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Ensinaras a voar...

Mas nédo voardo o teu voo.

Ensinaras a sonhar...

Mas nédo sonhardo o teu sonho.
Ensinaras a viver...

Mas ndo viverdo a tua vida.

Ensinaras a cantar...

Mas ndo cantardo a tua cangéo.
Ensinaras a pensar...

Mas nédo pensardo como tu.

Porém, saberas que cada vez que voem,
sonhem, vivam, cantem e pensem...
Estard a semente do caminho ensinado e
aprendido!

Madre Teresa de Calcuta
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RESUMO

Espécies de Aspergillus sdo saprobias presentes no solo ou matéria vegetal em
decomposicdo e dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, podem causar
infeccBes flngicas oportunistas, como aspergilose invasiva. Os objetivos deste trabalho
foram analisar a variabilidade genética, quantificar melanina e gliotoxina em 57 isolados
de A. fumigatus, A. flavus e A. niger de origens ambiental e clinica e estabelecer um
modelo experimental de aspergilose pulmonar. Através do uso de marcadores moleculares
ISSR, foi avaliada a variabilidade genética entre os isolados. Os isolados de A. flavus, com
0 uso dos marcadores (GACA); e (GTG)s, apresentaram agrupamentos em funcdo da
origem. O marcador (GTG)s foi o que melhor separou os isolados em funcdo da origem
clinica ou ambiental, enquanto o marcador (GACA), foi o que mostrou melhor a
variabilidade genética entre os isolados. Os conidios de todos os isolados produziram
particulas de melanina, a partir de uma sequéncia de tratamentos com enzimas, agentes
desnaturantes e acido concentrado em alta temperatura, ndo havendo diferenca estatistica
em funcdo da espécie e do substrato. A analise dos espectros de infravermelho do
pigmento produzido por cada isolado mostrou diferencas entre os perfis de melanina. As
particulas escuras foram visualizadas em microscopia Optica e eletrénica de varredura. Oito
isolados de A. fumigatus produziram gliotoxina nas condi¢cdes de cultivo e analise
estabelecidas, sendo quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, e as
concentragfes minima e méaxima de 0,039mg/ml e 0,150mg/ml, respectivamente, com
destaque para o isolado URM3812. Houve diferenca estatistica na quantidade de gliotoxina
entre isolados da mesma espécie e o0 substrato de origem. Os isolados de A. flavus e A.
niger ndo produziram gliotoxina nas condi¢cdes estabelecidas. O modelo experimental foi
estabelecido com sucesso utilizando os isolados URM3812, produtor de gliotoxina de
origem ambiental e URM6753, ndo produtor de origem clinica, no qual ambos os isolados

foram capazes de reproduzir a doenca, ndo havendo diferencas no dano tecidual.

Palavras-chave: Aspergilose, diversidade genética, ISSR, (GACA)4, (GTG)s, melanina,

gliotoxina, modelo experimental.



ABSTRACT

Aspergillus species are saprophytic present in soil or rotten vegetal material, and
depending on the immune status of the host can cause opportunistic fungal infections such
as invasive aspergillosis. The objectives of this study were to analyze the genetic
variability, quantify melanin and gliotoxin in 57 isolates of A. fumigatus, A. flavus and A.
niger environmental and clinical sources and establish an experimental model of
pulmonary aspergillosis. The use of molecular markers ISSR evaluated the genetic
variability among isolates. The isolates of A. flavus, with the use of the markers (GACA),
and (GTG)s showed groups according to the origin. The marker (GTG)s was the best
separated the isolates to the clinical or environmental origin, the marker (GACA), was the
best showed the genetic variability among isolates. Conidia of all isolates produced
melanin particles, from a sequence of treatments with enzymes, denaturing agents and
concentrated acid at high temperature, with no statistical difference depending on the
species and the substrate. Analysis of the infrared spectra of the pigment produced by each
isolate showed differences in melanin profiles. The dark particles were visualized in light
microscopy and scanning electron microscopy. Eight isolates of A. fumigatus produced
gliotoxin in growing conditions and analysis determined, and quantified by high
performance liquid chromatography, and minimum and maximum concentrations of
0,039mg/ml and 0,150mg/ml, respectively, standing out the isolated URM3812. There was
a statistical difference in the amount of gliotoxin among isolates of the same species and
the substrate of origin. The isolates of A. flavus and A. niger produced no gliotoxin the
established conditions. The experimental model was successfully established using isolated
URM3812, gliotoxin producer of environmental origin and URMG6753, not producer of
clinical origin, in which the isolates were able to reproduce the disease, with no differences

in tissue damage.

Key-words: Aspergillosis, Genetic Diversity, ISSR, (GACA)4, (GTG)s, melanin,

gliotoxin, experimental model.



Lista de figuras

Figura 1. Camundongos Swiss (mus musculus) em gaiola (A e B).

Figura 2. Perfis de amplificacdo de ISSR de A. fumigatus obtidos com o
marcador (GACA),, Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-
10, 21 e 22: isolados ambientais, pistas 11-20 e 23: isolados clinicos.

Figura 3. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR
com o marcador (GACA),, de isolados de A. fumigatus. Numeros 1-10, 21 e
22: isolados ambientais, nimeros 11-20 e 23: isolados clinicos.

Figura 4. Perfis de amplificagdo de ISSR obtidos de A. flavus com o marcador
(GACA),, Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 24, 29-36:

isolados clinicos, pistas 25-28, 37-39: isolados ambientais.

Figura 5. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR
com o marcador (GACA),, obtidos de isolados de A. flavus. NUmeros 24, 29-

36: isolados clinicos, nimeros 25-28, 37-39: isolados ambientais.

Figura 6. Perfis de amplificacdo de ISSR obtidos de A. niger com o marcador
(GACA),, Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 40, 46-53:
isolados clinicos, pistas 41-45, 54-57: isolados ambientais.

Figura 7. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR
com o marcador (GACA),, obtidos de isolados de A. niger. Nameros 40, 46-
53: isolados clinicos, nimeros 41-45, 54-57: isolados ambientais.

Pag.
56

58

59

59

60

60

61



Figura 8. Perfis de amplificacdo de ISSR de A. fumigatus obtidos com o
marcador (GTG)s. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-10,

21 e 22: isolados ambientais, pistas 11-20, 23: isolados clinicos

Figura 9. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regibes ISSR
com o marcador (GTG)s, obtidos de isolados de A. fumigatus. Numeros 1-10,

21 e 22: isolados ambientais, nimeros 11-20, 23: isolados clinicos.

Figura 10. Perfis de amplificacdo de ISSR obtidos de A. flavus com o
marcador (GTG)s, Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 24,

29-36: isolados clinicos, pistas 25-28, 37-39: isolados ambientais.

Figura. 11. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR
com o marcador (GTG)s, obtidos de isolados de A. flavus. Numeros 24, 29-36:

isolados clinicos, nimeros 25-28, 37-39: isolados ambientais.

Figura 12. Perfis de amplificacdo de ISSR obtidos de A. niger com o marcador
(GTG)s. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 40, 46-53:
isolados clinicos, pistas 41-45, 54-57: isolados ambientais.

Figura 13. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o
coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR
com o marcador (GTG)s, obtidos de isolados de A. niger. Numeros 40, 46-53:

isolados clinicos, nimeros 41-45, 54-57: isolados ambientais.

Figura 14. Conidios de A. fumigatus URM6560 (A), A. flavus URM6315 (B) e
A. niger URMG6794 (C), ap0Os tratamentos com enzimas proteoliticas e
glicoliticas, agente desnaturante e acido concentrado em alta temperatura,

contendo em sua parede celular particulas escuras de melanina (MO 4700X).

Figura 15. Conidios de A. fumigatus URM6560 (A e B), apds tratamentos com
enzimas proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e acido concentrado
em alta temperatura (MEV 15000X e 2700X respectivamente).

62

62

63

63

64

64

65

65



Figura 16. Conidios de A. flavus URM6315 (A e B), apos tratamentos com
enzimas proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e acido concentrado
em alta temperatura (MEV 10000X e 3500X respectivamente).

Figura 17. Conidios de A. niger URM6794 (A e B), apds tratamentos com
enzimas proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e acido concentrado
em alta temperatura (MEV 15000X e 5000X respectivamente).

Figura 18. Espectro de infravermelho mostrando o perfil de melanina do
isolado de A. fumigatus URM3550

Figura 19. Espectro de infravermelho mostrando o perfil de melanina do
isolado de A. flavus URM6333

Figura 20. Espectro de infravermelho mostrando o perfil de melanina do
isolado de A. niger 100B

Figura 21. Cromatograma do padrdo comercial de gliotoxina pura.

Figura 22. Grafico mostrando a porcentagem de isolados produtores (27%) e
ndo produtores (73%) de gliotoxina, dentre 11 isolados de A. fumigatus de
origem clinica depositados na Micoteca URM.

Figura 23. Grafico mostrando a porcentagem de isolados produtores (42%) e
ndo produtores (58%) de gliotoxina, dentre 12 isolados de A. fumigatus de

origem ambiental depositados na Micoteca URM.

Figura 24. Cromatograma do isolado de A. fumigatus URM3812 produtor de

gliotoxina.

