; YU et al. 2005).

2.1.5 Formas clinicas, diagnéstico e tratamento

A forma mais comumente encontrada de aspergilose ¢ a pulmonar, devido a
colonizacdo do trato respiratorio por Aspergillus spp. (LEWIS et al., 2013).

Alguns critérios vem sendo propostos para diferenciacao entre colonizagdo e infecgao.
E considerada colonizagdo quando ocorre isolamento de Aspergillus spp. em 50% ou mais
amostras de esputo ao longo de seis meses a um ano; auséncia de deterioracdo da funcao
pulmonar e auséncia de aumento de sintomas respiratorios, como a tosse. Diferentemente para
infeccdo, além do isolamento do agente em 50% ou mais das amostras, deve haver declinio
dos parametros da fun¢do pulmonar; exacerbagdo de sintomas respiratdrios, resposta
incompleta ou ausente ap6s duas a quatro semanas de tratamento com antibidticos de amplo
espectro, bem como ser Aspergillus spp. o Unico organismo isolado de repetidas amostras de
esputo (LIU; MODHA; GAILLARD, 2013; WALICKA-SERZYSKO; SANDS, 2015).

A aspergilose pulmonar pode apresentar-se sob trés formas anatomo-patoldgicas

principais, aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), aspergiloma, conhecido como bola
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fungica e aspergilose invasiva (Al), sendo esta ultima condi¢do grave, fatal na maioria dos
casos (KOUSHA; TADI; SOUBANI, 2011; PEIXINHO et al., 2003).

Apresentacdes clinicas incomuns incluem lesdes na pele (SCHIMMELPFENNIG et
al, 2001; TAHIR et al., 2011), osteomielite (GAMALETSOU et al., 2014), rinosinusite
(TAMGADGE et al, 2012), endoftalmite (MACHADO et al, 2003), endocardite
(KALOKHE et al., 2010), sinusopatia invasiva (BARNES; MARR, 2006) e acometimento do
sistema nervoso central (KOSE et al, 2011). Além destas formas, ha aspergilose
traqueobronquica (ATB), uma forma rara que acomete, principalmente, pacientes
neutropénicos, portadores da aids e receptores de transplantes de pulmao (KOUSHA; TADI;
SOUBANI, 2011).

2.1.5.1 Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA)

A primeira descricdo de uma forma alérgica de aspergilose foi em 1887 por Popoff,
em uma mulher de 21 anos que apresentava sintomas de asma bronquica (MACARTNEY,
1964). Entretanto, os primeiros casos comprovados de ABPA foram descritos em 1952 por
Hinson, Moon e Plummer, em portadores de asma bronquica.

A ABPA ¢ resultante da hipersensibilidade a antigenos de Aspergillus, encontrado
colonizando as vias aéreas. Esta forma comumente ocorre em pacientes com asma, fibrose
cistica (FC) e bronquiectasia (BARNES; MARR, 2006; GOLDENBERG; NICHOLAS, 2008;
SALES, 2009; WALSH et al., 2008).

Aproximadamente, 7% a 14% dos pacientes asmaticos corticoide-dependentes, bem
como 6% dos portadores de FC apresentam ABPA (LOPES et al., 2004). Estima-se que,
aproximadamente, 4,8 milhdes de pacientes adultos asmaticos tétm ABPA; no Brasil, esse
numero pode chegar a mais de 480 mil pacientes (DENNING; PLEUVRY; COLE, 2013).
Apesar das investigacdes realizadas, a prevaléncia da ABPA permanece especulativa, uma
vez que até 2016 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ainda ndo a reconhece como
doenca na Classificagdo Internacional de Doencas (CID-10) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

Os mecanismos fisiopatolégicos subjacentes ao desenvolvimento de ABPA ainda sao
pouco compreendidos, mas compartilham claramente mecanismos imunolédgicos e genéticos
importantes, além da colonizacao pelo Aspergillus (KNUTSEN; BELLONE; KAUFFMAN,
2002; KNUTSEN et al., 2006; RAPAKA; KOLLS, 2009). Acredita-se que caracteristicas

unicas deste fungo, associadas a fatores genéticos e ambientais facilitam a colonizacao
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cronica e o desenvolvimento de resposta imunologica exacerbada, levando a remodelacao
irreversivel das vias aéreas, associada a fibrose, obstru¢do pulmonar e bronquiectasias
(HILVERING et al., 2011).

A suspeita de ABPA advem, geralmente, por razdes clinicas como, febre baixa, tosse
produtiva, sibilos, dispnéia, cansaco, hemoptise e espectoracdo de tampdes mucosos
acastanhados. Entretanto, as vezes os pacientes sdo assintomaticos e diagnosticados durante
os testes de rotina em individuos com asma ou FC. O diagnostico ¢ realizado pelos achados
radiolégicos associados a testes sorologicos (GOLDENBERG; NICHOLAS, 2008;
HILVERING et al., 2011).

As radiografias de torax podem se apresentar sem alteragdes nos estagios iniciais da
doenca. Durante as exacerbacdes agudas, infiltrados pulmonares sdo caracteristicos da
doenca, os quais tendem a localizar-se nos lobos superiores. A tomografia computadorizada
de alta resolu¢do (TCAR) ¢ util para uma melhor defini¢do de bronquiectasia. Tipicamente,
IgE sérica total ¢ elevada e € possivel isolar de amostras de esputo espécies de Aspergillus,
além da reatividade imediata a antigenos de Aspergillus nos testes cutaneos (BARNES;
MARR, 2006; WALSH et al., 2008; SALES, 2009).

Diversos critérios para diagnostico de ABPA tem sido propostos. Em 2003, foi
elaborado um consenso internacional para diagnostico em pacientes com FC (STEVENS et
al., 2003), com base em um classico caso de ABPA; em 2012, a partir de extensa revisao de
literatura, foram propostos critérios que abrangem tanto pacientes com asma quanto aqueles
com FC (KNUTSEN et al., 2012), enquanto que em 2013, pesquisadores do grupo de trabalho
de “ABPA em asmadticos” formado pela [International Society of Human and Animal
Mycology (ISHAM) propuseram novos critérios de forma a facilitar o diagnostico e pesquisa
clinica de pacientes com ABPA, entretanto, estes autores afirmam que ainda ¢ necessaria
validacdo e refinamento futuro para estes critérios (AGARWAL et al.,, 2013). Os critérios
propostos para diagnostico de ABPA por estes grupos de pesquisa estdo resumidos na Tabela
3.
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Tabela 3 — Critérios para diagnostico de Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA) em pacientes com asma
e fibrose cistica, segundo consensos de 2003, 2012 ¢ 2013.

2003 (Stevens et al., 2003) 2012 (Knutsen et al., 2012) 2013 (Agarwal et al., 2013)

1- Deterioracdo clinica aguda ou | 1- Asma ou FC, com deterioragdo | Condi¢do predisponente: Asma
subaguda (aumento da tosse, | da fun¢do pulmonar; bronquica, fibrose cistica

chiado, intolerancia a exercicios,
asma induzida por exercicios, | 2- Reatividade imediata a espécies | Critérios obrigatorios (ambos
mudangas na fun¢do pulmonar ¢ | de Aspergillus em testes cutineos | devem estar presentes):

aumento na produgio de | (prick-test);

expectora¢do) que ndo seja ) ) 1- Reatividade cutinea imediata a
atribuida a outras etiologias; 3- Nivel sérico de IgE total igual ou | 4spergilius spp. (prick-test
maior que 1000 ng/mL (416 positivo) ou niveis elevados de IgE
2- IgE sérica total de 1500 | Ul/mL); anti-A. fumigatus,
Ul/mL (1200 ng/mL)? )
4- Aumento de IgE e IgG anti- | 2. Nivel elevado de IgE total
3- Reatividade cutinea imediata | Aspergillus espécie-especifico; (>1000 UI/mL)".
a  Aspergillus spp. (prick-test )
com péapula > 3 mm de didmetro | S Inﬂltrado’ pulmonar  na | Qutroes critérios (a0 menos dois
com eritema circundante, na | radiografia de torax. devem estar presentes):

auséncia de tratamento anti- ———— S . _
histaminico sistémico)  ou Critérios adicionais podem incluir | 1. Presenca de preciptinas ou IgG

presenga  de  IgE  anti-A. eosinophilia no sangue perifér-ico, anti-A. fumigatus no soro;
presenga de preciptinas séricas

anti-Aspergillus spp., | 2- Opacidade pulmonar
4- Um dos critérios seguintes: bronquiectasia central e tampdes de | radiografica  compativel  com
(a) detecgdo in viro de | muco  contento espécies de | ABPAS;

Sfumigatus in vitro;

preciptinas anti-A. fumigatus ou Aspergillus”.
IgG anti-A. fumigatus; ou (b)
anormalidades novas ou recentes
na radiografia de  torax
(infiltrados ou tampoes
mucosos) ou tomografia
computadorizada  de  térax
(bronquiectasias) que  ndo
tenham  desaparecido  com
antibidticos e fisioterapia
padrdo.

3- Contagem de eosinoéfilos totais >
500 cells/uL em pacitentes que
nunca fizeram uso de esteroides.

2 Se ha suspeita de ABPA ¢ o nivel de IgE total é de 200-500 UI/mL, recomenda-se repetir o teste em 1-3 meses.
Se o paciente fizer uso de corticoides, repetir o teste quando o tratamento for interrompido.

bSe o paciente cumprir todos os outros critérios, o nivel de IgE < 1000 UI/mL pode ser aceito.

¢ Os aspectos radiograficos consistentes com ABPA podem ser transitorios (exemplo: consolidacdo, nddulos,
opacidades, sinal em “dedo de luva”, entre outros) ou permanentes (bronquiectasias, fibrose pleuropulmonar).

O tratamento da ABPA tem quatro objetivos principais, sdo eles: (I) controle dos
sintomas da asma ou FC; (II) prevenir ou tratar as exacerbagdes pulmonares da ABPA; (III)
reducdo ou remissdo da inflamagdo pulmonar; e (IV)- mitigar a progressdo para fibrose ou
doenga cavitaria (GREENBERGER et al.,, 2014).

Corticosteroides orais representam o principal tratamento da ABPA. No entanto
poucos dados estdo disponiveis para orientar a dose ou duragcdo do tratamento. Baixas doses
de corticosterdides sem tratamento antifungico (0,5 mg/kg/dia por 1-2 semanas seguidas, e em

dias alternados durante 6-8 semanas, seguida de diminui¢do e descontinuacdo) estdo



42
Brandao, I.S.L. — Infuéncia da elastina na produgao...

associadas a 45% mais recaidas e subsequente dependéncia de corticosterdide oral
(GREENBERGER et al., 2002). Uma dosagem mais elevada de corticosteréides por mais
tempo (0,75 mg/kg, durante 6 semanas, de 0,5 mg/kg, durante 6 semanas, entdo diminuidas
para 5 mg a cada 6 semanas, continuada por um total de, pelo menos, 6 semanas) foi
associada a uma taxa de remissdo mais elevada e uma menor prevaléncia de ABPA
corticosterdide-dependente (13,5%) (AGARWAL et al., 2006). Um estudo controlado
randomizado para avaliagdo de dois diferentes regimes de dose de glicocorticoides para
ABPA foi concluido (clinicaltrials.gov; NCT00974766), entretanto seus resultados ainda nao
estdo disponiveis.

Tem sido demonstrada a eficacia do tratamento quando sdo associados corticosterdides
com antifungicos como itraconazol e voriconazol (PASQUALOTTO et al., 2009), sendo os
antifngicos responsaveis pela diminui¢do da dose de corticoide necessaria, a eosinofilia e a
concentragdo de IgE, melhorando a fun¢do pulmonar e a qualidade de vida. Existe a
recomendacdo de duracdo da terapia por 6-8 meses com antifiigicos. Apesar destas
evidéncias, a dose, frequéncia e duracdo da terapia, permanecem mal definidas, sendo
necessarios mais estudos (PARULEKAR; DIAMANT; HANANIA, 2015).

A deteccdo precoce e tratamento da ABPA antes do desenvolvimento de todos os
sintomas clinicos e bronquiectasia ¢ primordial, uma vez que o adiamento do tratamento pode
resultar em danos pulmonares irreversiveis como fibrose pulmonar (AGARWAL et al., 2013;

GREENBERGER et al.,, 2014).

2.1.5.2 Aspergiloma

Aspergiloma ¢ a mais comum e mais reconhecida forma de comprometimento
pulmonar relacionada a Aspergillus spp., comumente conhecida como bola fingica. O
aspergiloma ¢ considerada como forma saprébia devido ao desenvolvimento em uma
cavidade pré-existente no pulmdo, a qual ndo apresenta danos aparentes. A bola fingica ¢
composta por hifas, células inflamatérias, fibrina, muco e fragmentos de tecido. Diversas
doencas pulmonares cavitarias como tuberculose, bronquiectasias, sarcoidose, cistos
bronquicos, neoplasias e infecgdes pulmonares, sdo agravadas pelo aspergiloma. Destas, a
tuberculose ¢ a condicdo mais comumente associada (KOUSHA; TADI; SOUBANI, 2011;
MOODLEY; PILLAY; DHEDA, 2014; RUIZ JUNIOR et al., 2010).

A bola fungica pode mover-se dentro da cavidade, porém comumente ndo invade o

parénquima pulmonar circundante ou vasos sanguineos, embora existam excegoes
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(RAFFERTY et al,1983; TOMEE et al., 1995). Na maioria dos casos, a lesdo permanece
inalterada, mas em 10% dos casos, o aspergiloma pode diminuir de tamanho ou regredir
espontaneamente, sem tratamento. Uma vez estabelecido, o aspergiloma raramente aumenta
de tamanho (GEFTER, 1992).

A maioria dos pacientes com aspergiloma sdo assintomaticos e quando os sintomas
estdo presentes, 0s pacientes apresentam hemoptise leve, mas hemoptise grave e
potencialmente fatal pode ocorrer particularmente em pacientes com sangramento decorrente
de tuberculose (FAULKNER et al., 1978). Esse fato pode ocorrer devido a invasdao de vasos
sanguineos, endotoxinas e enzimas proteoliticas liberadas pelo fungo, irritagdo mecénica dos
vasos expostos dentro da cavidade pela movimentacdo da bola fungica ou infeccdo aguda
bacteriana associada (JEWKES et al., 1983; LEE, J. et al., 2004; LEE, S., 2009; PIMENTEL,
1966). Menos comumente, os pacientes podem desenvolver tosse e dispneia que estdo,
provavelmente, mais relacionadas a doenca pulmonar subjacente; e febre, que pode ser
secundaria a doenga de base ou superinfeccio bacteriana da cavidade. A taxa de mortalidade
relacionada com aspergiloma varia de 2% a 14% (KOUSHA; TADI; SOUBANI, 2011;
ZMEILI; SOUBANI, 2007).

O aspergiloma pulmonar foi classificado por Belcher e Plummer em 1960 em simples
e complexo, e esta divisdo tem sido importante para a compreensdo desta forma clinica, para
melhor manejo e tratamento dos pacientes (MOODLEY et al., 2014). O aspergiloma simples
se desenvolve em uma cavidade com paredes finas e apresenta parénquima pulmonar
adjacente normal, o processo da doenca ¢ mais localizado e a pleura ndo ¢ envolvida no
processo patoloégico (BELCHER; PLUMMER, 1960; DENNING et al., 2003; MOODLEY et
al., 2014; RUIZ JUNIOR et al., 2010; UNIS; PICON; SEVERO, 2005).

Diferentemente do que ocorre no aspergiloma simples, na sua forma complexa, o
processo patoldgico € muito mais agressivo e difuso; hd grave destruicdo do parénquima e, na
maioria dos casos, a pleura adjacente também estd envolvida na patologia. Neste caso,
acredita-se que o Aspergillus encontra-se apenas colonizando o tecido destruido. A destruicao
e patologia pulmonar e pleural observadas sdo devidas, geralmente, a processos de doengas
pré-existentes, mais comumente a tuberculose (MOHAPATRA et al., 2016; RUIZ JUNIOR et
al., 2010). Os pacientes podem apresentar diminuicdo da fung¢do pulmonar; as cavidades
formadas apresentam paredes espessas, devido a repetidas infec¢des. Pode, também, haver
doencga pulmonar generalizada, chegando a exibir dano bilateral MOODLEY et al., 2014).

O diagnoéstico de aspergiloma ¢ realizado, geralmente, com base nas caracteristicas

clinicas e radioldgicas, combinadas a evidéncias sorologicas ou microbiologicas. Nas
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radiografias, o aspergiloma pulmonar aparece como uma massa solida arredondada, por vezes
movel, de densidade similar a da dgua, dentro de uma cavidade esférica ou oval, e separada da
parede da cavidade por um espago aéreo de tamanho e forma variaveis (STEVENS et al.,
2000). A TCAR pode ser necessaria para visualizar a bola fingica, a qual ndo ¢ aparente na
radiografia de torax (Figura 1). Esta aparéncia radiologica pode ser observada em outras
condi¢des diferentes tais como neoplasias, abscesso e cisto hidatico; podendo o aspergiloma
coexistir com qualquer uma dessas condicoes (MOODLEY et al., 2014; ZMEILI; SOUBANI,
2007). Quando a cavidade ¢ muito maior do que a aspergiloma, a massa fingica pode ser

moével e assume posicdes diferentes na cavidade dependendo da mudanca de posi¢do do

paciente (MOODLEY et al., 2014).

Figura 1 — Tomografia Computadorizada de Alta
Resolugdo (TCAR) de pulmdo evidenciando a
presenga de massa sélida no interior de uma cavidade
oval localizada no lobo superior direito (seta amarela).

Fonte: Brandao, 2012.