Figura 25. Cromatograma do isolado de A. fumigatus URM6573, ndo produtor
de gliotoxina.

Figura 26. Eutanasia com 24 (A), 48 (B) e 72 horas (C) dos camundongos
infectados com o isolado URM6753. A seta indica uma zona de aspecto

diferenciado nos pulmdes, palida, indicando um possivel foco de infeccao.

66

66

70

71

71

74

74

75

75

76

77



Figura 27. Lobos pulmonares direitos, com zona de aspecto diferenciado,

palido, indicando um possivel foco de infeccdo.

Figura 28. Exame direto de fragmentos de pulmé&o clarificado com KOH a
40%, mostrando filamentos micelianos hialinos, septados com e sem
dicotomia (A e B).

Figura 29. Verso (A) e reverso (B) do semeio de fragmentos de pulmédo em
meio Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (50mg/l), apés 3 dias,
mostrando o crescimento de coldnias cotonosas com pontos granulares, cinza-
esverdeada e reverso incolor. Microscopicamente (C) cabecas conidiais
pequenas e colunares, vesiculas, conidioforos de parede lisa e conidios

globosos.

Figura 30. Tecido pulmonar dos camundongos infectados, mostrando intenso
infiltrado inflamatorio com numerosos neutrofilos (A), neutréfilos (B),
multiplos granulomas (C), armadilhas extracelulares de neutréfilos (D e E) e
presenca de filamentos micelianos hialinos com e sem dicotomia (D, E, F).
(HE 720x). As figuras A, C e E sé@o provenientes de tecido infectado com o
isolado URMG6753, e as figuras B, D e F, sdo provenientes de tecido infectado
com o isolado URM3812.

78

78

79

80



Lista de tabelas

Tabela 1. Isolados de A. fumigatus de acordo com a origem do

substrato/hospedeiro.

Tabela 2. Isolados de A. flavus de acordo com a origem do substrato/hospedeiro
Tabela 3. Isolados de A. niger de acordo com a origem do substrato/hospedeiro.
Tabela 4. Producédo de melanina por isolados de A. fumigatus

Tabela 5. Producdo de melanina por isolados de A. flavus

Tabela 6. Producgédo de melanina por isolados de A. niger

Tabela 7. Médias dos pesos secos de particulas de melanina de isolados de A.

flavus, A. fumigatus e A. niger.

Tabela 8. Concentracgdes de gliotoxina produzidas por isolados de A. fumigatus.

Pag.

50

o1

52

67

68

69

70

73



SUMARIO

Pag.
1. INTRODUGAD ..ottt sttt 16
2. OBIETIVOS ...t 18
2.1. ODJEUIVO GEIAL.......oiuiiiiiiiieeee e 18
2.2. ODjetivos ESPECITICOS. ... .cviuiriiieiirierieiees et 18
3. REVISAO DA LITERATURA.....cootiiiieteeeee ettt 19
3.1. O género Aspergillus Micheli ex Link (1809) e Aspergilose.........ccccceevvevvevivennenne. 19
3.2. Aspergillus fumigatus (Fresen. 1863).........ccccvevieiiieiieiieeiie e 23
3.3. Aspergillus flavus (Link, 1809).......ccccciiiiieiiiiiiesie s 27
3.4. Aspergillus niger (Tiegh. 1867)........ccccieiieiiiie e 31
3.5. Identificacdo molecular e diversidade genética no género Aspergillus............ 33
3.6. Producdo de melanina em espécies de Aspergillus............cccceovvevviieiieneennnnn, 37
3.7. Producdo de gliotoxina em espécies de Aspergillus...........c.ccocevvevevverncnene. 40
3.8. Estabelecimento de modelo animal em espécies de Aspergillus..............ccccueneee. 45
4. MATERIAL E METODOS........cooeiieeeeeieeeeeeseeeseses e ssnessesssses s, 48
4.1. ODteNGAO daS CUITUIAS. ......coveieiiiiiicieie e 48
4.2. Estudo da variabilidade genétiCa...........cccuoereireiiineneie e 48
4.2.1. Obtencéo do micélio e extraco do DNA..........ccoceiireinereeee e 48
4.2.2. Anélise da variabilidade genética dos iSolados............c.ccooevviiiicicincninne 49
4.2.3. ANALISE ESLALISTICA. ... veueivieeieierteee e 49

4.3. Producdo e quantificagdo de particulas de melanina de conidios de Aspergillus.. 53



4.4. Andlise ultraestrutural.....................

4.5. Espectroscopia de Infravermelho (IR) .......coovviiiiiiiiiie e

4.6. Producéo de gliotoxina...................

4.6.1. Obtencdo dos Extratos Brutos.....

4.6.2. Quantificacdo de gliotoxina por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE)

4.6.3. Anélise de gliotoxina produzida por ASpergillus.............ccocoveririenenniinieneinneens

4.7. Estabelecimento de aspergilose pul

A4.7.1. ANIMAIS. ..ceiiiiiiieicee e
4.7.2. Imunossupresséo dos animais......

4.7.3. Infeccdo experimental..................

5. RESULTADOS........ccooverrerciennn,
5.1. Analise dos perfis de amplificacéo

5.2. Analise dos perfis de amplificacéo

monar em modelo animal...........cccccoeeveeiein.

utilizando o marcador (GACA)4.....cccccvvennnne.

utilizando o marcador (GTG)s.......cccceveenene

5.3. Producdo e quantificacdo de melanina............cccccveveeieiicii e

5.4. Espectroscopia de Infravermelno (IR)........cccooveviiieiicie e,

5.5. Producdo de gliotoxina...................

5.6. Modelo experimental de aspergilose pulmonar...........cccocveveviveieciieseece e

6. DISCUSSAO.......coooeeeeeeeeeeeeeeains

6.1. Analise da variabilidade genética...

6.2. Producdo e quantificacdo de melanina em espécies de Aspergillus...................

6.3. Producdo e quantificacdo de gliotoxina em espécies de Aspergillus....................

6.4. Estabelecimento do modelo animal

54

54

54

54

55

55

56

56

57

57

58

61

65

70

72

76

81

81

83

86

88



7. CONCLUSOES. ..o oo e ettt et e e et e e es e e e e e er e

REFERENCIAS

ANEXOS............



MORAES, H.M.S.0O. Quantificagdo de melanina e gliotoxina... 16

1. INTRODUCAO

A incidéncia de infeccdes flngicas oportunistas aumentou significativamente nas
ultimas décadas, com destaque para aspergilose invasiva, uma importante fonte de
morbidade e mortalidade para pacientes imunossuprimidos. Espécies de Aspergillus
destacam-se como agentes de infecges fungicas oportunistas; A. fumigatus é o principal
agente de aspergilose, seguido de A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans e A. ustus
(Mirhendi et al., 2007; Kupfahl et al., 2008; Dagenais; Keller, 2009; Camps et al., 2012;
Askew et al., 2014).

O emprego de técnicas de biologia molecular para definir com mais exatiddo as
diferencas entre espécies de Aspergillus e ainda entre isolados de diferentes origens,
integrado aos métodos de identificacdo classica, oferece suporte a estudos
epidemioldgicos, permite mapear fatores e expressdo de viruléncia e auxilia o
desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas (De Valk et al., 2007; Rokas et al.,
2007; Staab et al., 2009; Serrano et al., 2011).

A variabilidade genética de espécies de Aspergillus clinicamente relevantes tem
valor diagnostico, visto que certas espécies estdo associadas a maior mortalidade, aumento
de viruléncia e resisténcia a antifungicos (Henry et al., 2000; Balajee et al., 2006; Ben-Ami
et al., 2010a), e diferencas nos perfis de suscetibilidade podem também indicar relevancia
clinica e adaptacédo de terapias antifingicas (Staab et al., 2009; Serrano et al., 2011; Araujo
etal., 2012).

Para invadir o hospedeiro, espécies de Aspergillus precisam aderir e penetrar 0s
tecidos, assim como dispor de mecanismos para se evadir do sistema imunologico do
hospedeiro. Estudos tém buscado fatores de viruléncia e o seu papel na patogénese da
infecgcdo. Tolerancia a temperatura, taxa de crescimento, tamanho dos conidios, adesinas,
producdo de pigmentos, metabdlitos toxicos e enzimas extracelulares sdo fatores de
viruléncia de espécies de Aspergillus e outros fungos (Al-Alawi et al., 2005; Okumura et
al., 2004; Alp; Arikan, 2008; Kupfahl et al., 2008; Chotirmall et al., 2014).

A capacidade de produzir melanina, pigmento negro formado pela polimerizacéo
oxidativa de compostos fendlicos, esta associada a patogenicidade de varios fungos, como

Cryptococcus neoformans e Sporothrix schenckii, e mais recentemente foi identificada em
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Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum (Youngchim et al., 2004; Naggie;
Perfect, 2009; Chai et al., 2010).

A melanina encontrada em espécies de Aspergillus protege os conidios de fatores
ambientais como calor, radiacdo ultra violeta (UV) e variagdes de pH, e in vivo, foi
demonstrada sua acdo protetora contra a ingestdo por macréfagos e aumento da resisténcia
ao oxigeénio reativo produzido pelas células fagociticas, o que demonstra uma vantagem de
sobrevivéncia dentro e fora do hospedeiro e atua indiretamente como um fator de
viruléncia (Sugui et al., 2007a; Krishnan et al., 2009; Pihet et al., 2009; (Kwon-Chung;
Sugui, 2013).

O principal gene responsavel pela sintese de melanina em espécies de Aspergillus é
o0 albl/pksP, e estudos indicam que conidios despigmentados foram menos resistentes a
fagocitose, o que demonstra que a melanina funciona como componente estrutural da
parede de conidios, sendo necessaria para a expressdao de adesinas e outros fatores de
viruléncia na superficie dos conidios, contudo, estudos mais aprofundados sdo necessarios

para esclarecer este papel (Pihet et al., 2009).

Aspergillus fumigatus secreta numerosos metabolitos secundarios, dentre os quais o
de maior interesse € a gliotoxina, devido as suas potentes propriedades imunossupressoras
e citotoxicas e ao fato de que pode ser facilmente detectada em soros de pacientes com
aspergilose e durante infeccdo experimental, indicando um potencial fator de viruléncia
(Sugui et al., 2007b; Askew, 2008; Dagenais; Keller, 2009).

O primeiro passo para a biossintese da gliotoxina é catalisado por uma peptideo-
sintase nao-ribossomal codificada pelo gene gliP. Estudos indicam que a delecdo deste
gene em cepas de A. fumigatus resultou na interrupcdo da sintese de gliotoxina, com

consequente reducdo dos efeitos in vitro (Sugui et al., 2007b).

Através da execucdo de modelos experimentais, é possivel avaliar e comparar a
viruléncia de espécies de Aspergillus patdégenas humanas, levando a uma melhor
compreensdo da patogenicidade caracteristica destes fungos (Gravelat et al., 2008). Deste
modo, o0s objetivos deste trabalho foram analisar a diversidade genética em isolados
clinicos e ambientais de A. fumigatus, A. flavus e A. niger, quantificar a producdo de
melanina e gliotoxina destes isolados e estabelecer um modelo experimental de aspergilose

pulmonar.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Quantificar a producdo de melanina e gliotoxina, analisar a diversidade genética e

estabelecer um modelo experimental de aspergilose pulmonar.

2.2. Objetivos Especificos
e Quantificar melanina e gliotoxina em isolados clinicos e ambientais de Aspergillus
fumigatus, A. flavus e A. niger depositados na Micoteca URM e isolados a serem
depositados nesta cole¢éo;
e Analisar a diversidade genética por marcadores moleculares;

e Estabelecer um modelo experimental de aspergilose pulmonar.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O género Aspergillus Micheli ex Link (1809) e Aspergilose

O género Aspergillus agrega espécies encontradas no solo e vegetais em
decomposicdo (Raper; Fennel, 1977; Klich, 2002; Lacaz et al., 2002). Sdo amplamente
distribuidas na natureza e esporulam abundantemente, dispersando os conidios no
ambiente, sendo relatados como um dos mais frequentes agentes de doenca flngica
localizada e invasiva para pacientes imunossuprimidos, e mais raramente, em pacientes
aparentemente imunocompetentes (Varkey; Perfect, 2008; McCormick et al., 2010; Webb;
Vikram, 2010; Stevens; Melikian, 2011; Kousha et al., 2011; Ergene et al., 2013; Askew et
al., 2014).

A nomenclatura do género, dada pelo sacerdote e botanico Antonio Micheli,
provém da semelhanca de sua estrutura reprodutiva assexual, o conidiéforo, com o
aspersorio, um instrumento usado para dispersar a agua benta aos fiéis em alguns servicos
liturgicos cristdos (Kousha et al., 2011; Gibbons, Rokas, 2012; Ergene et al., 2013).

Em seu classico tratado de 1965 sobre o género, Raper e Fennell reconheceram 132
espécies de Aspergillus, mas a atualizacdo e aplicagdo sistematica de uma abordagem
polifasica utilizando dados morfolégicos, fisiologicos e moleculares para identificar e
classificar novas especies, incluindo véarias consideradas problematicas, resultou na
descricdo de mais de 250 espécies. O ritmo de descobertas de novas espécies continua
crescente, com cerca de 50 novas espécies descritas neste século. A revisdo taxonémica
provida pela gendmica do género tem influenciado dramaticamente a concepgédo e
aplicacdo de técnicas moleculares para identificar espécies clinicamente importantes, e
auxiliou também na identificacdo de novas espécies de interesse médico (Pitt; Samsom,
2007; Samsom et al., 20073, b, ¢; Gibbons, Rokas, 2012).

Espécies de Aspergillus sdo ubiquas; fungos saprobios que desempenham um papel
significativo na reciclagem global do carbono e nitrogénio. Embora o seu nicho ecolégico
primario seja o0 solo ou matéria vegetal em decomposi¢do, 0s pequenos conidios
hidrofobicos se dispersam facilmente no ar e podem sobreviver a uma ampla gama de
condi¢cdes ambientais. Os representantes do género causam um enorme impacto sobre a

humanidade, tanto benéfica, como sendo o principal dentre os fungos com aplicacdes



MORAES, H.M.S.0O. Quantificagdo de melanina e gliotoxina... 20

industriais, tanto negativamente, atuando como patdgenos de plantas e animais, alem de
produzirem micotoxinas, dentre estas a altamente tdxica aflatoxina, que é carcinogénica, e
a gliotoxina, imunossupressora e citotoxica (Askew, 2008; Kupfahl et al., 2008; Dagenais;
Keller, 2009; Kousha et al., 2011).

Vérias espécies foram descritas como patogénicas para humanos, como A.
fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans e A. ustus (De Valk et al., 2008;
Dagenais; Keller, 2009; Kousha et al., 2011; Camps et al., 2012; Johnson et al., 2014).
Para invadir o hospedeiro, espécies de Aspergillus precisam aderir e penetrar os tecidos, e
estudos tém buscado fatores de viruléncia e o seu papel na patogénese da infecgéo.
Tolerancia a temperatura, taxa de crescimento, tamanho dos conidios, adesinas, producao
de pigmentos, metabolitos tdxicos e enzimas extracelulares sdo fatores de viruléncia de
espécies de Aspergillus e outros fungos (Al-Alawi et al., 2005; Okumura et al., 2004; Alp;
Arikan, 2008; Chotirmall et al., 2014).

Dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, a aspergilose pode apresentar
quatro formas clinicas: aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) causada por uma
hipersensibilidade para antigenos de Aspergillus; aspergiloma, ou bola fangica (fungus
ball), onde o fungo se desenvolve em cavidade preexistente no pulméo, sendo esta a forma
mais comum e melhor reconhecida de envolvimento pulmonar; aspergilose cronica semi-
invasiva, também chamada de aspergilose cronica necrotizante, processo infeccioso
cavitario indolor do parénquima pulmonar secundario a invasdo local através de espécies
de Aspergillus; e aspergilose invasiva (Al), caracterizada pela proliferacdo das hifas no
parénquima pulmonar, causando pneumonite necrotizante com invasdo dos vasos
pulmonares, conduzindo a hemorragias e infartos (Sanchez; Vifa, 2004; Zmeili; Soubani,
2007; Goldenberg; Price, 2008).

A principal via de infeccdo € a inalatdria: os esporos assexuados sdo difundidos no
ambiente e pequenos o suficiente para alcancar os alvéolos pulmonares. Em individuos
imunocompetentes, as defesas do organismo sdo eficazes em eliminar estes esporos, no
entanto, quando o sistema imunologico esta comprometido, os conidios podem germinar
em hifas e estabelecer um foco de infeccdo dentro do pulmao, sendo este o 6rgdo mais
comumente acometido, podendo disseminar para outros 6rgaos, com manifestacGes graves.

Al é a forma clinica mais severa, tornando-se um problema crescente (Askew, 2008; De
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Valk et al., 2008; Dagenais; Keller, 2009; Hummel et al., 2009; McCormick et al., 2010;
Johnson et al., 2014).

Apds a penetracdo da camada epitelial dos alvéolos, o fungo imediatamente entra
em contato direto com 0s vasos sanguineos subjacentes, devido a essa afinidade pelos
vasos sanguineos, A. fumigatus é denominado angiotrofico, e a invasdo dos vasos
sanguineos € uma caracteristica histopatoldgica da aspergilose (Ben-Ami et al., 2009;
McCormick et al., 2010).

Aspergilose invasiva é, talvez, a mais devastadora forma clinica, atingindo
severamente pacientes imunossuprimidos. Aqueles com maior risco sdo individuos com
doencas hematoldgicas, como a leucemia, quimioterapia, transplantados de células-tronco
ou de oOrgdos solidos e medula Ossea, pacientes em terapia prolongada com
corticosteroides, que € comumente utilizada para a prevencao e/ou tratamento da doenca
do enxerto-versus-hospedeiro em transplantados; individuos com imunodeficiéncias
genéticas, como a doenca granulomatosa cronica (DGC) e os individuos infectados com

virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Menotti et al., 2005; Dagenais; Keller, 2009).