Culturas de esputo com isolamento do agente etioldgico ocorrem em apenas 50% dos
casos. Testes sorologicos para pesquisa de antigenos e anticorpos se apresenttam positivos em
quase todos os casos, chegando a apresentar sensibilidade maior que 95% (BARNES; MARR,
2006; LOPES et al., 2004; STEVENS et al., 2000). Alguns autores discutem a mudanga na
terminologia de aspergiloma para aspergilose semi-invasiva, quando em testes para pesquisa
de anticorpos, sdo detectadas precipitinas no soro de pacientes; no entanto, um consenso ainda

ndo foi estabelecido (BARNES; MARR, 2006; GOLDENBERG; NICHOLAS, 2008).
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Fatores de risco que incorrem em um mau progndstico e incluem a severidade da
doencga de base, aumento no tamanho ou no numero das lesdes vistas na radiografia de torax,
grau de imunossupressao (incluindo corticoterapia e infec¢ao pelo HIV), aumento nos titulos
de IgG anti-Aspergillus, hemoptise em grande volume e recorrente, ¢ sarcoidose (STEVENS
et al., 2000).

Nao héa consenso sobre o tratamento de aspergiloma, permanecendo controverso,
devido, principalmente, a variabilidade de doencas de bases que podem ser apresentadas pelos
pacientes. Assim, uma estratégia Otima de tratamento, ainda permanece desconhecida
(MOODLEY et al., 2014). Geralmente, o tratamento ¢ considerado apenas quando os
pacientes se tornam sintomaticos, geralmente com hemoptise (KOUSHA; TADI; SOUBAN],
2011).

Embora amplamente utilizada, a terapia antifungica ¢, frequentemente ineficaz. No
entanto, a administracdo de anfotericina B por via percutdnea guiada por TCAR vem se
mostrando eficiente dentro de poucos dias, especialmente em pacientes com hemoptise
maci¢a (KLEIN; FANG; CHANG, 1933; LEE et al, 1993). O papel da anfotericina B
administrada por via intravenosa ¢ incerto, € ndo se consegiu demonstrar seus beneficios
(HAMMERMAN; SAROSI; TOSH, 1974). Um estudo utilizando instilagdo endobronquica
ou intracavitaria de anfotericina B em pacientes com aspergiloma foi particularmente
promissor: 12 de 14 pacientes alcangaram cura ou melhora clinica (YAMADA et al., 1993).
Kravitz et al. (2013), avaliaram, retrospectivamente, os resultados em 20 pacientes apos a
instilacdo intracavitaria percutanea de anfotericina B. A maioria dos pacientes ndo apresentou
hemoptise persistente durante um més de acompanhamento ap6s o procedimento, apesar de
30% ter apresentado, eventualmente, recorréncia da hemoptise grave. Pneumotorax ocorreu
em 26% dos pacientes, porém sem sequelas graves.

Resseccdo cirargica, at¢ o momento, ¢ a Unica forma definitiva de tratamento;
envolvendo, geralmente, lobectomia e, assim, remog¢do da bola fingica. Tal procedimento ¢
indicada para pacientes com hemoptise recorrente, caso a fun¢do pulmonar seja suficiente
para permitir a cirurgia. No entanto, ndo hé consenso sobre qual tipo de cirurgia € momento
clinico ideal para sua realizagio (MOODLEY et al.,, 2014; KOUSHA; TADI; SOUBANI,
2011).

A indicagdo da resseccdo pulmonar para tratamento do aspergiloma pulmonar deve
levar em conta o risco da doenca e do procedimento cirurgico. Pacientes com elevado risco
operatorio, com lesdes em ambos os pulmdes e com comprometimento da fungdo pulmonar

podem ser tratados com procedimentos menos agressivos, como a cavernostomia, a instilagao
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de antifiingicos diretamente sobre a bola fingica por via transtoracica e a embolizagdo arterial
para o controle da hemoptise (MOHAPATRA et al.,2016; RUIZ JUNIOR et al., 2010).

Os indices de mortalidade relatados apos a intervencao cirurgica sdo variaveis (1,17%
a 22,6%) (CHEN; JIANG; DING, 2012; DALY et al., 1986; FARID et al., 2013), e estdo
relacionados a severidade da doenga de base como pneumonia, infarto agudo do miocérdio,
hemorragia, fistula broncoalveolar, empiema e parada respiratéria (DENNING et al., 2003;
RUIZ JUNIOR et al., 2010; FARID et al., 2013).

E fundamental o cuidado na escolha e adaptagio dos métodos, entre os diversos
procedimentos disponiveis, de acordo com as caracteristicas especificas de cada paciente

(CHEN; JIANG; DING, 2012; MOODLEY et al., 2014).

2.1.5.3 Aspergilose Invasiva (Al)

O primeiro caso relatado foi em 1953 por Rankin. A aspergilose invasiva (Al) ¢ uma
das formas mais comuns da doenga e, seu inicio da-se, mais frequentemente, pelo trato
respiratorio inferior, pela inalacdo dos conidios e, menos comumente, pode iniciar-se em
locais além dos pulmdes, como seios paranasais, trato gastrointestinal ou pele por meio de
cateter intravenoso, prolongado contato da pele com fitas adesivas ou queimaduras. A
aspergilose pode difundir-se por via hematogénica para outros 6rgaos, sobretudo o cérebro,
levando a convulsdes, infartos cerebrais, hemorragia intracraniana, meningite ¢ abscesso
epidural e, menos freqiientemente para pele, rins, pleura, coragdo, esdfago e figado
(BARNES; MARR, 2006; SHERIF; SEGAL, 2010; TORRELO et al., 2007; WALSH et al.,
2008; ZMEILIL; SOUBANI, 2007).

Os sintomas sao normalmente inespecificos, e consistentes com broncopneumonia,
febre que nao responde aos antibioticos, tosse produtiva e dispneia. Os pacientes podem
também apresentar dor pleuritica, devido a invasdo vascular pulmonar levando a pequenos
infartos, e hemoptise, que ¢ geralmente leve, mas podendo apresentar-se de forma grave em
alguns pacientes. Al ¢ uma das causas mais comuns de hemoptise em pacientes neutropénicos
(PATTERSON; STREK, 2014; SHERIF; SEGAL, 2010).

O diagnoéstico precoce pode ser dificultado devido as caracteristicas clinicas
inespecificas e auséncia de febre, principalmente em pacientes fazendo wuso de
corticosterdides. Além disso, a cultura de lavado broncoalveolar (LBA) e esputo apresenta
uma sensibilidade de 50% e o diagndstico definitivo € realizado apenas em material obtido

por biopsia, a qual demonstra evidéncias histologicas da invasdo fingica no tecido, ou
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isolamento do fungo em cultura (BARNES; MARR, 2006; SALES, 2009; WALSH et al,,
2008).

As radiografias toracicas podem ser utilizadas como ferramentas diagnosticas, sendo a
TCAR um exame que proporciona melhor padrao de imagens, as quais se mostram alteradas
antes mesmo do inicio dos achados clinicos. Multiplos infiltrados ou ndédulos discretos podem
ser caracteristicas iniciais da doenca. Uma zona opaca pode se desenvolver ao redor dos
nodulos (“sinal do halo”), particularmente em pacientes neutropénicos. Se nao tratadas, essas
lesdes podem evoluir com cavitagdo (“sinal do crescente aéreo”), no entanto, a administragao
de terapia empirica torna raros esses achados radioldgicos (BARNES; MARR, 2006; SALES,
2009).

A aspergilose invasiva aguda ¢ fatal e o tratamento deve ser iniciado imediatamente.
Na pratica, a terapia antifungica muitas vezes ¢ iniciada empiricamente em pacientes
neutropénicos que ndo respondem a terapia com antibidticos de largo espectro. O tratamento
com anfotericina B, itraconazol, voriconazol, caspofungina e anidulafungina pode ser eficaz.
Melhoria na neutropenia e redu¢ao de imunossupressao aumentam a taxa de sucesso do
tratamento (BARNES; MARR, 2006; GOLDENBERG; NICHOLAS, 2008; SHERIF;
SEGAL, 2010).

2.1.6 Modelos experimentais de aspergilose

Embora tenha havido progresso no entendimento das formas clinicas, de como o
hospedeiro detecta a presenca de propagulos fungicos e mobiliza a resposta imunologica,
ainda ¢ escasso o conhecimento sobre as modificagdes que as espécies de Aspergillus sofrem
em resposta ao ataque do sistema imunoldgico; e apesar de alguns genes, como aqueles
codificadores de metabolitos secundarios € o RodA, envolvido na evasao do 4. fumigatus
frente as células do sistema imunologico do hospedeiro, terem sido relacionados a viruléncia
deste fungo, pouco ¢ conhecido sobre as exigéncias metabdlicas ou o0s mecanismos
compensatorios de defesa que permitem sua sobrevivéncia no interior do hospedeiro
(AIMANIANDA et al., 2009; BRUNS et al., 2010a; SUGUI et al., 2008).

Modelos animais de Al sdo de valor irrefutdvel para a avaliagdo das vias de
transmissdo, resposta imunologica do hospedeiro, patogénese da doenga, bem como para o
estudo de novos métodos diagndsticos e novas terapias (SHEPPARD et al., 2004a; VALLOR
et al., 2008; ZHAO et al., 2010).
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No entanto, apesar da existéncia de diversos estudos, a dificuldade de estabelecer
padrdes reprodutiveis de Al persiste devido a existéncia de alguns critérios, os quais devem
ser analisados com extrema cautela, sendo a escolha do animal de extrema importancia,
devendo reproduzir o quadro clinico da doenga tdo bem quanto possivel. Uma grande
variedade de modelos experimentais de Al tem sido descrita em camundongos, ratos, coelhos
e porquinhos-da-india; além disso, diversas vias de infec¢do vém sendo testadas como
intravenosa, intranasal, intratraqueal e por inalagdo (CLEMONS; STEVENS, 2005;
SHEPPARD et al., 2004a; STEPHENS-ROMERO; MEDNICK; FELDMESSER, 2005;
VALLOR et al., 2008; ZHAO et al., 2010).

Vérios foram os modelos animais de aspergilose desenvolvidos. Sendo uma doencga
pulmonar importante nas aves, os modelos avidrios foram utilizados com éxito para estudar
vacinas preventivas. Estudos feitos para simular as doengas humanas tém contado com
modelos utilizando espécies de animais comuns de laboratério. Modelos utilizando
porquinhos-da-india (Cavia porcellus) foram usados principalmente em estudos terapéuticos
de Al Coelhos (Oryctolagus cuniculus) foram utilizados para estudar a Al e aspergilose
disseminada, assim como ceratite fungica. Modelos utilizando roedores, particularmente ratos
wistar (Rattus norvegicus), predominam como a escolha para a maioria dos pesquisadores. A
disponibilidade de linhagens de camundongos geneticamente definidas, reagentes
imunologicos, custo e facilidade de manuseio sdo fatores importantes, sendo utilizados
animais imunocompetentes ¢ imunossuprimidos (CLEMONS; STEVENS, 2005).

Sheppard et al. (2004a), desenvolveram um método facilmente reprodutivel de
infeccdo pela inalacdo de aerossois de conidios em ratos imunossuprimidos, dentro de uma
camara acrilica. A utilidade e reprodutibilidade de modelos de infeccdo com aerossodis de A.
fumigatus para aspergilose pulmonar vém sendo avaliada h& anos. Estes modelos sao
amplamente utilizados para o estudo de varios aspectos da patogé€nese, resposta imunoldgica
inata do hospedeiro, transmissdo de doencas adquiridas e terapia (CLEMONS, STEVENS,
2005; MUHAMMED et al., 2012).

No planejamento do modelo experimental outra questdo a ser avaliada ¢ o regime de
imunossupressao dos animais. Balloy et al. (2005) destacam a importancia deste parametro,
comparando as respostas pulmonares do hospedeiro e desenvolvimento de Al em
camundongos infectados com o mesmo indculo e em estado de imunidade modificada por
tratamento com corticosteroide ou um agente quimioterapico. De acordo com os autores,
pacientes recebendo corticosterdides para a prevengdo ou tratamento da rejeicdo apos o

transplante e os que recebem quimioterapia mielotoxica contra o cancer estdo em maior risco
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de desenvolver Al. Tal como nos seres humanos, os ratos tratados com quimioterapia foram
mais sensiveis ao 4. fumigatus que os tratados com corticosteroides, o que indica claramente
que a patogénese da infeccdo varia de acordo com o tipo de imunossupressao, o
desenvolvimento do fungo ou o grau de resposta do sistema imunoldgico do hospedeiro.

Os modelos tém grande importancia para a determinagdo da eficacia de terapéuticas
experimentais, comparciao da viruléncia de diferentes isolados de Aspergillus, defini¢ao de
genes envolvidos na viruléncia e susceptibilidade a infeccao. Adicionalmente, estes modelos
tém sido fundamentais para o avango da terapia antifingica e compreensao da patogénese e
resisténcia do hospedeiro, havendo um grande potencial para identificacdio de novas
estratégias de diagndstico e terapéutica, criticamente necessdrios para a aspergilose, cujo
curso muitas vezes ¢ letal (CLEMONS, STEVENS, 2005; MUHAMMED et al., 2012;
PATTERSON, 2005; SCHUMANN et al., 2010; SUGUI et al., 2008).

2.2 ASPERGILLUS (Micheli ex Link 1809)

O nome Aspergillus foi citado em 1729 por Micheli, o qual observando as estruturas
de reproducdo assexuada deste fungo comparou-o ao “asperges”, instrumento utilizado pelo
clero catdlico romano para aspergir dgua benta nos fi¢is (AINSWORTH, 1976). O género
Aspergillus ¢ composto por espécies que habitam principalmente o solo e matéria organica
morta, estando seus esporos presentes nas correntes de ar de qualquer ambiente,
disseminando-se a pequenas e grandes distancias, € germinam em quase todos os substratos,
dependendo das condigdes ambientais, sendo “onipresente” o adjetivo mais comumente
utilizado para descrevé-lo (BENNET, 2010).

O conididforo ¢ a caracteristica fundamental que define o género Aspergillus. Durante
a diferenciagdo micelial, algumas células se especializam tornando a parede celular mais
espessa tomando uma forma que lembra a letra “T” ou “L”, tais células sdo chamadas de
“células pé”; a partir destas, ¢ formado um conidioforo simples perpendicular ao eixo da
célula. No apice do conidioforo ocorre um aumento de tamanho da célula, dando origem a
uma vesicula, que pode ser elipsodide ou globosa; a area fértil da vesicula da origem a células
conidiogénicas, denominadas fidlides, as quais originam longas cadeias de esporos mitoticos
ou conidios. Em muitas espécies, entre a vesicula e as fidlides encontram-se células

denominadas métulas. As cabegas conidiais que apresentam apenas fidlides denominam-se
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unisseriadas, e as que apresentam fidlides e métulas, bisseriadas (ABARCA, 2000;
BENNETT, 2010; RAPPER; FENNEL, 1977).

A partir de observagdes realizadas neste género um importante marco na Micologia foi
constatado, quando, em 1854, Derbay tornou-se o primeiro pesquisador a notar que o micélio
de Aspergillus era capaz de produzir, além da estrutura de reprodugdo assexuada, conidiéforo
caracteristico do género, também originava uma estrutura de reprodu¢do sexuada denominada
cleistotécio. Esta observagdo foi de grande relevancia, visto que esta estrutura de reproducao
havia sido observada em outro organismo, € possuia seu proprio nome Eurotium herbariorum.
Derbay percebeu que E. herbariorum e A. glaucus eram as diferentes fases de reproducdo de
um mesmo organismo. Desde esta observagdo, varias outras espécies de fungos pertencentes
ou ndo ao género Aspergillus foram nomeadas com base na fase anamorfica e depois
relacionados ao seu teleomorfo (BENNETT, 2010).

Os teleomorfos de Aspergillus se incluem nos géneros Chaetosartorya, Dichlaena,
Emericella, Eurotium, Fennellia, Neosartorya, Petromyces, Stilbothamnium, Neopetromyces
e Neocarpenteles. Estes estados teleomorficos pertencem ao filo Ascomycota, ordem
Eurotiales e familia Trichomaceae, porém muitas espécies de Aspergillus permanecem nao
relacionadas a teleomorfos, o que faz com que se pense que a evolugdo deste género destina-
se a producdo de apenas formas anamorficas, entretanto o curso e velocidade desta evolugao
nao sdo conhecidos (ABARCA, 2000; FRISVAD; SAMSON, 2000; GUGNANI, 2003; PITT;
SAMSON, 2007; SAMSON et al., 2014; UDAGAWA; UCHIYAMA, 2002).

Tradicionalmente, fungos filamentosos tém sido identificados de acordo com a
morfologia apresentada, uma espécie ¢ reconhecida como um grupo de isolados que
compartilham uma série de caracteristicas morfoldgicas que os distingue de outros isolados.
Assim, a identificacdo de Aspergillus ¢ baseada na avaliacdo de sua macromorfologia e
micromorfologia: coloragdo da colonia, pigmentacao do meio, taxa de crescimento micelial,
textura da coldnia e estruturas produtoras de esporos (BALAJEE et al., 2007a; BALAJEE,
MARR, 2006).

Dado que poucas espécies deste género apresentam reproducdo sexual, produzindo
ascocarpos com ascos € ascosporos, a identificagdo microscopica € baseada na morfologia de
estruturas reprodutivas assexuais pela observacao de caracteristicas como tamanho e forma da
cabeca conidial, vesicula, arranjo dos conidios no exterior da vesicula, presenca e forma de
fialides unisseriadas ou bisseriadas, além do tamanho, ornamentagdo, forma e coloragao dos

conidios (BALAJEE et al., 2007a; BALAJEE, MARR, 2006).
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Com o objetivo de orientar a identificacdo, varias chaves de identificacdo baseadas na
morfologia foram publicadas (KLICH, 2002) e um tutorial on-line é oferecido no website da
“Schimmelcultures voor Centraalbureau” (CBS, 2011), além de diversos eventos voltados
para a capacitacao profissional na identificacao de espécies do género.

O género foi dividido originalmente em subgéneros e grupos por Rapper e Fennell em
1965 (BALAIJEE et al., 2007a), mas a atual classificacdo em conformidade com as regras do
Coédigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas, substituindo a
designacao de “grupo” por “secdo” foi realizada apenas em 1986 por Gams e colaboradores
(BENNETT, 2010; SAMSON et al., 2014).