O estabelecimento da Al é decorrente de varias condicBes incluindo alteracfes da
funcdo dos macrofagos e neutrofilos, transplantes de medula Ossea e 6Orgdos solidos,
neutropenia, corticoidoterapia prolongada, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e sidrome da imunodeficiéncia humana (aids), doenca granulomatosa
crbnica, sarcoidose, queimaduras severas, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
permanéncia hospitalar prolongada, antibioticoterapia multipla prolongada, diabetes
mellitus, alcoolismo, nutricdo parenteral, dependéncia quimica e desnutricdo (Sanchez;
Vifia, 2004; Zmeili; Soubani, 2007; Wheat, 2009; Goldenberg; Price, 2008; Kousha et al.,
2011; Armstrong-James et al., 2014).

As manifestacdes clinicas sdo inespecificas, variando de dispnéia, febre e tosse
produtiva prolongada com hemoptise e dor toracica, sintomas que podem ser sugestivos de
inimeras doencas respiratorias. Esta similaridade de sinais e sintomas pode atrasar o
diagndstico clinico ou mesmo levar ao equivoco, e consequentemente, retardar o
tratamento adequado (Sanchez; Vifia, 2004; Kant; Sanjay, 2007; Zmeili; Soubani, 2007;
Goldenberg; Price, 2008; Xavier et al., 2009; Kousha et al., 2011).
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Surtos nosocomiais de aspergilose tém sido relatados, sendo atribuidos
principalmente a construcdo, reforma, demolicdo e atividades de escavacdo. Isto é
plausivel, visto que ja se demonstrou que trabalhos de demolicdo e reforma aumentam
dramaticamente a quantidade de esporos fungicos aerotransportados, e conseqlientemente,
aumentam o risco de infeccdes por Aspergillus em pacientes suscetiveis (De Valk et al.,
2008; Guinea et al., 2011).

A ocorréncia de surtos nosocomiais de Al relacionada com hospitais ou obras de
demolicéo descreve o provavel papel do ambiente na infecgdo. Contudo, a prova da origem
de uma infeccdo nosocomial s6 pode ser estabelecida de forma definitiva comprovando a
identidade das estirpes isoladas a partir de pacientes infectados (Menotti et al., 2005;
Askew, 2008; Dagenais; Keller, 2009).

Aspergilose invasiva € um problema crescente para pacientes com sequela de
tuberculose - um dos principais fatores predisponentes para o surgimento de colonizacao
fangica-, DPOC, fibrose cistica e pacientes internados em ambiente hospitalar em razdo de
transplantes de medula dssea e 6rgéos solidos e tratamento com corticosteroides. Espécies
de Aspergillus destacam-se como agentes de infeccbes fungicas oportunistas e neste
género, A. fumigatus é o mais frequente seguido de A. flavus, A. terreus e A. niger (Khan et
al., 2003; Sanchez; Vifa, 2004; Unis et al., 2005; De Valk et al., 2008; Dagenais; Keller,
2009; Jonhson et al., 2014).

Em individuos com funcdo pulmonar alterada, causada por asma ou fibrose cistica,
A. fumigatus pode causar aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), uma reacdo de
hipersensibilidade a componentes fungicos. Aspergilomas ndo invasivos podem se formar
devido a exposigdo repetida a conidios em cavidades pulmonares preexistentes, como as
lesBes cicatrizadas em pacientes pos-tuberculose (Dagenais; Keller, 2009).

A viruléncia pode ser definida como a infecciosidade relativa de um microrganismo
causador de doenca ou a capacidade de superar as defesas naturais do hospedeiro. Esta
definicdo descreve a natureza quantitativa do conceito e permite a inclusdo de propriedades
particulares do parasita. Ela também identifica o hospedeiro como um fator importante
nesta interacdo, ainda que com poucos detalhes (Perfect, 1996; Davis, 2009).

Vaérios candidatos a genes de patogenicidade foram previamente identificados por

anélise em cultura de macréfagos ou em modelos animais de aspergilose invasiva. Estes
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genes codificam proteinas envolvidas em vias metabolicas centrais, sinalizagdo, a
biossintese da parede celular, biossintese de pigmentos e regulacdo da producdo de
metabdlitos secundarios (Nierman et al., 2005; Abad et al., 2010; Gibbons, Rokas, 2012).

Espécies de Aspergillus destacam-se como agentes de infecgdes fungicas
oportunistas e neste género, A. fumigatus é o mais frequente seguido de A. flavus, A.
terreus e A. niger (De Valk et al., 2008; Dagenais; Keller, 2009; Jonhson et al., 2014).

3.2. Aspergillus fumigatus (Fresen. 1863)

Aspergillus fumigatus € singular entre os microrganismos, sendo tanto um agente
patogénico primario e oportunista bem como um grande alérgeno. E o principal patdgeno
fangico de propagacdo aérea, ubiquo no meio ambiente, sua producdo de conidios €
prolifica e a exposi¢do do trato respiratdrio humano é quase constante. Dentre as espécies
patégenas humanas, € o principal agente causador de doencas em humanos, responsavel
por doencas alérgicas, aspergiloma e aspergilose invasiva (Al). Em individuos
imunossuprimidos, a incidéncia da infeccdo invasiva pode alcancar a 50% (Nierman et al.,
2005; Askew, 2008; Dagenais; Keller, 2009; Guinea et al., 2011; Osherov, 2012; Kwon-
Chung; Sugui, 2013).

Com base nas caracteristicas morfoldgicas, os membros do complexo A. fumigatus,
pertencem ao subgénero Fumigati, secdo Fumigati, e sdo identificados por apresentarem
colénias de crescimento rapido (5-7 cm apdés 10 dias a 28°C), no inicio do
desenvolvimento, em meio &gar Czapek (CZ), apresentam coloracdo branca, que com o
passar dos dias torna-se verde azulada ou azul acinzentada, de reverso creme, amarelo,
verde escuro ou marrom escuro. Microscopicamente, apresentam cabecas conidiais
colunares, vesiculas (16-30p) em forma de baldo e fialides unisseriadas, conidioforos de
parede lisa com conidios globosos (2,54) a subglobosos de coloragdo verde oliva e
apresentando sua superficie ligeiramente equinulada (Balajee, Marr, 2006; Pitt; Samsom,
2007; Samsom et al., 2007a, b, c).

Os metodos convencionais de identificagdo de A. fumigatus, baseados nas suas
caracteristicas morfologicas e microscopicas, em varias ocasifes podem nao ser eficazes,
devido a fatores como: esporulacdo lenta e escassez de taxonomistas com experiéncia.

Outras espécies, como as do género Neosartorya, teleomorfo de Aspergillus, sdo capazes
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de produzir ascosporos, no entanto, um consideravel periodo de tempo € necessario para a
producdo destes, portanto, ndo € um método pratico e rapido de identificacdo para 0s
laboratérios de micologia clinica. Embora para taxonomistas muito experientes as espécies
incluidas na secdo Fumigati sejam morfologicamente heterogéneas, a observacao
morfolégica ndo é suficiente para distingui-las. Este fato tem levado a erros na
identificacdo de espécies e também ao descarte de organismos como contaminantes
(Alcazar-Fuoli et al,. 2008).

A fim de solucionar este problema, diferentes técnicas foram desenvolvidas e
utilizadas para identificar as espécies pertencentes a esta se¢do, como a andlise dos perfis
de metabdlitos secundarios, analise de padrdo de enzimas por eletroforese e analise de
dados moleculares, como o sequeciamento parcial dos genes da regido ITS, B-tubulina,
calmodulina e actina (Samsom et al., 2007a; Alcazar-Fuoli et al,. 2008; Balajee et al,
2009).

Até pouco tempo, A. fumigatus era conhecido por se reproduzir apenas
assexuadamente, porém o acimulo de evidéncias a respeito da recombinacédo e fluxo de
genes em estudos sobre a populacdo genética, da analise do genoma, da presenca de genes
de acasalamento e expressdo de genes relacionados ao sexo, foi revelado que A. fumigatus
possui um ciclo de reprodugdo sexuada totalmente funcional que leva a producdo de
cleistotécios e ascosporos, que levaram a descri¢cdo do teleomorfo Neosartorya fumigata
(Nierman et al., 2005; O’Gorman et al., 2009).

A presenca de um ciclo sexual fornece uma ferramenta de valor inestimavel para
compreensdo sobre a presenca de diversos genotipos, conservacdo de genes relacionados
com 0 sexo, aspectos da evolucdo do genoma e defesa contra elementos repetitivos. Além
disso, os ascosporos podem contribuir para a sobrevivéncia em condi¢des ambientais
adversas. A descoberta tem implicacdes clinicas significativas, visto que a reproducao
sexual pode resultar em prole com o aumento da viruléncia ou resisténcia a agentes
antifungicos. A recombinacdo em populacfes assexuadas € muitas vezes atribuida a
reproducédo parassexual. No entanto, a parassexualidade esta limitada a isolados do mesmo

grupo de compatibilidade vegetativa (O’Gorman et al., 2009).

Aspergillus fumigatus possui caracteristicas fisiolégicas e moleculares especificas
que tornam este fungo um patdgeno singular e potencialmente perigoso para individuos

com fatores predisponentes. Ndo possui caracteristicas de viruléncia sofisticadas, no
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entanto, é capaz de estabelecer a infeccdo devido a sua eficiéncia e capacidade para se
adaptar a uma vasta gama de condi¢cbes ambientais (Schmaler-Ripcke et al., 2009;
McCormick et al., 2010; Kwon-Chung; Sugui, 2013).

E evidente que a patogenicidade em A. fumigatus é multifatorial, envolvendo redes
de genes que provavelmente evoluiram para dar suporte ao organismo em seu nicho
ecologico primario e a analise do genoma deste fungo revelou estes genes como potenciais
alvos terapéuticos (Krappmann et al., 2004; O’Gorman et al., 2009; Ben-Ami et al.,
2010b; Sales-Campos et al., 2013).

Uma vez que a capacidade de A. fumigatus para assimilar nutrientes a partir de um
complexo de substratos requer a secrecdo das enzimas extracelulares, como proteases e
fosfolipases, o progressivo crescimento de hifas dentro do pulmao, eventualmente, danifica
a barreira epitelial, que da acesso ao espaco interalveolar onde o fungo pode penetrar nos
vasos sanguineos. Fragmentos de hifas podem migrar livremente para locais distantes, e
infeccdo disseminada possui um mau progndéstico (Askew, 2008; Dagenais; Keller, 2009;
Hummel et al., 2009; Guinea et al., 2011).

Esta espécie é particularmente termotolerante: sua temperatura 6tima varia de 37°C
a 42°C, podendo crescer até a 55°C, se aproximando assim do limite de temperatura dos
outros organismos eucariéticos. Isto sugere que este organismo desenvolveu mecanismos
distintos da resisténcia ao estresse que podem constituir a base da sua viruléncia (Askew,
2008; Dagenais; Keller, 2009; Hummel et al., 2009; Guinea et al., 2011).

A presenca do pigmento melanina na superficie dos conidios de A. fumigatus
também pode ser considerado um fator de viruléncia, visto que na natureza a melanina
exerce uma barreira de protecdo contra agentes oxidantes, temperaturas extremas, radiacao
ultra violeta (UV), e in vivo foi demonstrado que sua presenca promove resisténcia a
mudancas de osmolaridade, variacdes de temperatura, a fagocitose, a reacdes de estresse
oxidativo, a lise celular e resisténcia a antimicrobianos (Nosanchuk; Casadevall, 2003;
Hohl; Feldmesser, 2007; Uran; Cano, 2008; Heinekamp et al., 2012; (Kwon-Chung; Sugui,
2013; Bayry et al., 2014).

Aspergillus fumigatus secreta numerosos metabdlitos secundarios, que acredita-se
proporcionar uma blindagem guimica contra antagonistas ou predadores. Asp-hemolisina é

uma toxina hemolitica e citotdxica para neutréfilos e macréfagos. Fumagilina inibe a
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proliferacdo de células endoteliais, a angiogénese e se destaca com propriedades
amebicidas. Ambas inibem a funcéo de leucdcitos em termos da migragédo, a producédo de
superdxido e atividade fungicida, porém, o metabdlito secundario que desperta o maior
interesse em A. fumigatus é a gliotoxina, devido as suas intensas propriedades
imunossupressoras, citotoxicas e antiangiogénicas e ao fato de que pode ser facilmente
detectada durante a infeccdo experimental e em soros de pacientes com aspergilose
(Rementeria et al., 2005; Kamei; Watanabe, 2005; Askew, 2008; Dagenais; Keller, 2009;
Hummel et al., 2009; Fallon et al., 2011; Guinea et al., 2011; Kwon-Chung; Sugui, 2013;
Bugli et al., 2014).

A capacidade de produzir uma matriz extracelular (MEC) com caracteristicas de
biofilme ja foi relatada in vitro e in vivo para A. fumigatus. A MEC é constituida de
galactomanana, a-1,3-glucanas, mono e polissacarideos, melanina, e proteinas, incluindo
0s principais antigenos e hidrofobinas, que é capaz de reduzir a suscetibilidade as drogas
antifangicas (Seidler et al., 2008; Loussert et al., 2010; Muller et al., 2011; Rajendran et
al., 2011; Bugli et al., 2014).

A. fumigatus é caracterizado por seu angiotropismo e propensao para angioinvasao.
A aspergilose invasiva é estabelecida quando esporos assexuais sdo inalados por
hospedeiros suscetiveis e germinam dentro dos espacos alveolares, penetrando no epitélio
respiratorio e endotélio vascular. A invasdo vascular por A. fumigatus promove a liberagao
de citocinas pré-inflamatorias e ativacao da cascata de coagulacao, resultando em trombose
intravascular e isquemia tecidual. Estes eventos podem resultar no sequestro do tecido
infectado, limitando o fornecimento de células efetoras imunitarias e antifungicos para o
local da infeccdo. A proliferacdo extensiva e necrose coagulativa fungica séo
caracteristicas particularmente proeminentes de aspergilose invasiva em hospedeiros com
deficiéncias quantitativas ou qualitativas de leucdcitos polimorfonucleares (Ben-Ami et al.,
2009; McCormick et al., 2010).

As taxas de mortalidade estdo entre 40% a 90% em populagdes de alto risco e sdo
dependentes de fatores como estado imunolégico do hospedeiro, local da infeccéo e regime
de tratamento aplicado. A gravidade e incidéncia aumentada de Al apontam para a
necessidade de uma melhor compreensdo da interacdo entre hospedeiro e fungo, e quais
fatores contribuem para a patogénese de A. fumigatus (Dagenais; Keller, 2009; Askew et
al., 2014).
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3.3. Aspergillus flavus (Link, 1809)

O segundo mais frequente agente de Al (aproximadamente 15-20%) é A. flavus.
Com sua capacidade Unica para sobreviver a temperaturas mais elevadas, de até 48°C, é o
patégeno predominante em paises com condi¢Ges aridas, incluindo a maior parte do
Oriente Médio, Africa e Sudeste Asiatico, representando 50-80% dos casos das infeccdes
cutaneas, sinusite e ceratite em humanos (Krishnan et al., 2009; Cleveland et al., 2009;
Nakamura et al., 2011).

Aspergillus flavus € uma espécie notavel, visto que parasita varios hospedeiros,
incluindo humanos, animais e plantas e é o patégeno predominantemente envolvido na
producdo das aflatoxinas. Além dos ambientes em que normalmente sdo encontrados
esporos de Aspergillus, os conidios de A. flavus sdo facilmente isolados em grdos
estocados, como amendoim e milho. A alta frequéncia de comprometimento da funcao
pulmonar e doencas respiratorias alérgicas, incluindo asma tém sido relatadas em
agricultores de todo o mundo (Hedayati et al., 2007; Batista et al., 2008; Krishnan et al.,
2009).

Os representantes de A. flavus pertencem ao subgénero Circumdati, secdo Flavi,
sendo caracterizados por coldnias de crescimento moderadamente rapido (3,5-5 cm apoés
10 dias a 28°C) ou rapido (6-7,5 cm apds 10 dias a 28°C), em CZ, de aspecto flocoso a
granular, ocasionalmente apresentam sulcos radiais, ou de aspecto cerebriforme, coloragéo
verde amarelada ou, raramente, marrom amarelado com reverso creme ou rosado;
producdo, em varias cepas, de escler6cio marrom escuro a preto, particularmente em
coldnias jovens. As caracteristicas microscopicas incluem cabecas conidiais unisseriadas e
bisseriadas, principalmente radiadas; vesiculas esféricas com métulas ocupando quase toda
sua superficie; estipes hialinos ou de coloracdo marrom palida, além de apresentar
superficie de aspecto rugoso, e conidios (5-74) globosos ou elipsoides, apresentando

superficie lisa ou ligeiramente rugosa (Pitt; Samsom, 2007; Samsom et al., 2007a, b, c).

Os métodos de identificagdo classicos de espécies da se¢do Flavi sdo baseados na
andlise das caracteristicas morfolégicas macro e micromorfoldgicas observadas em
culturas de fungos em diferentes meios de cultura, além de perfis de metabdlitos (Balajee;
Marr, 2006; Samsom et al., 2007a). No entanto, estes procedimentos sdo demorados,

exigem conhecimentos especificos de taxonomia e sdo imprecisos porque existem
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variabilidade morfologica e de perfil de metabdlitos entre isolados da mesma espécie
(Hedayati et al., 2007; Godet; Munaut, 2010).

Vérias técnicas de genética molecular tém sido empregadas para definir espécies
dentro da secéo Flavi: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), polimorfismo de
fragmentos de restricdo (RFLP), uso de enzimas de restricdo, e andlise de sequéncias
parciais do gene do citocromo b mitocondrial. Embora esses estudos tenham fornecido
informacBes importantes sobre as relagdes filogenéticas entre as espécies do grupo,
nenhum deles empregado isoladamente foi capaz de elucidar os problemas de identificacéo
(Hedayati et al., 2007; Godet; Munaut, 2010).

O sequenciamento do genoma de A. flavus mostrou uma grande semelhanca entre
este organismo e A. oryzae, 0 que € muito interessante, visto que A. flavus é um organismo
comumente isolado do ambiente, patogénico e produtor de toxinas, ao passo que A. oryzae
¢ amplamente utilizado pela indastria alimenticia na fermentacdo de soja, entre outros
usos, e raramente causa doenga. A similaridade entre estes organismos € notavel e
intrigante, e mesmo ainda ndo elucidada, indica uma relacdo evolutiva extremamente
préxima (Hedayati et al., 2007; Cleveland et al., 2009).