A partir de uma abordagem polifasica, o género foi classficado dentro da familia
Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe Eurotiomycetes e filo Ascomycota (HOUBRAKEN;
SAMSON, 2011). Atualmente, o género ¢ dividido em quatro subgéneros (Aspergillus,
Circumdati, Fumigati e Nidulantes) e 20 secdes (HOUBRAKEN; VRIES; SAMSON,
2014). H4 aproximadamente 339 espécies incluidas nesse género, sendo esse numero
suscetivel a aumentar devido a pesquisas com abordagem polifasica, levando em consideragao
ndo apenas caracteristicas morfologicas, mas baseando-se em analises de extrolitos e
abordagens filogenéticas (SAMSON et al., 2014).

Apesar de ser amplamente utilizada, a identificagdo morfolégica de espécies de
Aspergillus apresenta diversas limitagdes, pois desde 1965, Raper e Fennell observaram que
"no estudo do género Aspergillus, ¢ importante perceber que as cepas podem variar dentro de
uma espécie, que as espécies podem variar dentro de um grupo e que os grupos se sobrepdem
dentro do género". Varios estudos tém colocado em foco as dificuldades de métodos de
identificacdo fenotipica deste género (BALAJEE et al., 2005a,b; BALAJEE; MARR, 2006;
HONG et al., 2006a,b).

As dificuldades na identificagdo incluem a dependéncia de caracteristicas instaveis
como a cor da coldnia, que sdo dependentes das condi¢cdes ambientais, como a composi¢ao
dos meios de cultura, temperatura de incubacdo e idade das colonias; dependéncia de
caracteristicas variaveis como forma da cabegca conidial e do arranjo das células
conidiogénicas que tendem a modificar-se com a idade da colonia; dependéncia de
caracteristicas fenotipicas transitérias, tais como formacdo de ascosporos; produgdo de
fenotipos atipicos pelas cepas isoladas de espécimes clinicos, como esporulacido lenta,
formacao de conidioforos atipicos e conidios albinos; semelhangas morfologicas apresentadas

por diferentes representantes da mesma se¢ao; e, finalmente, a identificagdo fenotipica requer
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uma ampla gama de técnicas laboratoriais e profissionais especialmente treinados para esta
atividade (BALAJEE; MARR, 2006; BALAJEE et al., 2007a).

Embora existam dificuldades, aproximadamente 89% dos laboratorios de Micologia
usam métodos morfoldgicos para identificacao das espécies (MCCLENNY, 2005). Devido a
dependéncia destes laboratorios, diversos autores discutem a necessidade de emprego de
técnicas e meios de cultura padronizados, além da exploragdo de outros marcadores
fenotipicos, tais como termotolerancia e, principalmente, a formagao continua de profissionais
para atuar nessa area, o que garantiria maior credibilidade na identificacdo. Entretanto,
estudos taxonomicos utilizando perfil metabolico e comparacdes filogenéticas tém enfatizado
que a identificacdo morfoldgica ndo separa adequadamente os organismos que sao
geneticamente distintos (BALAJEE et al., 2005a,b; BALAJEE; MARR, 2006; HONG et al.,
2006a,b).

A abordagem polifasica para a identificacdo de espécies de Aspergillus constitui-se
como padrdo ouro, porém torna-se dificil definir um conjunto padrao de critérios que devem
ser utilizados. Caracteristicas morfoldgicas sdo, por vezes, variaveis € necessitam da
combinagdo com outros fatores, como analise molecular, fisiologia e dados ecoldgicos.
Apesar de largamente utilizada para identificacdo de isolados de Aspergillus, a regido ITS
(espacadores transcritos internos / internal transcribed spacer) apresenta pouca ou nenhuma
variacdo entre espécies estreitamente relacionadas, apresentando baixa sensibilidade para
distingui-las dentro das seg¢des. Tendo em vista as limitagdes das regides ITS, ¢ recomendada
a analise de regides que codificam B-tubulina, calmodulina, actina e hidrofobinas, as quais se
mostraram eficientes para separagdo das espécies (BALAJEE et al., 2007a; HOUBRAKEN;
SAMSON, 2011; PITT; SAMSON, 2007; SAMSON et al., 2007c).

A importancia de um consenso ¢ da combinagdo de diferentes técnicas ¢ essencial a
identificacao rapida e confidvel em nivel de espécie dos fungos deste género recuperados de
amostras clinicas, para fins epidemioldgicos, como vigilancia de novas espécies emergentes;
além de orientar a terapia antifungica, visto que algumas espécies de Aspergillus podem
apresentar maior viruléncia e resposta distinta a terapia antifingica (ABAD et al., 2010;
ABARCA, 2000; BALAJEE et al. 2007a,b; SHERIF; SEGAL, 2010), como tem-se
demonstrado, in vitro e in vivo, que isolados de 4. ferreus sdo, em sua maioria, resistentes a
anfotericina B; isolados de A. ustus parecem ser refratirios aos azois, e A. lentulus possuem
baixa suscetibilidade in vitro a uma ampla gama de antifingicos, incluindo anfotericina B,

azois, e equinocandinas (BALAJEE et al., 2005a,b).
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2.2.1 Aspergillus fumigatus (Fresenius 1863)

Em 1863, Aspergillus fumigatus foi descrito pela primeira vez por Johann Baptist
Georg Wolfgang Fresenius (SCHMIDT; SCHMIDT, 1999). Atualmente, com base nas
caracteristicas morfoldgicas, os membros do compexo A. fumigatus, pertencem ao subgénero
Fumigati, secdo Fumigati (BALAJEE; MARR, 2006; PITT; SAMSOM, 2007; SAMSOM et
al., 2007a,b,c). Apresentam coldnias de crescimento rapido (5-7 cm ap6s 10 dias a 28 °C), no
inicio do desenvolvimento, em meio dgar Czapek (CZ), apresentam consisténcia velutinea,
coloragdo branca, que com o passar dos dias torna-se verde azulada ou azul acinzentada,
reverso creme, amarelo, verde escuro ou marrom escuro. Microscopicamente, apresentam
cabecas conidiais colunares, vesiculas em forma de balao e fialides unisseriadas, conidiéforos
de parede lisa e de coloragdo verde oliva, com conidios medindo, aproximadamente, 2,5-3 um
de didmetro, globosos a subglobosos de coloragdo verde oliva e superficie ligeiramente
equinulada (BALAJEE; MARR, 2006; PITT; SAMSOM, 2007; SAMSOM et al., 2007a,b,c).

Os conidios de Aspergillus spp. sdo bem adaptados para dispersdo pelo ar e possuem
caracteristicas que permitem a permanéncia no ar por periodos muito longos, como o tamanho
pequeno e hidrofobicidade; aumento da resisténcia no ar, melhorando a disper¢do, como a
ornamentacao dos esporos, com paredes equinuladas, observadas em A. fumigatus; além da
pigmentacdo, dada pela melanina, que torna essas estruturas viaveis por um periodo
prolongado em condi¢des adversas; esses fatores associados a outras caracteristicas fazem
com que espécies de Aspergillus tenham um padrao de distribui¢do global (O’GORMAN,
2011).

2.2.1.1 Fatores de Viruléncia

Entre outras espécies causadoras da aspergilose, 4. fumigatus destaca-se como sendo o
principal agente etiologico, responsdvel por, aproximadamente, 90% dos casos
(ALANGADEN, 2011; FERNANDEZ et al., 2014; PATTERSON; STREK, 2014).

Neste contexto, diversas pesquisas tém sido realizadas com a finalidade de determinar
caracteristicas que conferem a esse microrganismo a capacidade de causar doenca. Tem sido
demonstrado que a viruléncia de A. fumigatus ¢ multifatorial. Estudos sugerem que este fungo
possui mecanismos como termotolerancia, enzimas extracelulares, pigmentos e secre¢ao de

metabolitos tdxicos, que proporcionam sua sobrevivéncia no ambiente por conferirem
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vantagens competitivas contra os microrganismos que compartilham o mesmo nicho
ecoldgico (DAGENAIS; KELLER, 2009; LATGE, 2003; YOUNGCHIM et al., 2004).

A germinagado de conidios de Aspergilus a 37 °C correlaciona-se com patogenicidade e
A. fumigatus € mais termotolerante que outros agentes etiologicos da aspergilose, crescendo
bem a 37 °C e suportando temperaturas acima de 50 °C. Especula-se que o crescimento em
altas temperaturas pode induzir a expressdo de genes de viruléncia que conferem beneficios
adicionais, embora faltem evidéncias para esta teoria (ARAUJO; RODRIGUES, 2004;
DAGENALIS; KELLER, 2009).

A comparagdo do crescimento de A. fumigatus, A. flavus e A. niger demonstrou
correlacdo entre a taxa de germinagdo e prevaléncia de patdgenos. As taxas de germinagao
dos conidios dessas espécies foram semelhantes em temperaturas até 30 °C, mas diferiu a 37
°C e 41 °C. Nesta ultima temperatura, a germinagdo de conidios de A. fumigatus foi
aumentada, a germinacdo de conidios de 4. flavus diminuiu 45%, e no caso de 4. niger nao
houve germinacdo dos conidios. Estes dados demonstraram que a temperatura ideal para
crescimento de A. flavus e A. niger ¢ de cerca de 30 °C. Sugerindo que a temperatura pode
desempenhar um papel crucial na selegdao de espécies patogénicas de Aspergillus (ARAUJO;
RODRIGUES, 2004).

Aspergillus fumigatus dispde de estratégias que o auxiliam na aquisi¢do de nutrientes,
bem como na invasdo tecidual. Alguns destes mecanismos sdo enzimas extracelulares e
sider6foros (SHARON; HAGAG; OSHEROV, 2009; SCHRETTL et al., 2010).

A grande variedade de proteases produzidas por 4. fumigatus inclui metaloproteases,
proteases alcalinas, aspartil protease, serina protease e elastases, além da producdo de lipases.
Em um estudo realizado por Alp e Arikan (2008), utilizando isolados clinicos de Aspergillus
spp., 4. fumigatus apresentou atividade nao so elastinolitica, mas também de proteases acidas
e fosfolipases, enquanto as cepas de 4. flavus apresentaram apenas atividade elastinolitica, e
A. niger apresentou apenas atividade fosfolipasica. Estas enzimas podem atuar tanto na
digestdo para assimilacdo de substratos protéicos, como contribuindo para invasdo das hifas
nos tecidos do hospedeiro, funcionando assim, como fatores de viruléncia do fungo
(DAGENAIS; KELLER, 2009; KRISHNAN; MANAVATHU; CHANDRASEKAR, 2009;
OKUMURA et al., 2004;).

Em 2009, os resultados de dois grupos de pesquisa trouxeram para discussdo qual o
verdadeiro impacto das proteases secretadas durante a invasdo tecidual na aspergilose
pulmonar; estes informaram sobre clonagem e dele¢dao de um fator de transcri¢ao, PrtT, que

controla a expressdo de multiplas proteases extracelulares (BERGMANN et al., 2009;
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SHARON; HAGAG; OSHEROV, 2009). Surpreendentemente, embora observada diminuicao
da morte de células epiteliais pulmonares e de eritrocitos, e a auséncia de atividade de
proteases extracelulares pelo mutante, a viruléncia das cepas ndao foi atenuada em
camundongos imunossuprimidos. Os autores sugerem que as proteases de 4. fumigatus sob a
regulacdo deste fator de transcricdo ndo estdo relacionadas a patogenicidade, embora o
envolvimento de outras enzimas proteoliticas, cuja expressdo ¢ regulada durante a infecgao
pulmonar, ndo pode ser excluida (SHARON; HAGAG; OSHEROV, 2009).

A capacidade de adquirir ferro do ambiente ¢ comum para a maioria dos organismos
patogénicos. O ferro ¢ um co-fator para catalases, oxigenases e peroxidases e, portanto,
desempenha um papel importante na resisténcia contra o estresse oxidativo
(HERSLETH et al., 2006). A. fumigatus dispde de sistemas de captacao de ferro, os
sider6foros, que parecem ser essenciais para a viruléncia (DAGENAIS; KELLER, 2009;
SCHRETTL et al., 2004; 2010). Estes sistemas sdo quelantes do ferro férrico; e sdo em
numero de quatro em A. fumigatus, dois intracelulares e dois extracelulares. Mutantes que nao
possuem qualquer um destes sideroforos, t€ém a viruléncia significantemente atenuada,
indicando que estas moléculas, tanto intracelulares como extracelulares, sdo necessarias para a
viruléncia deste fungo (DAGENAIS; KELLER, 2009; SCHRETTL et al., 2010).

A melanina, um pigmento castanho-escuro ou negro formado pela polimerizagdo
oxidativa de compostos fenolicos, ¢ outro importante fator de viruléncia de A. fumigatus,
sendo um dos principais componentes da MEC desta espécie. A sua sintese esta associada a
viruléncia de uma série de fungos patogénicos como Cryptococcus neoformans (ROSAS et
al., 2000a,b; CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000), Sporothrix schenckii
(ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; MORRIS-JONES et al., 2003), Histoplasma
capsulatum (NOSANCHUK et al., 2002) e Paracoccidioides brasiliensis (TABORDA et al.,
2008).

Nos conidios de A. fumigatus estd presente um pigmento verde-azulado derivado de
um composto da via de produg¢do da melanina, o dihidroxinaftaleno (WATANABE et al.,
2000); este pigmento ¢ produzido tanto in vitro quanto in vivo (YOUNGCHIM et al., 2004).
Jahn et al. (2000) demonstraram que a perda do pigmento conidial, em A. fumigatus e A.
niger, esta relacionada a um aumento da susceptibilidade as espécies reativas do oxigénio
(ROS) liberados por leucdcitos polimorfonucleares (LPMNs) e monocitos. Além disso,
conidios que ndo possuem esse pigmento se tornam mais susceptiveis ao ataque de mondcitos

in vitro, e apresentam viruléncia reduzida em modelos animais (YOUNGCHIM et al., 2004).
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A melanina encontrada em espécies de Aspergillus também protege os conidios de
fatores ambientais como calor, radiagdo ultravioleta (UV) e variagdes de pH o que demonstra
uma vantagem de sobrevivéncia no organismo humano e nos mais variados ambientes,
atuando como um importante fator de viruléncia, pois afeta a resposta imune ao patéogeno,
constituindo-se, portanto como fundamental para que ocorra invasdo tecidual (BEAUVALIS et
al., 2007; CHAI et al., 2010; KRISHNAN; MANAVATHU; CHANDRASEKAR, 2009;
LOUSSERT et al., 2010; NAGGIE; PERFECT, 2009; PIHET et al., 2009; SUGUI et al.,
2007a; TABORDA et al., 2008).

Aspergillus  fumigatus secreta numerosos metabolitos secundérios, os quais
proporcionam uma blindagem quimica contra antagonistas ou predadores. Asp-hemolisina ¢é
uma toxina hemolitica e citotoxica para neutrofilos e macréfagos. Fumagilina inibe a
proliferagdao de células endoteliais, a angiogénese e se destaca com propriedades amebicidas.
Ambas inibem a fun¢do de leucocitos em termos da migragdo, a producao de superdxido e
atividade fungicida, porém, o metabodlito secundario que desperta o maior interesse em A.
fumigatus € a gliotoxina, devido as suas potentes propriedades imunossupressoras, citotoxicas
e antiangiogénicas e de ser facilmente detectada durante a infec¢do experimental e no soro de
pacientes com aspergilose (ASKEW, 2008; BUGLI et al., 2014; DAGENAIS; KELLER,
2009; FALLON; REEVES; KAVANAGH, 2011; GUINEA et al., 2011; HUMMEL et al.,
2009; KAMEI; WATANABE, 2005; KWON-CHUNG; SUGUI, 2013; REMENTERIA et al.,
2005).

Vem sendo discutida a produgcdo de MEC por A. fumigatus, a qual ¢ gerada tanto no
aspergiloma quanto na Al, como um potencial fator de viruléncia (RAJENDRAN et al., 2011;
RAMAGE et al, 2011b). A MEC ¢ composta principalmente por galactomanana,
galactosaminogalactano, a-1,3-glucano e melanina. A galactomanana ¢ o constituinte
principal da parede celular deste fungo, detendo 14% de sua constitui¢do, podendo ser
encontrada na MEC e no interior da célula fungica (BEAUVALIS et al., 2007, LOUSSERT et
al., 2010).

2.2.1.2 Gliotoxina

Toxinas flngicas sdo metabodlitos secundarios, os quais variam de funcdes, desde

imunossupressores a antibioticos. Sao caracterizados pelo baixo peso molecular e

dispensaveis ao crescimento flingico; entretanto, objetivam a adaptacdo a ambientes hostis,
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como frente a limitagdo nutricional ou em presenca de competidores ambientais (GARVEY;
KELLER, 2010; SHERIDAN; DOLAN; DOYLE, 2015).

Metabolitos secundarios sdo muitas vezes bioativos, produzidos como familias de
compostos ligados a fases restritas do ciclo de vida dos fungos, com produgdo geralmente
correlacionada a um estagio especifico de diferenciagdo morfologica. Organismos produtores
podem crescer sem sintetizar estes metabolitos, e a sintese ter distribuicdo taxondmica restrita
a apenas um pequeno grupo de individuos (KELLER; TURNER; BENNETT, 2005;
WIEMANN et al., 2013).

Aspergillus spp. secretam uma grande variedade de metabdlitos secundarios como
policetideos, representados pelos peptideos ciclicos, alcaldides e sesquiterpendides; além de
epipolitiodioxopiperazinas (ETPs), as quais sdo caracterizadas pela presenca de uma ponte
dissulfeto no interior de um anel de dicetopiperazina. Este anel ¢ derivado de um dipeptideo
ciclico e sua ponte dissulfelto lhe confere toda a toxicidade conhecida destas moléculas, alvo
de muitas investigacdes sobre a sua estrutura e atividade (CERQUEIRA et al., 2014;
FRISVAD et al., 2009; GARDINER; WARING; HOWLETT, 2005).