Vaérios trabalhos (Chang et al., 2004; Hedayati et al., 2007; Godet; Munaut, 2010;
Nakamura et al.,, 2011) destacam que os dois genes reguladores de varias etapas
enzimaticas envolvidas na biossintese da aflatoxina, aflT e aflR e a regido ITS sdo bons
candidatos para posteriores investigacdes taxondmicas. Sequenciamento parcial dos genes
da regido ITS tém sido usado para diferenciar entre espécies do complexo flavus, assim
como os genes da B-tubulina, calmodulina e actina (Samsom et al., 2007a; Balajee et al,
2009; Samsom; Varga, 2009; Godet; Munaut, 2010).

O estado sexual de A. flavus foi descrito a partir de cruzamentos entre linhagens
compativeis, cujo teleomorfo pertence ao género Petromyces. O teleomorfo de A. flavus
ndo pode ser distinguido do de A. parasiticus, outra espécie produtora de aflatoxinas, com
base na morfologia das estruturas sexuais, contudo as duas espécies podem ser separadas
pela morfologia do anamorfo, perfil de micotoxinas e caracteristicas moleculares (Horn et
al., 2009).
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Uma das caracteristicas das populagdes de A. flavus é a diversidade genética
extrema, como refletido por diferencas na morfologia e producdo de micotoxinas (Horn et
al., 2009).

Culturas de A. flavus foram caracterizadas como produtoras de proteases, entre
estas a aspartil proteinase (SAP), serina proteinase (SP), as metaloproteinases (PM),
protease alcalina, e também de lipases. Estudos celulares, bioquimicos e moleculares
indicam que uma ou mais destas enzimas extracelulares atuem como fator de viruléncia no

processo da infecgdo (Krishnan et al., 2009).

Recentemente, a melanina, pigmento fangico que desempenha um importante papel
na viruléncia de varios fungos, foi extraida e quantificada em isolados de A. flavus de
ceratite fingica e depositados em colecGes, tendo sido ainda identificada a via biossintética

pela qual esta espécie a produz (Pal et al., 2014).

Sem ddvida, a caracteristica mais marcante de A. flavus é a capacidade de produzir
aflatoxinas, que também sdo produzidas por A. parasiticus. Este grupo de toxinas € um dos
mais potentes carcinogénicos, e sdo conhecidas por induzirem carcinoma hepatocelular em
humanos. A populacdo em geral é exposta a aflatoxinas principalmente pela ingestdo de
alimentos contaminados, como gréos e derivados, além do consumo de carne, ovos, leite e
outros produtos comestiveis de animais que consomem racdo contaminada sdo fontes
adicionais de exposicdo potencial. As mas condi¢des de armazenamento destes alimentos
basicos e a presenca de alta umidade e temperatura fornecem um ambiente ideal para o
crescimento deste organismo em instalacfes de armazenamento contaminados (Hedayati et
al., 2007; Pildain et al., 2008; Krishnan et al., 2009).

Como a maioria das outras micotoxinas, estes compostos sdo produzidos como
metabdlitos secundarios e ainda ndo se conhece o seu papel especifico na biologia destes
organismos. Os quatro principais tipos de aflatoxinas sdo B1 (peso molecular 312,3 Da),
B2 (peso molecular 314,3 Da), G1 (peso molecular 328,3 Da) e G2 (peso molecular 330,3
Da), com base na cor fluorescente quando expostos a luz ultravioleta (B = fluorescéncia
azul; G = fluorescéncia verde-amarelo). A aflatoxina M1, que pode ser encontrada na
auséncia de outros aflatoxinas, € o principal produto da hidroxilagdo metabdlica da
aflatoxina B1 (Hedayati et al., 2007; Pildain et al., 2008; Krishnan et al., 2009).

Aflatoxinas sdo ligeiramente solGveis em solugbes aquosas, solventes organicos

moderadamente polares e insolGveis em solventes ndo-polares. S&o instaveis quando
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expostos a agentes oxidantes, luz ultravioleta ou solu¢bes com um pH inferior a 3 e
superior a 10. Estes compostos ndo sdo destruidos em altas temperaturas, mas podem ser
completamente destruidos na esterilizacdo em autoclave, na presenca de amoniaco ou por

tratamento com alvejantes (Krishnan et al., 2009).

Alguns trabalhos sugerem que o processo de doenca pode ser potencializado pelas
aflatoxinas, particularmente no hospedeiro neutropénico/imunossuprimido. Se isto se
confirmar, a acdo desta classe de compostos sera indireta, inibindo a funcdo dos neutroéfilos
do hospedeiro (Krishnan et al., 2009).

Uma outra toxina cuja presenca foi evidenciada em culturas de A. flavus é a
gliotoxina, que regula um largo espectro de efeitos supressivos sobre o sistema
imunoldgico: inibicdo da funcdo de leucdcitos polimorfonucleares, macréfagos e células T
citotoxicas, inducdo da apoptose, blogueio da producdo de citocinas, da apresentacao do
antigeno e da atividade ciliostatica sobre as células epiteliais do aparelho respiratorio
(Nishida et al., 2005; Kupfahl et al., 2006; Hohl; Feldmesser, 2007; Scharf et al., 2012).
Estudos mostram que em isolados de A. flavus provenientes de diversos espécimes
clinicos, a producéo de gliotoxina varia entre 4% e 13% (Kupfahl et al., 2008; Lewis et al.,
2005a).

Aspergillus flavus é responsavel por aproximadamente 10% de infeccOes
broncopulmonares. A baixa incidéncia de infec¢bes causadas por essa espécie, quando
comparada com A. fumigatus poderia estar relacionada com caracteristicas das espécies,
distribuicdo no ambiente ou fatores do hospedeiro. Aradjo e Rodrigues (2004) avaliaram
varios parametros associados a germinacdo de conidios de diferentes espécies de
Aspergillus, e descobriram que o meio humano interno fornece as condigdes ideais para o
desenvolvimento de doenga invasiva por A. fumigatus, mas restrito a invasao por A. flavus
e A. niger, além do fato de que os conidios de A. flavus tém dimensdes maiores dos que 0s
de A. fumigatus, o que favorece sua retencdo no trato respiratorio superior, enquanto que 0s
conidios menores de A. fumigatus vao adiante, até o trato respiratério inferior (Pasqualotto,
2009).

Os sintomas pulmonares da infec¢do por A. flavus ndo séo diferentes das causadas
por A. fumigatus, podendo assumir a forma de aspergiloma, aspergilose pulmonar invasiva
ou aspergilose traqueobronquica. E notavel que formas alérgicas de aspergilose

especificamente causada por A. flavus ndo foram relatadas. Isto pode estar relacionado com
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a variabilidade inter-espécies provocando uma hipersensibilidade em resposta a
estimulacao antigénica. Aspergilomas assintomaticos secundarios por A. flavus sao raros.
Pode apresentar-se ainda nas formas de ceratite, infec¢do cuténea, sinusite, infeccdo dssea,
endocardite e mais raramente, infecgdes urinérias em pacientes diabéticos (Hedayati et al.,
2007; Krishnan et al., 2009).

3.4. Aspergillus niger (Tiegh. 1867)

Apergillus niger é a terceira espécie mais relatada como causa de aspergilose
invasiva e aspergiloma, sendo normalmente mais associado a otomicoses, infeccdes
cutaneas e doenca pulmonar localizada (Araiza et al., 2006; Thomas et al., 2008;
Mohapatra et al., 2009; Howard et al., 2011; Ergene et al., 2013). H& poucos relatos de A.
niger causando pneumonia (Person et al., 2010) e infeccéo de aorta (Jamieson et al., 2011).

Aspergillus niger também pertencem ao subgénero Circumdati, porém estéo
classificados na secdo Nigri; apresentando, assim, coldnias de crescimento rapido (4,5-
6,5cm em 10 dias a 28°C) em CZ, frequentemente com sulcos radiais, granulares,
inicialmente de coloragdo branca a amarela, tornando-se preta com reverso creme ou
amarelo palido. Na microscopia, sdo caracterizados por cabecas conidiais bisseriadas e
radiais; vesicula esférica e meétulas ocupando toda a sua superficie; estipes de parede
espessa, lisa, podendo ser hialina ou pigmentada da cor marrom ou amarelo palido; e
conidios (3,4-4,51) de colora¢do marrom, globosos ou subglobosos, de paredes espessas e
ornamentadas (Pitt; Samsom, 2007; Samsom et al., 20073, b, c).

Apesar de sua importancia, a taxonomia da secdo Nigri dentro do género
Aspergillus permanece um tanto quanto mal definida. A sessdo é composta por um grupo
de organismos intimamente relacionados, que sdo dificeis de distinguir morfologicamente.
Como resultado, no laboratdrio clinico, relatos de todas as espécies de Aspergillus negros
como A. niger com base em técnicas classicas (morfologia das col6nias, tamanho dos
conidios, ornamentacao) é quase universal, mas podem ndo ser de isolados de A. niger,

mas de uma espécie estritamente relacionada dentro da secao Nigri (Howard et al., 2011).