A mais bem caracterizada ETP ¢ a gliotoxina (GT) (326 Da) (Figura 2), produzida
durante o crescimento de hifas. Poucos dados estdo disponiveis sobre a sua producgdo entre os
diferentes géneros dos fungos. Sabe-se que a GT pode ser produzida por isolados de A.
fumigatus, Eurotium chevalieri, Gliocladium fimbriatum, ¢ um nimero limitado de outras
espécies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, mas nem todos os isolados de uma
mesma espécie podem produzir GT (GARDINER; WARING; HOWLETT, 2005). Ha relatos
de que A. fumigatus e A. terreus sao produtores desta toxina, enquanto que 4. nidulans nao a
produz (FOX; HOWLETT, 2008; PATRON et al., 2007).

Acredita-se que a toxicidade da GT ¢ mediada pela ponte dissulfeto no interior do anel
de dicetopiperazina por duas vias principais: (i) inativagdo de proteinas pela formagao de
ligagdo cruzada com peptideos que contém residuos de cisteina, e (ii) pela geracdo de ROS
por meio do ciclo redox (GARDINER; WARING; HOWLETT, 2005; RODRIGUEZ;
CARRASCO, 1992). A formacao da ponte dissulfeto pode ser reprimida pela adicdo de
redutores celulares como a glutationa e o ditiotreitol, os quais inibem a produgdo de espécies

redox e impedem a formagao da ponte (GARDINER; WARING; HOWLETT, 2005).
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Figura 2 — Estrutura quimica da gliotoxina.

Fonte: Miralles, 2015

A produgdo de GT em culturas de A. fumigatus foi observada primeiro por Menzel,
Wintersteiner e Hoogerheide em 1944, como um contaminante na preparacao de experimento
para producgdo de outro metabolito secundario, a fumigacina.

Aspergillus fumigatus é o principal produtor de GT entre as espécies de Aspergillus,
sendo estabelecida como um dos fatores de viruléncia deste fungo (MIRALLES, 2015;
SUGUI et al., 2007b).

Similar a outros organismos produtores de GT, todos os genes envolvidos na
biossintese da GT estdo organizados em um cluster no genoma do A. fumigatus (PATRON et
al., 2007). Este cluster, conhecido como gli cluster, compreende 13 genes (GARDINER;
HOWLETT 2005; SCHRETTL et al., 2010) e requer uma oxidoredutase (GliT) para proteger
este organismo de GT exogena (SCHRETTL et al., 2010).

O primeiro passo para a biossintese da GT ¢ catalisado por uma peptideo-sintase ndo-
ribossomal codificada pelo gene g/iP, cuja delegdo resulta na interrupc¢ao da sintese de GT em
cepas de 4. fumigatus, com consequente reducao dos efeitos in vitro (SUGUI et al., 2007b).

Isolados fungicos nos quais o gene gliP foi deletado (Ag/iP) falharam em produzir GT.
Dois trabalhos nao relataram diferenga na sobrevivéncia das cobaias apds a infeccdo com
cepas AgliP, em cobaias neutropénicas (CRAMER et al., 2006; KUPFAHL; GEGINAT;
HOF, 2006). Contudo, um terceiro grupo de pesquisa (SUGUI et al., 2007b) demonstrou a
redugdo da viruléncia de cepas AgliP em um modelo de aspergilose pulmonar com baixo
in6culo, em cobaias tratadas com corticosterdides. Estes dados sugerem que a GT pode ser
dispenséavel para a viruléncia de A. fumigatus em alguns hospedeiros, mas em outros nio, e
nao exclui um papel de viruléncia das inimeras outras toxinas produzidas por este organismo.

Entre as varias espécies do género Aspergillus, apenas a producao de GT por A.

fumigatus foi estudada mais profundamente. A freqliéncia média da produgdo em cepas
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ambientais de 4. fumigatus varia entre 0% e 33%, podendo chegar a 96%, e entre cepas
clinicas de 93% a 98% (EL-SHANAWANY; MOSTAFA; BARAKAT, 2005; KUPFAHL et
al., 2008; SCHAREF et al., 2012). Para 4. flavus ¢ para A. niger provenientes de diversos
espécimes clinicos, a produgdo de GT varia de 4% a 13% e 56% a 75%, respectivamente
(KUPFAHL et al., 2008; LEWIS et al., 2005a,b).

Kupfahl et al. (2008) avaliaram a produg¢do de GT, em isolados a partir de fonte
ambiental e de espécimes clinicos, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)/ High
performance liquid chromatography (HPLC) e espectrofotometria de massa, apds 5 dias de
cultivo. Quase todos os isolados de A4. fumigatus de origem clinica (98%, n = 53) e do
ambiente (96%, n = 47) produziram GT. Entre as outras espécies de Aspergillus testadas, uma
porcentagem significativamente menor foi capaz de produzir a toxina: A. terreus (n = 27), A.
niger (n = 16), e 4. flavus (n=15), com frequéncia de 37%, 56%, e 13%, respectivamente.

Santos, Dorner e Carreira (2003) relataram que apenas 11% das cepas de 4. fumigatus
isoladas de silos na ilha Terceira, nos Agores produziram GT. Em contrapartida, Lewis et al.
(2005a), constataram que 93% das cepas de 4. fumigatus (n = 40) isoladas entre 1998 e 2003
a partir de amostras respiratorias e tecidos de pacientes com cancer no Anderson Cancer
Center, em Houston, Texas (EUA) foram produtores de GT em compara¢do com 75% de
cepas de 4. niger (n =9), 25% de A. terreus (n = 27) e 4% dos isolados de 4. flavus (n = 18).
Além disso, as concentragdes de GT produzida pelos isolados de A. fumigatus foram
significativamente maiores que as de outras espécies.

As discrepancias entre os resultados esta no fato de que a GT atua, provavelmente,
como um fator de viruléncia in vivo e, assim, ¢ necessaria para estabelecer a infec¢cdo por A.
fumigatus. Esta hipotese ¢ apoiada pela observacdo de que a GT retarda significativamente o
movimento ciliar, causa danos ao epitélio ciliado respiratério humano, além de possuir
inimeras propriedades imunossupressoras (HOHL; FELDMESSER, 2007; KUPFAHL et al.,
2008; SCHLAM et al., 2016).

In vitro, a GT regula um largo espectro de efeitos supressivos sobre diferentes tipos de
células do sistema imunolédgico, como inibi¢do da funcdo de LPMNs, macrdofagos e células T
citotoxicas, pela inducao da apoptose, bloqueio da producao de citocinas, da apresentagao do
antigeno, além de atividade ciliostatica sobre as cé€lulas epiteliais do aparelho respiratorio
(CERQUEIRA et al., 2014; HOHL; FELDMESSER, 2007; KUPFAHL; GEGINAT; HOF,
2006; KWON-CHUNG; SUGUI, 2009, 2013; NISHIDA et al., 2005; SCHAREF et al., 2012;
SCHLAM et al., 2016; SPETH et al., 2011).
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Os efeitos supressivos sdao resultado de diferentes mecanismos, sendo o mais
importante, provavelmente, a inibi¢do do fator de transcricdo NF-kB, o principal regulador da
transcricdo do gene de citocinas pro-inflamatorias. Uma vez que este fator ¢ uma parte
integrante da resposta imunolédgica e inflamatéria e controla a expressao de algumas citocinas,
a sua inibicdo pode contribuir para as propriedades imunossupressoras das ETPs
(GARDINER; WARING; HOWLETT, 2005; LEWIS et al., 2005a).

Em cobaias imunocompetentes, a administracdo de GT resulta em um nivel de
imunossupressao suficiente para tornar os animais suscetiveis a Al apOs exposicao aos
conidios de 4. fumigatus (LEWIS et al., 2005a). Desde que foi possivel a deteccdo da GT em
tecidos pulmonares de cobaias com Al induzida experimentalmente (KUPFAHL; GEGINAT;
HOF, 2006; LEWIS et al., 2005a), estes achados sugerem que a funcdo da GT seria auxiliar
na evasao do fungo de células efetoras do sistema imunolégico do hospedeiro
(CHOTIRMALL et al., 2014).

Em concentagdes nanomolares, a GT interfere na producdo e liberacdo de oxidases
dependentes de NADPH e dos LPMNs (TSUNAWAKI et al., 2004) e altera a funcdo de
fagocitose dos macrofagos (SCHRETTL et al., 2010). Em concentragcdes micromolares, a GT
induz apoptose de macrofagos e LPMNSs, células dendriticas, hepatocitos, fibroblastos e
células de cancer (COMERA et al., 2007, KHOUFACHE et al., 2007; KWEON et al., 2003;
PAN; HARDAY, 2007; STANZANI et al., 2005). Além disso, esta toxina pode ser detectada
in vivo em hospedeiros infectados por A. fumigatus (BOK et al., 2005; LEWIS et al., 2005a).

Hé relatos de inibi¢do da angiogénese durante o desenvolvimento da aspergilose
invasiva, pela GT. Em hospedeiros suscetiveis, angioinvasdo por A. fumigatus causa
trombose, hipdxia e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, os quais sdo estimulos para a
angiogénese. Contudo, proliferagao flingica e extensa necrose coagulativa sdo particularmente
proeminentes neste quadro clinico (BEN-AMI et al., 2009; KONTOYIANNIS, 2010).

Ben-Ami et al. (2009) demonstraram a supressdo da angiogénese por A. fumigatus in
vitro e em modelo animal neutropénico de aspergilose cutdnea. A supressdo do gene LaeA,
regulador global do metabolismo secunddrio, aboliu a atividade antiangiogénica de A.
fumigatus, indicando que este processo ¢ mediado por meio da producdo de metabodlitos
secundarios, particularmente, a GT.

Ainda ndo esta esclarecido em qual etapa da infeccdo a GT atua in vivo; entretanto,
estudos indicam que esta toxina atua quando alguma fun¢do dos neutrofilos estd presente,

levantando a possibilidade de que os neutrofilos sdo os principais alvos desta toxina
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(ASKEW, 2008; KUPFAHL et al., 2008). Segundo Lewis et al. (2005a,b), novos estudos sdo

necessarios para melhor defini¢cdo do papel da GT na patogénese da aspergilose invasiva.

Bruns et al. (2010b) demonstraram que durante a formagdao do biofilme de A.
fumigatus, alguns dos genes envolvidos na biossintese de GT tiveram expressao aumentada
em até 12 vezes quando comparados aos de células planctonicas. Enquanto que abordagens
imunologicas e CLAE foram capazes de detectar quantidade aumentada de GT no biofilme de

A. fumigatus (BUGLI et al., 2014).

Os estimulos externos que induzem a produgdo de GT permanecem desconhecidos,
mas a transcricdo dos genes ¢ afetada por vérios fatores, como pH, temperatura, composicao e
aeracdo do meio de cultura, ou por fatores desconhecidos durante a infecgdo de cobaias ou
durante o confronto de A. fumigatus com granuldcitos neutrofilicos (MCDONAGH et al.,
2008; SUGUI et al., 2008). Notavelmente, a propria GT induz, até certo ponto, a transcri¢ao
de genes envolvidos em sua biossintese (CRAMER et al., 2006).

2.3 BIOFILME DE A4spergillus fumigatus

Biofilmes sdo comunidades altamente estruturadas, nas quais 0s microrganismos se
encontram associados a uma superficie e ligados uns aos outros, e toda esta comunidade esta
envolvida em um material extracelular protetor, denominado de matriz extracelular (MEC)
(RAMAGE et al., 2009).

As primeiras ideias a respeito de biofilmes vieram da percep¢ao de que a maioria dos
microrganismos estd em seus habitats naturais ligados a uma superficie dentro de um
ecossistema multicelular estruturado e ndo como organismos flutuantes livres, denominados
planctonicos (DONLAN, 2002; MOWAT et al., 2008a).

Em 1940 surgiram os primeiros relatos de biofilmes a partir de estudos realizados com
bactérias, quando foi observado pela primeira vez, por Heukelekian e Heller, o “efeito
garrafa” em microrganismos marinhos, demonstrando que o crescimento de bactérias era
consideravelmente aumentado quando estas estavam ligadas a uma superficie (PERCIVAL et
al., 2011). Entretanto, a primeira analise de biofilmes nao foi reconhecida até 1978, quando
Costerton e colaboradores demonstraram que muitas bactérias passavam a maior parte de sua
existéncia em comunidades sésseis ligadas a superficie. A partir de entdo, inimeros trabalhos
foram realizados com a finalidade de esclarecer aspectos a respeito do desenvolvimento

destas comunidades, particularmente tendo destaque os trabalhos com bactérias e leveduras,
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principalmente com Candida albicans (LOUSSERT et al., 2010; MOWAT et al., 2008b;
RAMAGE et al., 2001; SHOPOVA et al,, 2013). Apenas em 2007, Beauvais e colaboradores
desenvolveram um estudo sobre a capacidade de producdo de biofilme por Aspergillus
fumigatus.

Um ntmero cada vez maior de estudos tem demonstrado que tanto o comportamento
quanto a fisiologia de células isoladas e em populagdes multicelulares sdo diferentes, isso tem
sido extensivamente provado, principalmente, por pesquisas realizadas com biofilmes
bacterianos e de leveduras (BEAUVALIS et al., 2007; RAMAGE et al., 2009).

Crescer em comunidades multicelulares confere aos fungos a aquisicdo de certas
vantagens, as quais incluem a ajuda na colonizag@o do substrato; protecdo contra agressdes do
ambiente, resisténcia ao estresse fisico e quimico, cooperagdao metabolica e regulagdo da
expressao génica (BEAUVALIS et al., 2007).

Tem sido demonstrado que nas formas de infec¢do causadas por A. fumigatus, este se
apresenta como um emaranhado de hifas formando uma rede (SHIBUYA et al., 2004),
caracteristica que, morfologicamente, lembra o biofilme de outros fungos como de C.
albicans (RAMAGE et al., 2001).

A forma de aspergiloma, também conhecida com “bola fungica”, ocorre em cavidades
pré-existentes no pulmdo e em seios paranasais cronicamente obstruidos; e estd em contato
direto com o ar, consistindo em uma massa esferoidal de hifas, no interior da qual as hifas
encontram-se aglutinadas formando uma macrocolonia de elementos fortemente associados;
esta forma da doenca pode evoluir para a forma invasiva, que assim como o aspergiloma,
inicia-se como uma microcolonia aerdbica nos alvéolos pulmonares (BEAUVALIS et al.,
2007). Além das evidéncias histologicas a resisténcia aos antifingicos por estas doencas ¢ um
forte indicativo de que a Al e o aspergiloma constituem-se como biofilmes in vivo
(SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).

Até o estudo realizado por Beauvais et al. (2007), no qual isolados de 4. fumgitatus
foram testados para a formacdo de biofilme em condig¢des de crescimento aéreo e estatico,
mimetizando o crescimento in vivo, todas as pesquisas realizadas com este fungo haviam sido
realizadas em condi¢des de submersao e sob agitacdo. Assim, este estudo foi o primeiro a
demonstrar, para este organismo, as diferencas de crescimento entre células isoladas e
crescidas em comunidades multicelulares, bem como a existéncia de uma MEC circundando
toda a comunidade.

Subsequentemente, em 2008, Seidler, Salvenmoser e Miiller demonstraram a

capacidade do A. fumigatus formar biofilme in vitro em coculturas com células de epitélio
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bronquial humano e células epiteliais bronquiais de paciente com fibrose cistica, constituindo
este um forte indicio da capacidade deste fungo de crescer em comunidades multicelulares in

Vivo.

2.3.1 Etapas de formacio e caracteristicas do biofilme

2.3.1.1 Adesao

O estabelecimento inicial das infec¢cdes cronicas por fungos filamentosos, nao
dimorficos, envolve a germinacdo dos conidios, crescimento das hifas e, posteriormente,
invasdo dos tecidos pulmonares (FILLER; SHEPPARD, 2006; RAMAGE et al., 2011a). A
primeira etapa para o estabelecimento da colonizagdo de um substrato pelo fungo ¢ a adesao,
a qual se da por meio de diversas interagdes estabelecidas entre os conidios e a superficie do
substrato (RAMAGE et al., 2011a).

Tais interacdes sao complexas e incluem processos fisicos e biologicos. Propriedades
que subsidiam este processo tém sido indicadas como a hidrofobicidade, carga eletrostatica e
rugosidade da superficie, constituindo-se como caracteristicas importantes para o passo inicial
da aderéncia de bactérias, leveduras e fungos filamentosos (BEAUVAIS et al., 2007;
BIGERELLE et al., 2002; DUFRENE, 2000).

Apesar da importancia do processo de adesdo, pouco ¢ conhecido a seu respeito
(SHEPPARD, 2011). Diversos estudos tém se focado principalmente na parede celular
fungica, dando énfase as proteinas, em especial as hidrofobinas, as quais sdo responsaveis
pela alta hidrofobicidade dos conidios. Estas proteinas estabilizam a adesdo dos esporos as
superficies hidrofobicas tanto naturais como artificiais, possivelmente gerando sinais
morfogénicos (LINDER et al., 2005; RAMAGE et al., 2011a; SCHOLTMEIJER et al., 2001;
WOSTEN, 2001). Entretanto das seis hidrofobinas de A. fiumigatus, apenas a RodAp e RodBp
foram estudadas quanto a estas caracteristicas, permanecendo o papel na adesdo das demais
hidrofobinas desconhecido (RAMAGE et al., 2011a; SHEPPARD, 2011).

Outros estudos sobre aderéncia fungica focaram na ligagcdo entre os constituintes da
parede celular e componentes da membrana basal, como fibronectina e laminina (GIL et
al.,1996; PENALVER et al.,,1996; TRONCHIN et al., 1997). Os conidios de A. fumigatus
exibem ligacdo especifica a estas moléculas, a qual pode ser inibida quando os conidios sdo
tratados com tripsina, sugerindo que uma proteina media esta ligagdo (GIL et al. 1996;

PENALVER et al.,1996). Em estudo subsequente, foi descoberto o alérgeno AspF2, um



64
Brandao, I.S.L. — Infuéncia da elastina na produgao...

polipeptideo de 37 KDa, como sendo uma das proteinas que ancora o fungo a laminina
(BANERIJEE et al., 1998).