Mais recentemente, os métodos ndo baseados na morfologia tém sido utilizados
para diferenciar estas espécies, incluindo os padrdes de extrolitos, polimorfismo de

comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) e polimorfismo de fragmentos de
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restricdo (PCR-RFLP). No entanto, a taxonomia da secéo principal tem sido aperfeicoada
através de sequenciamento do DNA da regido do espaco interno transcrito (ITS) e
sequenciamento parcial dos genes para a f-tubulina, calmodulina e actina. Uma abordagem

polifasica com alvos moleculares tem se mostrado promissora (Howard et al., 2011).

O sequenciamento do genoma de uma cepa padrdo de A. niger mostrou que este
fungo esté intimamente relacionado a A. terreus e A. oryzae e distante de A. fumigatus, A.
clavatus e A. nidulans. Este avanco pode otimizar o desenvolvimento de novos produtos
industriais, melhorar geneticamente cepas e garantir processos enzimaticos mais eficientes.
Ainda nédo foram demonstradas evidéncias de uma fase sexual para este fungo, embora o
sequenciamento do genoma tenha mostrado um conjunto completo de genes relacionados
ao desenvolvimento sexual, aparentemente funcionais, o que reforca a possibilidade da
descoberta futura da reproducdo sexuada, como ocorreu anteriormente para outros

representantes do género Aspergillus (Pel et al., 2007).

Conidios de espécies pertencentes aos Aspergillus negros variam de verde-oliva ou
marrom a preto, embora algumas espécies produzam esporos de um leve tom de marrom
(Samson et al., 2007b). A pigmentacdo aparente destes Aspergillus é resultado da
combinacdo de pigmentos marrons e verdes, que absorvem a luz do espectro visivel (Ray,
Eakin, 1975). Ray e Eakin (1975) foram 0s primeiros a propor que o pigmento nativo,
aspergilina, com um tamanho molecular de cerca de 20.000 kD é formado a partir de duas
moléculas precursoras: 0 primeiro componente precursor € um pigmento verde de baixo
peso molecular (368 kD) e tem sido identificado como um quindide pentaciclico
hexahidroxil (HPQ). O segundo componente é constituido por um precursor castanho bem
caracterizado de baixo peso molecular (5000 kD), o pigmento melanina (Tsai et al., 1999;
Baker, 2008; Jorgensen et al., 2011).

A melanina é reconhecida por seu papel protetor contra agentes agressores na
natureza, assim como desempenha um importante papel na viruléncia de espécies de
Aspergillus. Recentemente, foi comprovado que a melanina presente nos conidios de A.
niger € sintetizada pela via DOPA (Nosanchuk; Casadevall, 2006; Heinekamp et al., 2012;
Pal et al., 2014).

Além de sua importancia clinica, estes fungos secretam uma grande variedade de
enzimas hidroliticas e oxidativas, além de produzirem acido citrico e acido gluconico,

sendo assim de grande potencial biotecnoldgico (Palencia et al., 2010; Howard et al.,
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2011). Na agricultura destacam-se por contaminarem principalmente gréos, resultando em
enormes perdas econdmicas e também pela producdo de ocratoxina A, uma potente
nefrotoxina e potencial carcindgeno, e as também micotoxinas fumonisina B2 e aflatoxina
em grdos armazenados, as quais causam a descoloragédo, deterioracdo da qualidade e
reducdo nos valores comerciais, e dependendo da quantidade ingerida, podem afetar
figado, rins, eséfago e sistema nervoso de humanos e animais que consomem a ragado
produzida a partir destes insumos contaminados (Frisvad et al., 2007; Wild; Gong et al.,
2010; Howard et al., 2011; Person et al., 2010; Gautam et al., 2011).

A produgdo de gliotoxina foi relatada em isolados clinicos e ambientais de A. niger
variando de 44% a 75% entre os isolados estudados (Lewis et al., 2005b; Nishida et al.,
2005; Kupfahl et al., 2008; Hohl; Feldmesser, 2007; Scharf et al., 2012).

3.5. Identificacdo molecular e diversidade genética no género Aspergillus

Espécies de Aspergillus sdo tradicionalmente identificadas pela taxonomia classica,
baseada em caracteristicas macro e micromorfoldgicas, tais como tamanhos e formas de
varias estruturas, didmetro da col6nia e produgdo de pigmentos. Além das caracteristicas
morfoldgicas, outras técnicas também estdo sendo utilizadas incluindo dados sobre
metabolitos, aferidos por cromatografia e espectrometria de massa, além de estudos
moleculares (Klich, 2002; Balajee et al., 2006; Samsom et al., 2006; Mirhendi et al., 2007,
Samsom et al., 2007A, Staab et al., 2009; Soleiro et al., 2013).

No entanto, os resultados dos estudos moleculares recentes demonstram que varios
isolados de A. fumigatus identificados fenotipicamente podem ser geneticamente distintos,
além de diferirem entre isolados de pacientes diferentes e do ambiente (Balajee et al.,
2005; De Valk et al., 2008; Staab et al., 2009; Guinea et al., 2011; Serrano et al., 2011;
Aradjo et al., 2012; Soleiro et al., 2013). Tem sido demonstrado que A. fumigatus pode
existir na natureza como dois subgrupos geneticamente diferentes: um grupo que progride
essencialmente no ar e outro grupo bem adaptado para a sobrevivéncia em agua, ambos 0s

grupos que causam Al em seres humanos (Warris et al., 2003; Balajee et al., 2006).

Balajee et al. (2005) relatam a existéncia de uma nova espécie de Aspergillus de
importancia médica, A. lentulus, dentre isolados clinicos da Coréia, Holanda, Austrélia e

Japdo, previamente identificados como A. fumigatus. Esta descoberta s6 foi possivel
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devido ao emprego da técnica de amplificagdo por PCR - RFLP e posterior analise de
Multilocus Sequence Typing (MLST). A. lentulus demonstra uma sensibilidade reduzida

aos antifungicos utilizados atualmente para Al, incluindo Anfotericina B e VVoriconazol.

Em outro estudo do mesmo grupo (Balajee et al., 2006), foi demonstrado que
dentre isolados fenotipicamente identificados como A. fumigatus, estavam varios isolados
de A. udagawae (Neosartorya udagawe). Vinh et al. (2009) relatam que A. udagawae
assemelha-se morfologicamente e pela producdo de gliotoxina a A. fumigatus e tém se
destacado como espécie emergente causando aspergilose invasiva, mas exibe um
comportamento caracteristico de crescimento, sensibilidade a antifingicos e viruléncia em

cobaias com doenca granulomatosa cronica (DGC).

Aspergillus udagawae, contudo, apresenta variagdes quanto ao tempo de
esporulacdo e esta mesma variacéo foi encontrada também em isolados de A. fumigatus, o
que inviabiliza o estabelecimento desta caracteristica como critério de identificacdo. E
plausivel que essas diferencas possam explicar o padrdo distinto de desenvolvimento da

doenca que foi observado em casos clinicos (Balajee et al., 2006; Vinh et al., 2009).

A demarcacdo correta da espécie é importante do ponto de vista da taxonomia, mas
as diferencas nos perfis de suscetibilidade também podem indicar relevancia clinica
(Balajee et al., 2005; Balajee et al., 2006; Staab et al., 2009; Serrano et al., 2011; Soleiro
etal., 2013).

A integracdo criteriosa dos métodos de identificagdo moleculares com fenotipagem
classica disponiveis poderia oferecer uma identificacdo mais precisa das espécies de
Aspergillus e adaptacdo mais apropriada das terapias antifungicas. O mais aceito
atualmente é que as diversas técnicas utilizadas para identificacdo de Aspergillus devem
ser usadas em conjunto, para obter uma maior precisdo na identificacdo da espécie (Balajee
et al., 2006; Mirhendi et al., 2007; Samsom et al., 2007a).

A identificacdo rapida e precisa de espécies de Aspergillus é necessaria para gestao
bem sucedida de infeccbes e para fins epidemioldgicos. As estratégias eficazes de
prevencdo de aspergilose podem ser refor¢adas por uma melhor compreensdo das fontes
ambientais e as rotas de infeccdo de cepas de Aspergillus envolvidas nas infecgbes. A

inalacdo de esporos do ar para dentro dos pulmdes € a rota mais provavel de infeccéo,
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alternativamente, esporos aerossolizados ou fluviais de Aspergillus podem ser uma fonte
potencial de infeccdo (Lasker, 2002; Mirhendi et al., 2007).

Investigacdes epidemioldgicas seriam facilitadas por um confiavel, simples e rapido
sistema de identificacdo, a fim de resolver questdes clinicamente relevantes sobre a origem
dos surtos e as cepas envolvidas, auxiliando a desenvolver diretrizes melhoradas para o
doente e determinar a existéncia e frequéncia de cepas patogénicas (Lasker, 2002;
Mirhendi et al., 2007). Varios métodos moleculares foram aplicados para a avaliacdo da
epidemiologia genética de espécies de Aspergillus. Resumidamente, estes métodos de
tipagem molecular incluem o uso de enzimas de restricdo, analise de RFLP e anélise de
marcadores ISSR (Inter simple sequence repeat) (Lasker, 2002).