Tendo como base estudos realizados com C. albicans, na qual proteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) tem sido demonstradas como tendo um papel chave na adesao
deste fungo as superficies (SHEPPARD et al., 2004b; SHEPPARD, 2011), Levdansky et al.
(2007), fizeram um estudo para identificar estas proteinas também em A. fumigatus, e das 292
proteinas identificadas, apenas 10 possuiam relacdo com as GPI de C. albicans. A delecao de
um desses genes cspA (Afu3g08990) estava associado com a redugdo na aderéncia dos
conidios a matriz de células pulmonares, mas nao a laminina ou ao poliestireno.

A partir destes estudos, a maioria dos trabalhos que foram realizados até recentemente,
vém utilizando a bioinformatica como ferramenta para descobrir possiveis adesinas,
entretanto testes de adesdo in vitro ou dele¢do dos provaveis genes para estabelecimento do
papel bioldgico destas proteinas ndo tem sido desenvolvidos (CHAUDHURI et al., 2011;
RAMANA; GUPTA, 2010; SHEPPARD, 2011; UPADHYAY et al., 2009).

Além das proteinas, diversos grupos vém estudando o papel dos carboidratos na
adesdo fingica, tendo em vista a grande variedade destes na parede celular, os quais incluem
a e B-glucanos, quitina, galactomanana e galctosaminogalactano (SHEPPARD, 2011). Apesar
dos trabalhos realizados, ainda niao foi possivel a correlagdo entre a presenca e quantidade
destes acucares na parede celular de A. fumigatus e a viruléncia deste fungo (LAMARRE et
al., 2009; PAUL et al., 2011; SCHMALHORST et al.,, 2008). Esses estudos sugerem que
galactofuranose e galactomanana nao funcionam como adesinas, mas podem modular a
expressao e exposi¢do de outras moléculas que mediam a adesdo (SHEPPARD, 2011).

Além dos fatores citados, uma crescente importancia vem sendo dada a MEC na
adesdo celular. Este aglomerado de substancias, no qual se incluem proteinas, carboidratos e
pigmentos, tem sido mostrado como uma espécie de “cola”, que ajuda a manter as hifas juntas
e presas as superficies (LOUSSERT et al., 2010; MOWAT et al., 2007; RAMAGE et al,,
2011a; SHEPPARD, 2011).

2.3.1.2 Desenvolvimento

Um fator de grande importancia para a integridade estrutural do biofilme de A.
fumigatus ¢ a densidade do inoculo dos conidios. Mowat et al. (2007) demonstraram,
utilizando microscopia confocal a laser e microscopia eletronica, que a estrutura, morfologia e

integridade do biofilme ¢ dependente desta concentracdo. Uma concentragdo baixa do
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inéculo, 1x10* conidios/mL, produz um biofilme espesso e que facilmente rompe-se,
enquanto que um indéculo com alta densidade, 1x10° conidios/mL, d4 origem a biofilmes
relativamente mais finos € com pouca biomassa; sendo a concentragdo ideal em torno de
1x10° conidios/mL (KAUR; SINGH, 2014; MOWAT et al., 2007). Entretanto alguns
trabalhos, quando estudam o desenvolvimento do biofilme, utilizam a concentra¢io de 1x10°
conidios/mL, porém vale salientar que essa diferenca na concentragdo ¢ devido a
particularidades do modelo utilizado, cocultura com células epiteliais pulmonares, além de
meio de cultura diferente (GONZALEZ-RAMIREZ et al, 2016; SEIDLER;
SALVENMOSER; MULLER, 2008; VILLENA; GUTIERREZ-CORREA, 2007).

Como os biofilmes de outros microrganismos, o biofilme de 4. fumigatus possui fases
bem diferenciadas e sucessivas de desenvolvimento (CHANDRA et al, 2001; KAUR;
SINGH, 2014; RAMAGE et al., 2011a; SINGHAL et al., 2011). Estas etapas ocorrem tanto in
vitro em superficie de poliestireno como em modelos de cocultura com células de epitélio
bronquial humano (SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008); e obedecem a seguinte
sequéncia: aderéncia dos conidios as células epiteliais, proliferacdo das hifas, producao de
MEC, entrelacamento das hifas e envolvimento das mesmas pela MEC e, finalmente, a
formagao de canais. Assim, os biofilmes maduros mostram uma camada basal de esporos,
uma intermediaria de hifas e todo este conjunto recoberto por uma MEC (GONZALEZ-
RAMIREZ et al., 2016; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008; SINGHAL et al.,
2011).

Quando utilizadas técnicas de microscopia confocal a laser e microscopia eletronica ¢
possivel avaliar as caracteristicas do desenvolvimento. Apds o contato inicial dos conidios
com a superficie, hd uma fase lag (fase de laténcia), na qual ocorre a adesdo destes conidios
(4-8 horas). Em seguida, ocorre tumefagdo e germinagdo dos conidios que vai de seis a oito
horas. Filamentacdo e entrelacamento das hifas formando uma monocamada, fase que se
inicia de 10 a 16 horas, seguida por um aumento na complexidade estrutural e arquitetura
tridimensional ao longo das subsequentes quatro a oito horas com producdo de
exopolissacarideos; subsequentemente, atingi-se um platé cessando o desenvolvimento do
biofilme e um estado constante ocorre, em torno das 24 horas, findando com a maturagao do
biofilme (Figura 3). Durante este periodo a espessura do biofilme aumenta de 10 para 200 pm
(KAUR; SINGH, 2014; MOWAT et al., 2007) ¢ a adesdo entre hifas ¢ anastomose também
sdo observadas (GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2016). Esta cinética de crescimento do

biofilme de A. fumigatus possui padrao semelhante a cinética de desenvolvimento do biofilme
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de C. albicans e A. niger (RAMAGE et al., 2001; VILLENA; GUTIERREZ-CORREA,
2007).

Além disso, as hifas no biofilme formam estruturas bem definidas, nas quais estdo
aglomeradas em feixes dispostos paralelamente em uma dire¢do, o que garante a sustentagao
da comunidade, enquanto que outros feixes se cruzam e ddo estabilidade a estrutura
(SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).

O conhecimento e entendimento das fases de crescimento e desenvolvimento do
biofilme sdo de extrema importancia e refletem-se nos resultados da terapia antifingica, nos

quais a resisténcia esta intimamente associada as bombas de efluxo e producdo de uma MEC

espessa (RAJENDRAN et al,, 2011).

Figura 3 — Representa¢do esquematica do desenvolvimento de biofilme de Aspergillus fumigatus,
iniciando pela adesdo dos conidios, germinacdao (8h), monocamada de hifas entrelacadas (12h) e
biofilme maduro envolto por uma matriz extracelular (24h), acompanhados por micrografias obtidas de
microscopia confocal a laser usando FUN1.

(th ah 12h 24h

Adesio conidial Germinacio Filamentacio Biofilme maduro

Fonte: Adaptado de Ramage et al., 201 1a.

Poucos estudos tém sido realizados para elucidagao dos mecanismos moleculares da
formacdo e manutengcdo do biofilme de 4. fumigatus. Burns et al. (2010b), utilizando as
técnicas de real time PCR, Microarray, eletroforese bidimensional ¢ MALDI-TOF MS
iniciaram os trabalhos para a compreensao dos mecanismos moleculares que estdo envolvidos

durante o desenvolvimento do biofilme; assim, compararam a expressao de genes na condigao
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de biofilme e em células planctonicas. Foi demonstrado que no periodo de 24 horas 740 genes
foram regulados diferencialmente, sendo que 179 apresentaram altas taxas de expressdo,
enquanto que 561 foram pouco expressos; entretanto, com 48 horas de biofilme um total de
687 genes foram expressos diferentemente, dos quais 569 foram bastante expressos enquanto
que 118 foram pouco expressos, o que totalizou 143 genes diferentemente expressos em
ambos periodos de tempo.

Gibbons et al. (2011) utilizando a técnica de RNA-sequencing encontrou dez vezes
mais genes expressos que na técnica de microarray, perfazendo um total de 3.729 genes
diferentemente expressos, destes 2.564 foram upregulated e 1.164 down regulated no
biofilme.

A maioria dos genes, que mostraram altas taxas de expressdo, estd envolvida na
sintese de proteinas, metabolismo, conservagdo de energia, enquanto que os genes reprimidos
estavam envolvidos na transdu¢do de sinais, diferenciagdo celular, interacdo com ambiente,
biogénese de componentes celulares, regulagdo do metabolismo entre outros (BURNS et al.,
2010b; MUSZKIETA et al., 2013).

Quando comparado o biofilme as c€lulas planctonicas, aquele cresce com uma notavel
reprogramagdo genética, pois genes que estdo envolvidos na sinalizacdo celular e biossintese
de proteinas e aminoacidos sdo reprimidos, ao passo que genes relacionados a biossintese de
metabolitos secundarios aumentaram consideravelmente sua expressio (BURNS et al,,
2010b).

Diversos genes envolvidos na codificagdo de fatores de viruléncia ou que estdo
envolvidos indiretamente com o estabelecimento das diversas formas clinicas de aspergilose
sdo largamente expressos quando A4. fumigatus estd formando biofilme (BRUNS et al., 2010b;
GIBBONS et al., 2011; MUSZKIETA et al., 2013).

Quase 50% dos fatores de transcricdo de 4. fumigatus, incluindo aqueles que atuam no
desenvolvimento sexual e assexual do fungo, s@o mais expressos quando na condicdo de
biofilme que em células planctonicas (FANNING; MITCHELL, 2012). Adicionalmente,
genes envolvidos na expressdao de componentes da parede celular também sdo expressos
(BRUNS et al., 2010b; GIBBONS et al., 2011).

Genes que codificam alcool desidrogenases também sdo expressos, o que pode indicar
um possivel mecanismo de guorum-sesing como para C. albicans (NOBILE et al., 2009),
entretanto, até agora nada ¢ conhecido sobre esse processo em A4. fumigatus (BRUNS et al.,

2010b).
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Os principais alérgenos de 4. fumigatus, AspF1, AspF2, AspF4 e AspF13 tiveram alta
expressao a depender do periodo de tempo; AspF1 e AspF2 em 24 horas, enquanto que AspF4
e AspF13 em 48 horas. Assim, ¢ possivel identificar que os alérgenos sdo secretados
juntamente com a MEC (BRUNS et al., 2010b), com destaque para o alérgeno AspF1, o qual
¢ expresso 30 vezes mais no biofilme (GIBBONS et al., 2011).

Além disso, diversos genes que conferem resisténcia aos mecanismos de protecdo do
hospedeiro, bem como genes envolvidos na resisténcia aos antifiungicos também sdo mais
expressos no biofilme do que em células planctonicas (BRUNS et al., 2010b; GIBBONS et
al., 2011; MUSZKIETA et al., 2013).

Genes que codificam as superoxido dismutases para cobre e zinco sdo bastante
expressos durante a condi¢do de biofilme. Estas enzimas inativam os anions de surperoxido,
os principais precursores das ROS, podendo assim conferir resisténcia as ROS para o biofilme
de A. fumigatus durante o crescimento e persisténcia no hospedeiro (BRUNS et al., 2010b;
GIBBONS et al., 2011).

Os transportadores de cassete de ligacao do ATP (adenosina trifosfato/ transportadores
ABC) também sdo bastante expressos, e seis destes genes sdo expressos exclusivamente no
biofilme. Estes genes sdo conhecidos por influenciar o desenvolvimento de resisténcia as
drogas; o que indica que enquanto a matriz estd sendo produzida pode ocorrer o surgimento
da resisténcia aos antifingicos (GIBBONS et al., 2011).

Genes envolvidos na producao de metabolitos secundarios foram bastante expressos,
com destaque para a GT, que ¢ um fator de viruléncia do fungo por suprimir as respostas
imunologicas inata e adaptativa do hospedeiro (BRUNS et al., 2010b; HOF; KUPFAHL,
2009).

Além dos genes que codificam esta micotoxina, outros genes relacionados a
metabolitos secundarios envolvidos na viruléncia do A. fumigatus também sdo expressos,
como ¢ o caso da fumitremorgina, uma micotoxina capaz de inibir o ciclo celular de
mamiferos, a pseurotina A, um composto neurogénico e inibidor de quitinase (GIBBONS et
al.,, 2011; MAIYA et al., 2006). Ainda, somados a estes, genes que codificam tricotecenos,
compostos que podem inibir a sintese proteica em organismos eucarioticos (BENNETT;
KLICH, 2003; GIBBONS et al., 2011).

Apesar da utilizacdo de tecnologias bastante avangadas e atraentes para analise de
grande quantidade de dados ao mesmo tempo, os dados obtidos até o momento ainda nao

foram capazes de identificar os fatores que compde a viruléncia do A4. fumigatus, sendo
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necessarios trabalhos focados em vias especificas com utilizacdo de modelos in vivo

(MUSZKIETA et al., 2013).

2.3.1.3 Resisténcia aos antimicrobianos

Uma das caracteristicas que definem o biofilme consiste no marcante aumento da
resisténcia aos antimicrobianos, no entanto os mecanismos envolvidos nesta resisténcia ainda
nao foram completamente elucidados (MUSZKIETA et al., 2013; RAJENDRAN et al., 2011).

A resisténcia aos antifingicos ¢ complexa e multifatorial. Pode advir da indugao pela
exposicdo a um composto ou por modificacdes genéticas, estas por sua vez incluem
modificagdes na expressao de moléculas-alvo e expulsdo ativa das moléculas do farmaco de
dentro da célula através de bombas de efluxo, além de caracteristicas como a baixa difusdo e
densidade celular. Assim, enquanto que células livres dependem quase que exclusivamente de
modificagdes genéticas, os microrganismos encontrados nos biofilmes dispdoem de grande
parte destes mecanismos, se ndo de todos, para tornarem-se mais resistentes (RAJENDRAN
etal, 2011; RAJENDRAN, 2013; RAMAGE et al., 2011Db).

Beauvais et al. (2007) ao comparar a atividade de antifungicos sobre o biofilme e
células sésseis de A. fumigatus, observaram sensibilidade similar frente ao imidazol,
itraconazol, voriconazol e caspofungina nas duas condic¢des, entretanto a sensibilidade aos
polienos, como anfotericina B e nistatina foi dependente da condicao de cultura. Apos 24
horas de incubagao com 200 pg/mL de anfotericina B, o micélio na condi¢ao de biofilme foi
reduzido em apenas 46%, enquanto que sob agita¢do, o micélio foi reduzido em 66%. Ainda,
houve diferenga mais pronunciada quando testada a nistatina, que na concentragdo de 50
png/mL inibiu totalmente o crescimento do micélio sob agitagdo, enquanto que mesmo
aumentando a concentragdo para 200 pg/mL desta droga, o micélio em biofilme podia
crescer. Para testar a resisténcia do biofilme, este foi incubado com a-1,3-glucanase,
entretanto, nao houve alteragdo na sua resisténcia aos polienos.

No trabalho realizado por Mowat et al. (2007), 4. fumigatus testado na condi¢do de
biofilme apresentou resisténcia 100 vezes maior ao itraconazol e caspofungina quando
comparado as células planctonicas.

Em 2008, foi demonstrado que o estado morfoldgico do biofilme desenvolve um papel
crucial na resposta aos antifingicos. Mowat et al. (2008a) compararam a acdo de trés
antifingicos, voriconazol, anfotericina B e caspofungina, em diferentes tempos de

desenvolvimento do biofilme e demonstraram que: nas primeiras 8 horas, a anfotericina B e
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voriconazol foram os antifingicos mais eficazes; apds 12 horas, fase de monocamada de hifas
entrelagadas, a eficdcia de todos os antifungicos foi diminuida excetuando-se anfotericina B,
que sobressaiu entre os demais, tanto apds 12 quanto apos 24 horas, quando as hifas formam
uma massa densa. Ainda no mesmo estudo, a anfotericina B se mostrou mais rapida e efetiva
contra todas as populagdes celulares, enquanto que o voriconazol, apesar de muito efetivo
contra conidios em germinagdo, teve sua agdo antifingica diminuida quando a fase de hifas se
instalou. Diferentemente dos demais, a caspofungina foi consideravelmente ineficiente contra

todas as populacgdes celulares investigadas.

2.3.1.4 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) ¢ caracteristica fundamental para a defini¢dao de biofilme,
a qual esta presente envolvendo o conjunto de hifas, mantendo-as juntas e fixas a superficie,
além disso, fornece protecdo contra agressdes externas, como a acao das células do sistema
imunologico do hospedeiro bem como dos agentes antifungicos (LOUSSERT et al., 2010;
MULLER; SEIDLER; BEAUVAIS, 2011; RAJENDRAN, 2013; RAMAGE et al., 2009).

Diversos estudos relatam a formag¢do de MEC nos biofilmes de vérias espécies
fingicas como A. fumigatus, A. niger, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. dubliniensis, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis spp., Blastoschizomyces capitatus,
Malassezia pachydermatis, Saccharomyces cerevisiae, Rhizopus oryzae, Lichtheimia
corymbifera, Rhizomucor pusillus e Apophysomyces elegans (BEAUVAIS et al., 2007;
BEAUVAIS et al., 2009; CANNIZZO et al., 2007; CUSHION; COLLINS; LINKE, 2009;
D’ANTONIO et al., 2004; MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; SILVA et al., 2009; 2012;
SINGH; SHIVAPRAKASH; CHAKRABARTI, 2011; VILLENA; GUTIERREZ-CORREA,
2007).

Em A. fumigatus os estudos da MEC se iniciaram com o trabalho de Beauvais et al.
(2007) a partir da observagdo da presenga de material extracelular que circundava e mantinha
o conjunto de hifas unido quando em condi¢des de crescimento aéreo, biofilme, e ndo estava
presente no micélio crescido sob agitagao.

O desenvolvimento da MEC ¢ quase imperceptivel até as 16 horas de crescimento do
biofilme; contudo, apds 20 horas, estd presente em toda a superficie da cultura e vai
aumentando de espessura conforme a idade da col6nia vai avancando (BEAUVAIS et al.,
2007). Em cocultura de células do epitélio bronquial, a MEC ¢ formada apds 24 horas de

incubagdo (SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).



71
Brandao, I.S.L. — Infuéncia da elastina na produgao...

Esta matriz ¢ densa tanto cobrindo a colonia quanto dentro da mesma, fazendo com
que as hifas permanecam unidas numa rede organizada, formando canais, pelos quais ¢é
provavel que passem agua e nutrientes para a manutencao de todas as células da colonia
fungica (BEAUVALIS et al., 2007; SINGHAL et al., 2011).

A MEC também estd presente in vivo, ao redor da massa fungica que forma o
aspergiloma, funcionando como uma cola, a qual aglutina e liga coesivamente as hifas; além
de estar presente durante a Al, desempenhando a mesma funcdo que no aspergiloma;
entretanto, menos eletrodensa e mais fina, medindo 1,2 um enquanto que no aspergiloma
chega a 4 um (LOUSSERT et al., 2010).

Nas espécies fungicas a composicao da MEC varia com as espécies, diferentemente da
MEC formana no biofilme de 4. fumigatus, a MEC de C. albicans ¢ rica em B-1,3-glucano,
enquanto que a de S. cerevisiae ¢ rica em a-1,2-1,6-manana, durante a floculagdo
(BEAUVAIS et al., 2009; NETT et al., 2007).

Quanto a composicdo, tanto in vitro quanto in vivo, a MEC de A. fumigatus ¢
hidrofobica e ¢ formada por carboidratos, proteinas e pigmentos (BEAUVAIS et al., 2007;
LOUSSERT et al., 2010; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008). In vitro, a fragdo
de monossacarideos e poliois ¢ formada por 74% (£ 6%) de glicose, 18% (+ 5%) de manitol,
5% (£ 2,7%) de glicerol e 3% (+ 1,4%) de trealose; a galactomanana (GM), polimero de
galactofuranose ligado @ manana, e o-1,3-glucano também estdo presentes, perfazendo um
total de 27% das hexoses presentes na MEC (BEAUVALIS et al., 2007).

As proteinas perfazem um total de 2% da MEC; estas incluem os trés principais
antigenos secretados pelo A. fumigatus, dipeptidilpeptidase V (DppVp), catalase B (CatBp) e
ribotoxina (AspFlp), os quais sdo encontrados no soro de pacientes com aspergiloma
(SARFATI et al., 2006); as hidrofobinas também estdo presentes na superficie da MEC
(BEAUVALIS et al., 2007).

Ha presenca in vivo de dois polissacarideos principais compondo a MEC tanto no
aspergiloma como na Al; o galactosaminogalactano (GAG), que ¢ um polimero de
galactopiranose ligado a N-acetilgalactosamina, ¢ a GM. Entretanto, quando comparada a
producao in vitro, a quantidade de GAG ¢ maior in vivo, ndo estando presente em quantidade
significativa na parede celular do A. fumigatus, enquanto que a GM estd presente tanto na
parede da célula como em seu interior (LOUSSERT et al., 2010). Interessantemente, tem sido
relatado um papel inibitério da galactofuranose e galactopiranose na adesdao celular

(LAMARRE et al., 2009; PENG et al., 2001).
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Quanto ao a-1,3-glucano, no aspergiloma ¢ encontrado na superficie da parede celular
do fungo e na camada interna da MEC, enquanto que na Al este polissacarideo ¢ encontrado
apenas dentro da célula fungica; estes fatos também podem ser observados in vitro, quando as
hifas cultivadas em condig¢des estdticas e quando sob agitagdo, as mesmas se comportam
como no aspergiloma e na Al, respectivamente (BEAUVAIS et al., 2007; LOUSSERT et al.,
2010).

Utilizando ensaios imunocitoquimicos, Loussert et al. (2010) constataram a auséncia
dos antigenos DppVp, CatBp e AspFlp na MEC tanto no aspergiloma quanto na Al, no
entanto encontram-se abundantes na parede celular e no meio intracelular; em contraste com o
modelo in vitro, no qual estes antigenos sao abundantes na MEC (BEAUVALIS et al., 2007).

A melanina também esta presente na MEC in vitro e in vivo (BEAUVAIS et al., 2007,
LOUSSERT et al., 2010). Esta ¢ o principal componente da MEC in vivo no aspergiloma,
entretanto para Al ainda ndo foi possivel sua detec¢do devido a quantidade de material. No
entanto, para outros fungos como Paracoccidioides brasiliensis, a melanina ja foi
demonstrada in vivo (TABORDA et al., 2008; YOUNGCHIM; HAY; HAMILTON, 2005).

Recentemente, foi demonstrado que além dos componentes anteriormente citados pela
literatura como constituintes da MEC do biofilme de A. fumigatus, o 4acido
desoxirribonucleico extracelular (eDNA) desempenha um papel fundamental na sua
composicao e estruturagdo, promovendo maior adesdo dos esporos na superficie, aumento da
biomassa, estabilidade e integridade estrutural da MEC (KAUR; SINGH, 2014;
RAJENDRAN et al., 2013; SHOPOVA et al., 2013). Além disso, Rajendran et al. (2013)
demonstraram que a liberagdo de eDNA por autdlise no biofilme estd significativamente
associada com os niveis de resisténcia antifungica, sugerindo que eDNA desempenha um
papel importante na resisténcia do biofilme a antifiingicos.

Quando o A. fumigatus encontra-se formando biofilmes sua resisténcia aos
antifungicos ¢ elevada, por isso, diversos estudos sugerem que a MEC, funcionando
harmoniosamente, compde um dos fatores de grande importancia na resisténcia fungica;
atuando, principalmente, adsorvendo as drogas antifungicas e impedindo sua difusdo
(BEAUVAIS et al., 2007; RAJENDRAN et al., 2013; SEIDLER; SALVENMOSER;
MULLER, 2008). Desta forma, um bom antifingico ndo deve apenas atuar no sitio especifico,
mas deve ter a capacidade de penetrar eficientemente pela MEC do biofilme (LOUSSERT et
al.,, 2010).

Os mecanismos de formacao e o papel chave da MEC, e, individualmente, de seus

constituintes na formacdo, manutencao e resisténcia do biofilme de A. fumigatus, nao foram
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completamente elucidados o que requer maiores investigacdes nessa area (KAUR; SINGH,

2014; RAMAGE et al., 2011a).
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3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 FORMACAO DE BIOFILME POR 4. fumigatus

Independentemente da origem ou tempo de preservacao, todos os isolados estudados
foram capazes de formar biofilme (Tabela 4), com destaque para os isolados URM 5698,
URM 5943, URM 5992, procedentes de amostras ambientais, ¢ URM 6562 ¢ URM 6573,
obtidos de amostras clinicas. Estes isolados apresentaram valores superiores em todos os
periodos de tempo avaliados, ndo apresentando diferenca entre si (p=0,1447). O isolado URM
3812 apresentou menor capacidade de formacao de biofilme, quando levada em consideragao
a producao média ao longo do tempo.

Como demonstrado na tabela 4, a produc¢do de biofilme entre os isolados, quando
avaliada em relacdo ao tempo, exibiu diferenga em 24 horas de desenvolvimento do biofilme,
apenas entre os isolados URM 5698, URM 5943, URM 5992, URM 6562 ¢ URM 6573, os
quais foram superiores em relagdo as demais; o periodo de 48 horas foi o diferencial entre

eles, enquanto que em 72 horas ndo houve diferenca entre os isolados (p>0,05).
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Tabela 4 — Média da produgao de biofilme (absorbancia 570 nm) de isolados de amostras ambientais e espécimes

clinicos de Aspergilus fumigatus em fungdo do tempo de desenvolvimento.

ORIGEM ISOLADOS

PRODUCAO DE BIOFILME (Média + SD)

Periodo de tempo

Produciao média

24 horas 48 horas 72 horas
URM 3550 0,930 (£0,062)42 2,640 (£ 0,348)A® 3,348 (£ 0,172)A° 2,306 (+ 1,243)"B
URM 3812 1,175 (£ 0,089)A¢ 1,216 (£ 0,023)f* 3,453 (£ 0,045)"° 1,948 (£ 1,304)8
URM 3933 1,363 (£0,044)* 1,981 (+0,079)AB> 3,592 (£ 0,006)* 2,312 (+ 1,151)"B
é URM 4320 1,011 (£0,057)4 2,085 (£ 0,112)A8F> 3314 (£ 0,160)A° 2,137 (+ 1,152)"B
E URM 4956 1,014 (£0,154)4 2,015 (+0,509)ABF® 3,525 (£ 0,040)A° 2,185 (+ 1,264)A8
E URM 5492 1,105 (£0,041)* 1,615 (+0,083)BPFa 3585 (£ 0,033)A° 2,101 (+ 1,309)"B
% URM 5698 2,619 (+0,446)% 3,638 (£ 0,003)5 3,649 (+0,023)"° 3,302 (+ 0,591)"B
URM 5943 2,616 (+0,384)B 3,659 (£ 0,49)F° 3,609 (£0,019)4° 3,295 (£ 0,588)AB
URM 5992 3,618 (£0,015)%* 3,619 (£0,019)5 3,622 (£ 0,040)A2 3,62 (+0,002)*
URM 6151 1,401 (£0,055)4 1,978 (£ 0,184)ABFa 3592 (+0,047)"% 2,324 (+ 1,136)"B
URM 5049 0,904 (£ 0,039)4 2,157 (£ 0,218)AB® 3,335 (£ 0,135)A 2,132 (+ 1,216)A8
URM 6559 1,126 (£0,035)* 2,635 (+0,382)A® 3,505 (£ 0,052)A° 2,422 (+ 1,204)"B
URM 6560 1,170 (£0,057)* 1,725 (£ 0,115)BPFa 3,533 (£ 0,034)"° 2,143 (+ 1,236)"B
URM 6562 3,342 (£ 0,162)B 3,587 (£0,024)5* 3,589 (£ 0,035)"* 3,506 (+ 0,142)AB
i) URM 6564 1,323 (£0,035)* 2,105 (+ 0,097)AB> 3,575 (£0,027)A° 2,334 (+ 1,143)AB
% URM 6570 1,280 (£ 0,083)4% 1,928 (£ 0,121)ABF> 2,774 (£ 0,347)A¢ 1,994 (£ 0,75)B
- URM 6571 0,975 (£0,003)* 1,437 (£0,176)%" 3,556 (+0,046)*°> 1,989 (+ 1,376)®
URM 6573 3,606 (£0,012)¢* 3,608 (=0,031)E* 3,677 (£0,011)4 3,630 (+ 0,040)*
URM 6576 0,954 (£ 0,155)4 2,418 (£ 0,482)AP> 3,537 (£ 0,032)A 2,303 (+ 1,295)A8

URM 6577

1,308 (+ 0,051)A®

3,015 (+ 0,197)CFb

3,577 (£ 0,044)A°

2,633 (+ 1,182)AB

SD= Standard deviation / Desvio padrdo. URM= University Recife Mycology (Micoteca URM). Médias
seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mintiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Poucos estudos tém tentado correlacionar a origem dos isolados de A. fumigatus a sua
capacidade de formacao de biofilme.

No presente estudo houve diferenca na producao do biofilme entre isolados, mas nao
entre os grupos de isolados ambientais e clinicos, visto que isolados de origem ambiental
foram tdo produtores quanto os de origem clinica. Gonzalez-Ramirez et al. (2016) estudando
a produgdo de biofilme entre isolados ambientais e clinicos de A. fumigatus também nao
observaram diferen¢as na formag¢ao dessa estrutura.

As divergéncias aqui constatadas, quanto a capacidade de produgdo de biofilme,
podem estar relacionadas a variabilidade genética intraespecifica. Diversas pesquisas tém

comparado caracteristicas, tentando demonstrar as diferengas genéticas, particularmente para
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isolados de A. fumigatus, entre os obtidos de amostras clinicas e ambientais, encontrando uma
grande variedade genética na populagdo deste fungo, ndo sendo ainda possivel a distin¢ao, por
alguma caracteristica, para estes dois grupos (ALSHAREEF; ROBSON, 2014; ARAUIJO;
AMORIM; GUSMAO, 2010; BALAJEE et al., 2008; DUARTE-ESCALANTE et al., 2009).

Este fato pode ser explicado pela alta taxa de diversidade encontrada para isolados de
origem ambiental de 4. fumigatus (ARAUJO; AMORIM; GUSMAO, 2010; GUINEA et al.,
2011). Além disso, € sugerido que apesar do paciente ser colonizado por varios genotipos de
origem ambiental, o ambiente pulmonar parece selecionar os que melhor se adaptam as
condi¢des, tornando-se, portanto, patogénicos, levando assim a progressao de uma simples
colonizacgdo para o estado de doenca (DE VALK et al., 2007; GUINEA et al., 2011).

O tempo de preservacdo nao foi fator limitante para a capacidade de formacgdo de
biofilme, visto que isolados com 20 anos ou mais de preservacdao (URM 3812 ¢ URM 3933 —
20 anos; URM 3550 — 23 anos) também produziram biofilme. Esses dados estdo de acordo
com estudos anteriores que demonstram a conservacdo da viabilidade e de caracteristicas,
incluindo fatores de viruléncia como a produgdo de enzimas, de culturas preservadas por
métodos adequados, por longos periodos de tempo (BRAZ et al., 2009; GUIMARAES et al.,
2014; LACAZ et al.,, 2002; NAKASONE; PETERSON; JONG, 2004).

Comparando-se a evolugdo da formacao e produgdo desta estrutura ao longo do tempo,
todos os isolados apresentaram diferengas na quantidade de biofilme formado, exceto URM
3812, URM 5492, URM 6560 ¢ URM 6571 para os quais os periodos de 24 e 48 horas foram
iguais; URM 5698, URM 5943 ¢ URM 6577, para os quais o periodo de 48 horas foi
semelhante ao de 72 horas; e os isolados URM 5992, URM 6151, URM 6562 ¢ URM 6573
para os quais ndo houve diferenca entre os periodos de tempo estudados (Tabela 4). No
entanto, quando levada em consideracao a producao de biofilme como um todo, foi observado
o aumento na quantidade de biofilme proporcional ao tempo de cultivo decorrido (Grafico 1)

concordando com outros trabalhos de analise da cinética do crescimento do biofilme

(BEAUVALIS et al., 2007; MOWAT et al., 2007).
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Grafico 1 — Média da producao de biofilme por isolados de
Aspergillus fumigatus em fungdo do tempo de desenvolvimento.
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Os valores de absorbancia sdo proporcionais a quantidade de biomassa do biofilme,
que compreende hifas e material polimérico extracelular, assim, quanto maior a quantidade de
material biologico, maior o nivel de coloracao e absorbancia (MOWAT et al. 2007).

Foi observado que, no periodo de 48 horas de crescimento, a estrutura formada era
caracteristica de biofilme maduro, com uma camada basal de esporos, uma intermediaria de
hifas e todo este conjunto recoberto por uma MEC (GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2016;
SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008; SINGHAL et al., 2011); enquanto que apos
este periodo de tempo, o biofilme demonstrava sinais de inviabilidade, como ruptura e
fragilidade da estrutura, provavelmente pela atuagdo de moléculas envolvidas no quorum-
sensing, praticamente cessando o crescimento, estando de acordo com os resultados obtidos
por Beauvais et al. (2007), Mowat et al. (2007) e Shopova et al. (2013). Por esse motivo, as

demais analises foram realizadas com biofilme de 48 horas.
3.2 PRODUCAO DE BIOFILME POR 4. fumigatus NA PRESENCA DE ELASTINA
Para avaliagdo da influéncia da elastina na produ¢do do biofilme de 4. fumigatus,

foram selecionadas os isolados URM 5992 e URM 6573, representantes de isolados

ambientais e de espécimes clinicos, respectivamente, por apresentarem maior produgdo de
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biofilme. A adi¢do de elastina ao meio, na concentracao de 10 mg/mL, promoveu aumento na
produgdo de biofilme (p<0,0001) em todos os periodos de tempo analisados (Grafico 2), ndo
havendo diferengas entre as outras concentragoes, dentro de cada periodo de tempo estudado.

O meio de cultura RPMI ¢ o que mais tem sido utilizado para proporcionar o
crescimento e desenvolvimento de biofilme de A. fumigatus, pois € rico em nutrientes e possui
em sua constituicdo diversos aminodcidos e vitaminas. Pesquisas tém demonstrado que a
adicado de novos componentes a este meio pode auxiliar na mimetizacdo das condig¢des
encontradas no hospedeiro durante a infeccdo e pode ter sido a razdo para o aumento da
produ¢do de biofilme observado neste estudo (BRUNS et al, 2010b; SEIDLER;
SALVENMOSER; MULLER, 2008; SHOPOVA et al., 2013).

Grafico 2 — Influéncia da elastina no crescimento do biofilme de Aspergilllus fumigatus. Média da
producdo de biofilme pela absorbancia com cristal violeta 0,5% (A) e peso seco (B) dos isolados URM
5992, origem ambiental, ¢ URM 6573, origem clinica, de A. fumigatus.
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Até o presente estudo, a influénica de constituintes pulmonares, como a elastina, no
desenvolvimento do biofilme de 4. fumigatus, ndo havia sido avaliada; e como esperado, a
adi¢do desta proteina promoveu aumento da biomassa em 100% apods 48 horas, quando
comparado ao RPMI sozinho (9,4 mg), atingindo 18,8 mg em 72 horas de desenvolvimento,
sugerindo fortemente a influéncia deste constituinte pulmonar no desenvolvimento do
biofilme de A. fumigatus. Assim como neste estudo, Toyotome et al. (2012) e Shopova et al.
(2013), respectivamente, demonstraram a influéncia de fatores do hospedeiro como a fetuina
A, uma proteina sérica, ¢ DNA extracelular na promog¢ao do crescimento do biofilme de 4.
fumigatus.

O peso seco observado neste estudo em 72 horas (18,8 mg) ¢ mais que duas vezes o
valor observado por Seidler, Salvenmoser e Miiller (2008), de 8,3 mg, durante 0 mesmo
periodo de tempo em biofilme formado em cocultura com células bronquicas epiteliais.
Entretanto, no estudo conduzido por Toyotome et al. (2012) o biofilme de 4. fumigatus, na
presenga de constituintes séricos, atingiu 30 mg. Tomando estes fatos como um todo, ¢
possivel afirmar que o crescimento e desenvolvimento do biofilme de A. fumigatus ¢
influenciado por diversos fatores do hospedeiro.

O aumento na produg¢do de biofilme observado no presente estudo pode ser atribuido a
varios fatores, primeiramente pelo fato da elastina ser uma proteina abundante no tecido
pulmonar e paredes dos vasos sanguineos, servindo como uma importante fonte de nutrientes
para o crescimento fungico (KHOSRAVI et al., 2012). A atividade elastinolitica ¢ destacada
entre os fatores supostamente relacionados a patogenicidade do A. fumigatus, pois ndo apenas
a elastina pode servir como importante fonte de nitrogénio para o fungo, como sua degradacao
leva a degeneracdo dos tecidos, e consequentemente, invasdo do patégeno (BITENCOURT et
al, 2016; REMENTERIA et al, 2005). Esta atividade tem sido relatada em outros
importantes patogenos pulmonares como Pseudomonas aeruginosa (SMITH et al., 2015)

A estabilidade do biofilme foi avaliada neste trabalho pela resisténcia a forca mecéanica
por meio de sucessivas pipetagens com PBS durante o processo de lavagem. Foi observado
que durante as primeiras 24 horas de crescimento, o biofilme se mantinha consistente, mas
nao estava fortemente aderido as placas; no entanto, apds 48 horas o biofilme de 4. fumigatus
crescido em meio contendo elastina foi mais aderente as placas de poliestireno, quando
comparado ao RPMI sozinho, tornando dificil sua remocdo; fatos consistentes com os
observados por Toyotome et al. (2012).

Morfologicamente, foi observado um arranjo complexo, compativel com o biofilme de

A. fumigatus anteriormente relatado (BEAUVAIS et al., 2007; GONZALEZ-RAMIREZ et
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al., 2016; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008) e a presenca de anastomose das
hifas, também observada por Gonzalez-Ramirez et al. (2016) (Figura 4). O arranjo das hifas
foi semelhante ao descrito por Seidler, Salvenmoser e Miiller (2008) e Gonzalez-Ramirez et
al. (2016), que observaram que hifas arranjadas em feixes paralelos reforcam a estrutura,
enquanto que as hifas entrelagadas a estabilizam. Adicionalmente, foi constatada a presenca
de arranjos circulares, também relatados por Beauvais et al. (2007) e Gonzalez-Ramirez et al.
(2016), indicando a possivel formagao de canais para circulagdo de ar, os quais podem estar
relacionados a origem de processos oxidativos responsaveis pela produgdao de melanina, um
constituinte da MEC do biofilme de A. fumigatus (BEAUVALIS et al., 2007; LOUSSERT et
al,, 2010) (Figura 4).
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Figura 4 — Influéncia da elastina no crescimento do biofilme de Aspergilllus fumigatus. Fotomicrografia do
biofilme de A. fumigatus URM 6573, 48 horas a 37 °C em meio RPMI adicionado de 10 mg/mL de elastina,
evidenciando sua complexa estrutura (A) e anastomose das hifas (B) (seta amarela). Biofilme de 4. fumigatus,
48 horas a 37 °C, em RPMI, sob microscopia de luz visivel (C) e corado com Calcofluor White ® (D); Biofilme
de A. fumigatuas em RPMI adicionado de 10 mg/mL de elastina sob microscopia de luz visivel (E) e corado
com Calcofluor White® (F), evidenciando arranjos circulares (seta amarela) e feixes paralelos de hifas (setas
pretas). Aumento de 400 x. Barra de escala de 50 pm.
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3.3 PRODUCAO DE MATRIZ EXTRACELULAR NO BIOFILME DE 4. fumigatus

Nossos resultados demonstraram que a presenca de elastina (10 mg/mL) no meio de
cultura RPMI, aumenta a quantidade de MEC produzida por 4. fumigatus quando comparada
ao RPMI sozinho (p=0,0042) (Grafico 3). Isso faz com que o biofilme se torne mais coeso,
como evidenciado nas fotomicrografias (Figura 5). Estes fatos indicam fortemente que a
elastina, constituinte pulmonar e de vasos, estimula 4. fumigatus a desenvolver mecanismos
de evasao aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Além disso, houve diferenca na produgao
de MEC entre os isolados (p<0,0001). A. fumigatus URM 6573 produziu mais MEC durante o
desenvolvimento do biofilme do que o URM 5992, entretanto, o nimero amostral ndo ¢
suficiente para extraplocdo para os grupos clinico e ambiental, aos quais estes isolados

pertencem.

Grafico 3 — Influéncia da elastina na producdo de matriz extracelular (MEC) no biofilme de

Aspergillus fumigatus.
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O aumento da MEC na presenca de elastina pode estar relacionado a maior
disponibilidade de nutrientes, e acompanhou o aumento da producdo de biofilme, sendo
consistente com os resultados relatados por Seidler, Salvenmoser e Miiller (2008), os quais
observaram que a maior produ¢cdo de MEC esta relacionada a grande quantidade de biofilme.
Este aumento na quantidade de MEC quando adicionado fatores que, possivelmente, estdo

envolvidos na formagdo e crescimento do biofilme de A. fumigatus in vivo, como DNA
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extracelular e proteinas séricas, como a fetuina A, também foi evidenciado anteriormente
(SHOPOVA et al,, 2013; TOYOTOME et al,, 2012). Ademais, sugere-se que este processo
seja fortemente influenciado por fatores do hospedeiro, uma vez que esta matriz também esta
presente no aspergiloma, proporcionando maior estabilidade a rede de hifas (LOUSSERT et
al.,, 2010).

Foi observado que a MEC se encontra difundida entre as hifas (Figura 5), tornando o
biofilme mais coeso, fato que tem sido demonstrado em estudos anteriores (BEAUVALIS et

al., 2007; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).

Figura 5 — Fotomicrografia de biofilme de Aspergilllus fumigatus URM 6573, em 48 horas a 37 °C, em RPMI
(A) e RPMI suplementado com 10 mg/mL de eslastina (B), evidenciando maior producdo de matriz
extracelular na presenga de elastina. Aumento de 1000 x e 15000 x, respectivamente.
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O desenvolvimento da MEC ¢ quase imperceptivel até as 16 horas de crescimento do
biofilme; contudo, apds 20 horas, esta presente em toda a superficie da cultura e vai
aumentando de espessura conforme a idade da colonia vai avangando (BEAUVAIS et al.,
2007), entretando em coculturas de células do epitélio bronquial, a MEC ¢ formada apods 24
horas (SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).

A MEC ¢ compontente essencial para o desenvolvimento do biofilme, pois envolve o
conjunto de hifas, mantendo-as juntas e fixas a superficie. Além disso, fornece protecao
contra agressdes externas, como a acao das células do sistema imunoldgico do hospedeiro
bem como dos agentes antifingicos (LOUSSERT et al., 2010; MULLER; SEIDLER;
BEAUVALIS, 2011; RAJENDRAN, 2013).

Forte marcacdo pela CAAF foi constatada, principalmente, nas extremidades das hifas
(Figura 6), apresentando aspecto de material amorfo em torno destas. De acordo com

observagdes anteriores (BEAUVAIS et al., 2007; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER,
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2008; SHOPOVA et al, 2013), a MEC também foi mais evidenciada nestas regides,
sugerindo que esta ndo sO recobre e protege a estrutura como um todo, mas tem a fungdo de
conectar as extremidades das hifas umas as outras (SHOPOVA et al., 2013).

Uma vez que esta matriz ¢ originalmente composta por carboidratos, sendo a glicose
responsavel por 74% (+ 6%) da fracdo de monossacarideos (BEAUVALIS et al., 2007), a
presenga de carboidratos, evidenciada pela CAAF por meio da marcacdo de residuos de a-
manopiranosil e a-glucopiranosil dos polissacarideos, sugere que sua disponibilidade na MEC
¢ resultante da necessidade de prover nutricao as hifas que compde o biofilme, especialmente
aquelas que se encontram mais distantes da fonte de nutrientes (MOWAT et al.,, 2007;

SHOPOVA et al., 2013).

Figura 6 — Biofilme de Aspergillus fumigatus URM 6575 em RPMI acrescido de 10 mg/mL de elastina, 48
horas a 37 °C, sob microscopia de luz visivel (A) e marcado com Alexa Fluor® 488 (CAAF, Life
Technologies, Alemanha) (B), evidenciando maior quantidade de matriz extracelular nas extremidades das
hifas (Setas brancas). Aumento de 400 x. Barra de escala de 50 um.
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O aumento na produg¢do de MEC evidenciada no presente estudo, pode ser resultante
de estimulo do ambiente pulmonar ao A. fumigatus, visto que a elastina ¢ um importante
constituinte pulmonar e de vasos sanguineos; fortemente apoiado pelo fato da MEC também
esta presente no aspergiloma, podendo desempenhar um importante papel na resisténcia aos
antifingicos, por meio da sua absor¢do, prevenindo, assim, a difusdo do farmaco
(LOUSSERT et al., 2010; MOWAT et al., 2008; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER,

2008). Além disso, o ambiente pulmonar pode fazer com que o A. fumigatus desenvolva
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mecanismos de sobrevivéncia, visto que esta matriz ¢ composta também por toxinas, como a
GT, capaz de induzir apoptose em macréfagos, LPMNs e células dendriticas; bem como de
melanina, pigmento que protege o fungo contra o estresse oxidativo (BEAUVAIS et al., 2007;
BRUNS et al.,, 2010a; COMERA et al., 2007; SCHRETTL et al., 2010), pois como sugerido,
o ambiente pulmonar parece selecionar os isolados que melhor se adaptam (DE VALK et al.,

2007; GUINEA et al., 2011).

3.4 HIDROFOBICIDADE DO BIOFILME DE 4. fumigatus

Neste estudo foram observadas propriedades hidrofobicas distintas no biofilme de A.
fumigatus desenvolvido em RPMI e RPMI com elastina (10 mg/mL), sendo o primeiro mais
hidrofobico que o segundo (p=0,005), além de ser constatada diferenca entre os isolados
(Grafico 4), no entanto, assim como para MEC, ndo ¢ possivel extrapolar os resultados
obtidos entre os isolados, para os grandes grupos aos quais pertencem. Esta diferenca foi
demonstrada pela interacdo do biofilme com microesferas de latex de sulfato modificado
laranja (0,806 pum). As microesferas de latex apresentam uma baixa densidade de cargas
negativas, com mais de 90% de sua superficie disponivel para interagdes hidrofobicas
(HAZEN; HAZEN, 1987).

A primeira etapa para o estabelecimento da coloniza¢do de um substrato pelo fungo ¢
a adesdo, a qual se da por meio de diversas interacdes estabelecidas entre os conidios e a
superficie do substrato (RAMAGE et al., 2011). Apesar da importancia do processo de
adesdo, pouco se sabe a respeito (SHEPPARD, 2011). Diversos estudos tém focado,
principalmente, na parede celular fingica, dando énfase as proteinas, em especial as
hidrofobinas, as quais sdo responsaveis pela alta hidrofobicidade dos conidios. Estas proteinas
estabilizam a adesdo dos esporos as superficies hidrofobicas tanto naturais como artificiais,

possivelmente gerando sinais morfogénicos (LINDER et al., 2005; RAMAGE et al.,, 2011a).
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Grafico 4 — Influéncia da elastina na hidrofobicidade do biofilme de Aspergilus fumigatus.
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pela caracteristica hidrofobica da MEC

codificam apresentarem maior nivel de expressao durante o desenvolvimento do biofilme

(BRUNS et al., 2010b; GIBBONS et al., 2012). Desta maneira, esperava-se que a adi¢ao de

elastina, que promoveu um aumento da matriz, também causaria aumento na hidrofobicidade;

entretanto, o resultado obtido neste trabalho foi de encontro ao esperado. Neste ensaio pode

ser observado um grande nimero de esferas aderidas ao biofilme crescido apenas em RPMI,

enquanto que na presenca de elastina, essa hidrofobicidade foi diminuida (Figura 7).
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Figura 7 — Biofilme de Aspergillus fumigatus URM 5992 em RPMI, 48 horas a 37 °C, sob microscopia de
luz visivel (A) e marcada com microesferas de latex (B); e de biofilme na presenga de elastina, sob
microscopia de luz visivel (C) e marcada (D). Aumento de 400 x. Barra de escala de 50 yum.
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A modificacdo da hidrofobicidade constatada neste estudo, pode ser explicada, em
parte, pela influéncia de um fator presente no hospedeiro, a elastina. Constatou-se que para
condigdes ambientais como temperatura, fonte de nutrientes e umidade (VALDIVIA;
HEITMAN, 2007), bem como as condigdes em que o microrganismo ¢ cultivado, isto ¢, em
meios so6lidos ou liquidos e em biofilmes, ocorre a modifica¢ao da hidrofobicidade do micélio
do fungo (BEAUVALIS et al., 2007; EPSTEIN et al., 2011; SIQUEIRA; LIMA, 2012).

Outro ponto importante que pode explicar a diferenca de hidrofobicidade na presenga
de elastina, ¢ o fato de que as hidrofobinas estdo presentes no micélio aéreo e conidios dos
fungos filamentosos, tornando a superficie hidrofobica e resistente a umidade, facilitando,
assim, a dispersdo de esporos no ar, sendo essenciais para estes fungos completarem seu ciclo
biologico (BAYRY et al,, 2012; KWON-CHUNG; SUGUI, 2013). Desta maneira, quando
inserido em uma comunidade no ambiente pulmonar, 4. fumigatus, nao necessitaria dispensar
grande quantidade de energia na produg¢do de proteinas dispersantes.

Contudo, outros papéis podem ser assumidos pelas hidrofobinas, como foi

demonstrado para a proteina RodAp, a qual encontra-se ativamente relacionada aos processos
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de evasdo deste fungo frente as células do sistema imunologico do hospedeiro, bem como sua
auséncia implica na diminui¢do da viruléncia de 4. fumigatus (AIMANIANDA et al., 2009;
BRUNS et al., 2010a; DAGENALIS et al., 2010). Serdo necessarios mais estudos para elucidar
os papéis bioldgicos que estas proteinas podem desenvolver, especialmente no contexto da
relacdo parasita-hospedeiro. O exposto sugere fortemente que pode ser necessaria a atuacao

em conjunto de diversos fatores do hospedeiro para expressao destas proteinas.

3.5 INFLUENCIA DA ELASTINA NA PRODUCAO DE GLIOTOXINA DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME DE A. fumigatus

Dois isolados de A. fumigatus foram avaliados quanto a producao de GT durante o
desenvolvimento do biofilme, o isolado URM 3812 (origem ambiental) e URM 6573 (origem
de espécimes clinicos); embora em screen realizado por Moraes (2015) tenha sido observado
que o isolado URM 3812, mas ndo o URM 6573, produz GT, chegando a 0,150 mg/mL, sob
agitacdo. Entretanto, neste trabalho foi admitida a andlise do isolado URM 6573 para
avaliacdo da influéncia da elastina nao s6 no aumento ou diminuicdo da producdo de GT
durante o desenvolvimento do biofilme, como também para verificagdo indireta de seu
possivel papel na ativagdo dos genes responsaveis pela biossintese desta toxina, justificando-
se pelo fato de que os estimulos externos que induzem a producdo de GT permanecem
desconhecidos.

Apesar da transcri¢ao dos genes envolvidos na produ¢do de GT ser afetada por varios
fatores, como pH, temperatura, composi¢cdo e aeracdo do meio de cultura, ou por fatores
desconhecidos durante a infecgdo de cobaias ou durante o confronto de A. fumigatus com
granulocitos neutrofilicos (MCDONAGH et al., 2008; SUGUI et al., 2008); nao foi observada
producao de GT pelo isolado URM 6573, na condicao de biofilme em nenhum dos periodos
de tempo analisados, embora existam relatos da capacidade da elastina modular genes
envolvidos em processos bioldgicos, os quais podem estar relacionados ao estabelecimento de
infec¢do, como demostrado para Trichophyton rubrum (BITTENCOURT et al., 2016).

Diferencas na producdo desta toxina entre isolados de 4. fumigatus tem sido
previamente relatadas (KUPFAHL et al., 2008). A freqiiéncia média da producdo em cepas
ambientais de 4. fumigatus varia entre 0% e 33%, podendo chegar a 96%, e entre cepas
clinicas de 93% a 98% (EL-SHANAWANY; MOSTAFA; BARAKAT, 2005; KUPFAHL et
al., 2008; SCHAREF et al., 2012).
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Para o isolado URM 3812, ndo foi possivel a deteccdo de GT no periodo de 24 horas
de desenvolvimento do biofilme, enquanto que em 48 horas foi detectada grande quantidade
da micotoxina, com diminui¢ao da mesma em 72 horas (p<0,01) (Tabela 5). Diferentemente,
no estudo conduzido por Bruns et al. (2010b), observou-se uma produgao de 0,75 mg/L de GT
em 24 horas de crescimento, o que pode estar relacionado a sensibilidade do equipamento
utilizado. Contudo, a quantidade de GT detectada no biofilme do isolado URM 3812 em
RPMI, em 48 horas, no presente estudo, foi superior em 13 vezes aquela detectada por Bruns

et al. (2010b), no mesmo periodo de tempo (0,012 mg/mL).

Tabela 5 — Média da producdo de gliotoxina durante o desenvolvimento do biofilme do Aspergillus fumigatus
URM 3812 ao longo do tempo.

Concentracio de gliotoxina (mg/mL) - Média (DP)

Condicao
24 horas 48 horas 72 horas
RPMI 024 0,156 (0,004)>A 0,134 (0,003)°A
RPMI/Elastina (10 mg/mL) 02A 0,291 (0,008)°8 0,191 (0,005)B

M¢édias acompanhadas de letras iguais, minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Neste trabalho observou-se que a elastina foi capaz de induzir aumento de quase duas
vezes a quantidade de GT produzida durante o desenvolvimento do biofilme de 4. fumigatus
URM 3812, quando comparada ao desenvolvimento em RPMI sozinho (»p<0,0001), em 48
horas; e de aproximadamente uma vez e meia, em 72 horas. Estudos demonstram o aumento
em mais de trés vezes nos niveis de expressao de genes envolvidos na biossintese de GT apds
48 horas de desenvolvimento do biofilme (BRUNS et al., 2010b).

Foi possivel a identificagdo de picos no cromatograma, que apresentaram o mesmo
tempo de retencao do observado para o controle de GT pura (TR = 11,9 minutos) (Figura 8).
Adicionalmente, picos representativos de substancias nao identificadas, também foram
visualizados, supostamente pertencentes a outros metabolitos ou ao derivado inativo de GT, o

bis(metiltio)-gliotoxina (bmGT) (BUGLI et al., 2014; DOMINGO et al., 2012).
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Figura 8 — Cromatogramas do padrdo de gliotoxina pura (A); da gliotoxina produzida
durante o desenvolvimento do biofilme de Aspergillus fumigatus URM 3812 em RPMI (B)
e em RPMI com 10 mg/mL de elastina (C), p6s 48 horas a 37 °C.
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Poucos estudos tém avaliado a influéncia de fatores do hospedeiro na produgao de GT
durante o desenvolvimento de biofilme de 4. fumigatus. Em 2014, Bugli et al. conduziram
uma pesquisa para determinar a producao desta toxina durante o biofilme de 4. fumigatus em
cocultura com células do epitélio pulmonar humano; sendo detectada 0,0096 mg/mL de GT,
valor trinta vezes inferior aos detectados no presente estudo (0,291 mg/mL) quando analisado
o biofilme na presenga da elastina.

O aumento observado na presenga de elastina pode estar relacionado a maior oferta de
nutrientes, sendo a elastina uma fonte de nitrogénio, para producao de biomoléculas; bem
como estar diretamente relacionado a quantidade aumentada de biofilme produzido, aqui
demonstrada, o que pode levar a modificagdo na composicao ¢ quantidade de metabolitos
secretados (BRUNS et al., 2010b).

Ainda ¢ possivel que a elastina esteja envolvida em processos de reprogramacao
genética do biofilme, pois este, quando comparado a células planctonicas, cresce com uma
notavel reprogramagdo genética, pois genes que estdo envolvidos na sinalizagdo celular e
biossintese de proteinas e aminoacidos sdo reprimidos, ao passo que genes relacionados a
biossintese de metabodlitos secunddrios aumentaram consideravelmente sua expressao
(BURNS et al., 2010b). Carecendo de mais estudos para elucidagdo do papel da elastina na
viruléncia do 4. fumigatus.

Visto que a GT ¢ um importante fator de viruléncia in vivo, com agdo
imunossupressora e toxica ao epitélio ciliado respiratdrio humano; a descoberta de fatores do
hospedeiro, mais precisamente de constituintes pulmonares, como a elastina, influenciando a
produgdo desta toxina, pode explicar, em parte, a evasdo aos mecanismos de defesa pelo A.
fumigatus e, consequente, progressao da doenca (HOHL; FELDMESSER, 2007; KUPFAHL
et al., 2008). Além disso, o aumento da GT provocado por fatores do hospedeiro poderia
explicar sua detecgdo in vivo em hospedeiros infectados por 4. fumigatus (BOK et al., 2005;

LEWIS et al., 2005a).

3.6 MODELO EXPERIMENTAL DE ASPERGILOSE PULMONAR

Modelos animais tém sido utilizados na avaliagdo novos testes ¢ marcadores
diagnodsticos e novas drogas para tratamento da Al; além de serem importantes ferrametas
para avaliar a patogenicidade e viruléncia de microrganismos (GRAVELAT et al., 2008;

PATTERSON, 2005; SCHUMANN et al., 2010; SUGUI et al., 2008).
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Para a avaliacdo da patogenicidade dos isolados de A. fumigatus, foram selecionados
os isolados URM 6573, maior produtor de biofilme e ndo produtor de GT; e URM 3812,
menor produtor de biofilme e produtor de GT.

Visto que 4. fumigatus ¢ um fungo oportunista, a imunossupressao foi necessaria para
estabelecer aspergilose pulmonar nos camundongos. Nao houve mortalidade provocada pelo
regime de imunossupressao com ciclofosfamida (150 mg/Kg), o que demonstrou a viabilidade
do tratamento imunossupressor, sendo constatada sua eficacia a partir da andlise de
hemogramas, nos quais foi possivel observar a queda dos valores absolutos e relativos de
neutrofilos comparados a animais saudaveis, variando de 70% a 90% dos valores de
referéncia (Anexo B e C). Assim a escolha da droga e do regime de imunossupressdo foi
primordial para estabelecer com sucesso a doenga e sobrevivéncia dos animais.

Os dados obtidos neste trabalho confirmam a proposta de Huyan et al. (2011), na qual
a imunossupressado ideal para camundongos foi induzida por duas inje¢des intraperitoneais de
ciclofosfamida a 150 mg/Kg, sendo passivel de estabelecer um modelo animal para estudos
com fungos oportunistas, como espécies de Aspergillus, Cryptococcus e Candida.

Corroborando o observado por Huyan et al. (2011), todos os animais analisados
apresentaram letargia, pelagem sem brilho, relutdncia em atividade ambiental, piloerecao e
reducdo da ingestdo de alimentos e agua no primeiro dia apdés a primeira injecdo de
ciclofosfamida, sendo lentamente restaurados.

Neste trabalho, ndo foi infligido dano por trauma de inoculagdo a nenhum dos animais,
como destacado por Miller et al. (2012), a instilagdo intranasal ¢ um procedimento vantajoso
por ser de facil execu¢do e ndo traumatico para o animal, podendo ser largamente utilizado
para ensaios farmacéuticos e testes de vacinas, o que foi verificado neste estudo, no qual esta
via de inoculagdo ndo invasiva preveniu a morte por inoculacdo traumatica e proporcionou o
estabelecimento da doenga.

Apoés a eutandsia, foi observado o estado geral da caixa toracica e pulmoes, sendo
constatada hiperemia dos orgdos dos animais infectados quando comparados aos animais
apenas imunossuprimidos, além da presenca de regides palidas, indicando possiveis focos de

infeccao (Figura 9).
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Figura 9 — Animal eutansiado apds 48 horas de infec¢do, com exposicdo de
orgaos, apesentando regides de aspecto opaco (seta e circulo amarelos), indicando
possivel foco de infec¢do pulmonar.

Ambos os isolados de A. fumigatus, URM 6573 e URM 3812, foram capazes de
produzir doenga nos animais imunossuprimidos, ¢ foram igualmente capazes de induzir
resposta inflamatoria maciga, que foi visualizada nos cortes de tecido pulmonar. Estes
achados reforgam que a viruléncia de A. fumigatus ¢ multifatorial, além disso, a producgdo e
liberagdo de fatores de viruléncia é dependente das condi¢cdes do hospedeiro (ASKEW;
KONTOYIANNIS; CLEMONS, 2014; BEN-AMI; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2010;
CHOTIRMALL et al., 2014; SALES-CAMPOS et al., 2013).

Todavia, nos animais infectados pelo isolado URM 3812 foram observadas regides de
opacidade pulmonar, além de areas de necrose com destruicdo do tecido pulmonar (Figura
10), fatos ndo constatados nos animais infectados pelo isolado URM 6573, sugerindo que a
GT produzida pelo isolado URM 3812, mas ndo pelo URM 6573, pode ser um importante
fator no desencadeamento de um quadro mais grave de infeccao, porém mais estudos devem
ser realizados a fim de proporcionar maior compreensao dos multiplos fatores que

influenciam a viruléncia do A4. fumigatus.
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Figura 10 — Animal infectado pelo isolado URM 3812, eutansiado apods 48
horas, com caixa toracica aberta, evidenciando area de necrose pulmonar
(A), e lobo pulmonar apresentando opacidade, provavel foco de infecgdo
(B). Pulmdo de animal infectado pelo isolado URM 6573, com auséncia
de regides opacas (C).
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Hé relatos de inibicdo da angiogénese durante o desenvolvimento da aspergilose
invasiva, pela GT. Em hospedeiros suscetiveis, angioinvasao por A. fumigatus causa
trombose, hipoxia e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, os quais sdo estimulos para a
angiogénese. Contudo, proliferacdo fingica e extensa necrose coagulativa sdo particularmente
proeminentes neste quadro clinico (BEN-AMI et al., 2009; KONTOYIANNIS, 2010). A
supressao do gene LaeA, regulador global do metabolismo secundario, aboliu a atividade
antiangiogénica de A. fumigatus, indicando que este processo ¢ mediado por meio da
produgdo de metabolitos secundarios, particularmente, a GT (BEN-AMI et al., 2009), o que
poderia explicar a regido de necrose pulmonar no animal infectado pelo isolado URM 3812,
produtor de GT, mas ndo no animal infectado pelo URM 6573.

Assim como evidenciado em outros estudos, em todos os periodos de tempo estudados
(24, 48 e 72 horas), foram observados filamentos micelianos hialinos, septados com e sem
dicotomia (Figura 11) ao exame direto, e recuperacdo do fungo em cultura, sendo possivel a
observacdo do crescimento de colonias de aspecto velutineo com pontos granulares, cinza-
esverdeada, de reverso creme, a partir do terceiro dia de incubagdo (Figura 12) (AHMAD;
AL-SHAIKH; KHAN, 2014). Microscopicamente, foram observados conididforos de parede

lisa e de coloragdo verde oliva com cabegas conidiais colunares, vesiculas em forma de balao
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e fidlides unisseriadas, e presenga de conidios globosos a subglobosos medindo,
aproximadamente, 2,5-3 pm de diametro, de coloragdo verde oliva e superficie ligeiramente
equinulada (Figura 12), compativeis com as caracteristicas de A. fumigatus (PITT; SAMSOM,
2007; SAMSOM et al., 2007a, b, c).

O retrocultivo dos agentes, a partir da inoculagdo de fragmentos de pulmio dos
camundongos infectados confirmam o sucesso do modelo experimental e corroboram os
postulados de Henle-Koch, de modo que o agente inoculado reproduziu os sintomas da

doenga e foi reisolado em cultura pura.

Figura 11 — Exame direto de fragmentos de pulmio clarificado com hidroxido de potassio a
40%, evidenciando filamentos micelianos hialinos, septados dicotdmicos (setas) e sem
dicotomia, apos 48 horas de infecgdo (400x).

Figura 12 — Placas de Petri com fragmentos de tecido pulmonar de camundongo, apds 48 horas de infec¢do, no
tempo 0 (zero) (A), 3 dias (B), 5 dias (C) e 8 dias (D) de inoculagdo em meio Agar Sabouraud, mantido a 37 °C.
Conidios e parte do conidioforo de Aspergillus fumigatus isolado da cultura de fragmentos de tecido pulmonar
(1000 x) (E). Barra de escala de 10 pm.
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O exame histopatologico dos fragmentos de tecido pulmonar dos camundongos
infectados, em todos os periodos de tempo analisados, evidenciou intenso infiltrado
neutrofilico e presenca de filamentos micelianos hialinos com e sem dicotomia (Figura 13).
Assim, essas estruturas fingicas observadas em parasitismo, visualizadas tanto no exame
direto de fragmentos de pulmao quanto no exame histopatoldgico sdo compativeis as descritas
para o diagndstico de aspergilose comprovada (BALLOY et al., 2005; DE PAUW et al,,
2008; SHEPPARD et al., 2004a).

A juncao dos achados clinicos e laboratoriais permitem a caracterizacao da aspergilose
desenvolvida nos camundongos como aspergilose pulmonar semi-invasiva, caracterizada por
ser uma infeccdo subaguda, indolente e que leva a um processo destrutivo do pulmao
(SOUBANI; CHANDRASEKAR, 2002). Diferentemente de outras formas de aspergilose
pulmonar, ndo hé necessidade de uma cavidade pré-existente nos pulmdes para a instalagdo da
doenga, ocorrendo invasdo fungica local no parénquima pulmonar, ndo havendo invasao
vascular e nem disseminagdo para outros oOrgdos, sendo necessaria redugdo da
imunocompeténcia local ou sist€émica para o desenvolvimento do fungo e estabelecimento da
doenca, como induzida nos camundongos com o uso da ciclofosfamida (BARNES; MARR,

2006; ZMEILI; SOUBANI, 2007).

Figura 13 — Exame histopatologico de fragmentos de tecido pulmonar de camundongos apos 48 horas (A) e 72
horas (B) de infecgdo, corado por hematoxilina eosina, demonstrando a presenca de filamentos micelianos
septados dicotdmicos compativeis para infecgdo fungica (setas amarelas), além de intenso infiltrado neutrofilico
(setas pretas) (400 x).

Foi possivel observar intensa invasdo ao limen dos bronquiolos, além da presenca de

hifas permeando os vasos sanguineos (Figura 14). O tropismo por vasos sanguineos ¢ uma
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caracteristica marcante de 4. fumigatus na infec¢do. Durante o desenvolvimento no tecido
pulmonar, as hifas atravessam a barreira capilar alveolar e penetram nas células endoteliais,
chegando ao limen das arteriolas pulmonares. As hifas induzem a propria internalizagao pelas
células endoteliais, seguido pela injuria endotelial, o que culmina em trombose intravascular

(KAMAI et al., 2006; 2009).

Figura 14 — Invasdo do limem de bronquiolo de camundongo (seta amarela) infectado por Aspergillus
fumigatus, evidenciado pelo exame histopatologico de fragmentos de tecido pulmonar, corado por
hematoxilina eosina. No detalhe ¢ possivel a visualizagdo de hifas permeando vasos sanguineos (seta
preta) (400 x).
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4 CONCLUSAO

O desenvolvimento do presente estudo possibilitou a analise da produgdo de biofilme
de isolados de 4. fumigatus de diferentes origens, amostras ambientais e espécimes clinicos, €
tempo de preservagdo. Adicionalmente, oportunizou o conhecimento da influéncia de um
importante fator constitutivo do hospedeiro, a elastina, no biofilme de A. fumigatus, bem
como seu efeito potencializador da producao de gliotoxina durante a formacao desta estrutura.
Ademais, permitiu a observacao da diferente progressao da aspergilose pulmonar em animais
infectados por isolados produtor e ndo produtor de gliotoxina.

A origem e tempo de preservagdo de isolados de A. fumigatus ndo influenciam a
producao de biofilme, embora haja diferencas intraespecificas. Ainda, a elastina promove
aumento da quantidade de biofilme formado por 4. fumigatus, avolumando a quantidade de
matriz extracelular produzida e diminuindo sua hidrofobicidade. Além de estimular aumento
na quantidade de gliotoxina produzida por este fungo durante o desenvolvimento do biofilme,
evidenciada pela cromatografia liquida de alta eficiéncia. Sendo a progressao da aspergilose
pulmonar muito mais severa em animais infectados por isolados produtores desta toxina,
comprovado pela experimentagdo animal.

Assim, ¢ possivel concluir que fatores do hospedeiro, como a elastina, possuem
influéncia na progressao da aspergilose pulmonar, carecendo de mais estudos afim de detalhar
melhor o papel desta proteina na patogénese da doenca, com o objetivo de fomentar
conhecimento para o desenvolvimento de mecanismos capazes de inibir o estabelecimento ou

progressao desta doenca, dada a gravidade da aspergilose invasiva e aspergiloma.
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production of Aspergillus fumigatus
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Article history: Aspergillus furrigatus & an oppartunistic saprabe fongos that acoounts for 90% of cases of
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ponent, we examined the effect of elastin on the production and developm ent of the bicfilm
of A. fumigatus. in REMI contadning 10 mg'ml of elastin, a significant increase (absorbance
] o DUOCHHL; dry weeight pc0.0001) in the production of biofilm was observed in comparison to
W' 3 when RFMI was used alone, reaching a maximum growth of 18.8 meg (dry weight) of biafilm in
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ANEXO B — PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE)

Ulisbversidade Federyl de Pernnmivacn
Cenbro de Ciencins Rinkipicns

Recife, 21 de agosto da 2014
Oficio n® 432014

Ua Lomissao de Etica no Uso de Animals (CEUA)Y da UFPE
Fara’ Prof." Neiva Tinti de Oliveira
Daparttaments de Micalagia - CCB
Universidade Federal de Permambueg
Processo n® 23076.032750/2¢ 014-87

Us membros da Comissae de Eica no Use de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pemambucs [CEUA-LIFPE) avallaram seu
projeto de pesguisa intitulado, "Analise da expressdo dos gones RodA, RodB e
RodE de Aspergiilus fumigatus, correlagio com a formagio de biofilme e grau
de viruléncia durante a infeccao fiungica."

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo exparimental dos
animais encontram-se de acorde com as normas sugeridas pelo Colégic Brazileiro
para Experimentacdo Animal & com 3s normas internacionais estabelesidas peto
Mational Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals a5 Quais 530
adotadas coma critérios de avaliagdo & |ulgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente & Lei
11.784 de 08 de outubro de 2008, que trate da guestao do uso de animals para fins
cientificos e didéticos,

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

saram realizados,

Origem dos animais. Biotério do LIKAUFPE, Animais: |
camundongos Suicos, Sexo: maches;, Peso! 25-30g;, N° total da

animails: 96. Atenciosamente,
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ANEXO C - HEMOGRAMA DE CAMUNDONGO SAUDAVEL NAO
IMUNOSSUPRIMIDO
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ANEXO D - HEMOGRAMA DE CAMUNDONGO SAUDAVEL
IMUNOSSUPRIMIDO