Microssatélites, sequéncias simples repetidas (Simple Sequence Repeats - SSR) ou
sequencias curtas repetidas (Short tandem repeats - STR) s@o sequéncias repetitivas curtas
de pares de bases de DNA, geralmente compostas de 1 a 4 nucleotideos, curtos (até 10 pb),
e estdo abundantemente presentes nos genomas da maioria dos organismos superiores e,
em menor medida em varios genomas de procariotos. Distribuem-se ao acaso, formando
loci genéticos muito mais polimérficos do que os loci hiperpermeaveis constituidos por
minissatélites. Diferentes isolados podem ser distinguidos uns dos outros com base nas
diferencas de SSR, e estes perfis podem ser facilmente comparados uns aos outros (De
Valk et al., 2008).

A tipagem molecular €é essencialmente usada para identificar isolados
epidemiologicamente relacionados, distinguir entre isolados nao relacionados de uma
determinada especie, monitorar a disseminacdo de isolados microbianos especificos e
estudar os aspectos genéticos evolutivos e da populacdo de um organismo (Klaassen et al.,
2009).

Devido a crescente incidéncia de infeccdes fungicas, métodos de tipagem molecular
de isolados fungicos sdo cada vez mais utilizados. Estes métodos podem ser empregados
para estudar a propagacdo e a dindmica populacional de fungos em conformagdes clinica e
ambiental, em niveis que vao desde um Unico hospedeiro ou em ecossistemas em larga
escala. A relacdo epidemioldgica entre isolados clinicos e ambientais pode ser analisada,
como a presenca de uma fonte ambiental gerando um conjunto de infecgbes. A
compreensdo desta dindmica pode conduzir a criacdo de procedimentos para controle de

infeccdo mais eficientes (Vanhee et al., 2010).
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A técnica de ISSR oferece uma abordagem alternativa para a obtencdo de padrbes
discriminatorios de DNA amplificado. Utilizando um Unico iniciador de PCR concebido a
partir de di, tri, tetra ou penta-nucleotideos sequenciais repetidos com uma sequéncia
aleatoria de ancoragem de 1 a 3 nucleotideos, o ISSR é uma metodologia rapida e
confiavel, que aliada as técnicas de identificacdo classicas, promove com eficiéncia a
caracterizacdo dos isolados. ISSR é uma técnica de tipagem molecular apropriada para o
estudo da diversidade genética e estrutura populacional de uma larga variedade de
organismos, incluindo os fungos (Batista et al., 2008; Zhang et al., 2013).

Para determinar o gendtipo de 116 isolados clinicos de A. fumigatus obtidos a partir
de trés unidades de saude, Araujo et al. (2009) utilizaram um conjunto de oito marcadores
MC1, MC2, MC5, MC3, MC6a, MC6b, MC7 e MC8, desenhados a partir de regides
microssatélite de sequéncias conhecidas de A. fumigatus. A comparacdo dos grupos de
cepas de diferentes centros de salude (dois hospitais universitarios e um hospital
oncologico), utilizando o teste de ANOVA, mostrou que ndo houveram diferencas
significativas entre 0s grupos e que 99,6% da variacdo genotipica foi intrapopulacional.

Avaliando a diversidade genética entre 55 isolados de A. fumigatus obtidos de seis
investigacdes diferentes de surtos, Balajee et al. (2008) aplicou um método que emprega
um conjunto de 9 loci microssatélites em PCRs multiplex, chamado de ensaio STRAf
(Short tamdem repeat of Aspergillus fumigatus) descrito para fingerprinting de isolados de
A. fumigatus. O estudo demonstrou que os resultados do ensaio STRAf foram similares a
resultados anteriores obtidos por outros métodos de genotipagem, identificando que alguns
surtos podem ser atribuidos a uma fonte comum de exposicdo, enquanto que outros surtos
foram provenientes de vérias fontes, devido aos varios genoétipos independentes
identificados.

Batista et al. (2008) relataram alta diversidade genética utilizando marcadores
moleculares ISSR (GACA), e (GTG)s, na avaliacdo de 25 isolados clinicos e ambientais de
A. flavus e espécies relacionadas, e que a utilizagdo do marcador (GACA), originou maior
diversidade em relacdo ao (GTG)s, embora este ultimo tenha mostrado um perfil de bandas

caracteristico para a espécie.

Hadrich et al. (2010) avaliaram a diversidade genética através de marcadores
moleculares especificos entre 63 cepas de A. flavus isoladas de pacientes e do ambiente
hospitalar, em unidade hematologica, relatando heterogeneidade genética, em que cada um

dos isolados de um paciente e do ambiente hospitalar tinha gendtipos diferentes,
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destacando ainda que em dois pacientes com aspergilose invasiva, 0 mesmo genotipo foi
encontrado em amostras clinicas e ambientais, indicando colonizacéo e infec¢do adquirida
no hospital.

Rudramurthy et al. (2011) realizaram uma tipagem de 162 isolados clinicos de A.
flavus, utilizando nove marcadores microssatélites selecionados a partir do genoma de A.
flavus. Destes, treze amostras eram uma mistura de diferentes genotipos, e dos 149
isolados puros, 124 gendtipos diferentes puderam ser reconhecidos, demonstrando grande
diversidade genotipica em isolados clinicos de A. flavus, ressaltando que microssatélites
sdo excelentes alvos para tipagem para discriminar entre isolados de A. flavus provenientes

de diferentes substratos.

Em um estudo de variabilidade genética utilizando 98 isolados de A. flavus de
diferentes regides dos Estados Unidos, Wang et al. (2012), constataram mais de 75% de
variabilidade entre os isolados testados e a formacdo de seis grupos sem associagdes
diretas entre espécies hospedeiras, regido geogréafica ou producéo de aflatoxina.

Zhang et al. (2013) reiteram que a técnica ISSR tem sido amplamente utilizada em
estudos de diversidade e estrutura genética populacional, identificacdo de germoplasma e
discriminacdo de espécies. Ap6s analisarem a diversidade genética entre 24 cepas de A.
flavus isoladas de solo de plantacdes de amendoins utilizando os marcadores UBC 809,
UBC 817, UBC 834, UBC 895, UBC e 899, os quais agruparam os isolados em cinco
grupos, A capacidade dos marcadores para separar todas as estirpes demonstraram a
viabilidade do uso dos perfis de ISSR para caracterizar a diversidade genética de A. flavus.

3.6. Producgdo de melanina em espécies de Aspergillus

Dos pigmentos fungicos, a melanina é a mais estudada, sendo este 0 nome genérico
dos pigmentos marrom-escuros ou negros produzidos ndo exclusivamente por fungos, mas
por organismos de todos os reinos bioldgicos. Sdo polimeros amorfos de alto peso
molecular, hidrofébicos, insollveis em substancias organicas, de carga negativa, formados
por polimerizagdo oxidativa de compostos fenolicos e/ou compostos indélicos com geracéo
de radicais livres e atividade sequestradora, resistentes a degradacdo por &cidos e
suscetiveis a degradacdo por bases fortes. Foi demonstrado que podem ter um papel
protetor em fungos patogénicos tanto humanos quanto vegetais, incluindo Cryptococcus

neoformans, Wangiella dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis e Aspergillus
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fumigatus, contra defesas do hospedeiro (Nosanchuk; Casadevall, 2006; Baker, 2008;
Jorgensen et al., 2011).

A sintese de melanina tem sido associada a viruléncia de uma variedade de
microrganismos patogénicos. Acredita-se que a melanina contribui para a patogenicidade,
reduzindo a suscetibilidade de um patdgeno aos mecanismos antimicrobianos nos
hospedeiros e influenciando a resposta imunolégica do hospedeiro a infeccdo.
Consequentemente, a melanina e suas vias de sintese sdo alvos potenciais para a pesquisa
de antimicrobianos. Curiosamente, as propriedades de ligacdo de drogas tanto de
hospedeiros quanto de melaninas microbianas poderiam influenciar o resultado da terapia
antimicrobiana (Nosanchuk; Casadevall, 2006; Heinekamp et al., 2012).

Dois tipos diferentes de melanina sdo encontrados nos fungos patogénicos
humanos: dihidroxinaftaleno (DHN) melanina e eumelanina. DHN-melanina é
biosintetizada usando uma enzima poliketide sintase (PKS) para ciclar o precursor malonil-
CoA e por fim agregar um polimero usando uma enzima lacase. Eumelanina é
biosintetizada utilizando precursores difendlicos, tais como 3,4 dihidroxifenilalanina
(DOPA) agregados com uma enzima lacase (fenoloxidase) (Garvey; Keller, 2010;
Jorgensen et al., 2011).

Nos mamiferos, a sintese de melanina é catalisada por uma tirosinase. Em
contraste, 0s microrganismos geralmente sintetizam melanina através de varias
fenoloxidases (como tirosinases, lacases ou catacolases) e/ou pela via de poliketideo
sintase (PKS). Melaninas geradas a partir de 3,4-dihidroxifenilanina (DOPA) por
fenoloxidases sdo referidos como eumelaninas, que sdo geralmente negras ou castanhas.
Melaninas amarelas ou avermelhadas sdo chamados feomelaninas e incorporam cisteina
com DOPA. Melaninas acastanhadas derivadas do acido homogentisico por tirosinases sao
chamados piomelaninas. Melaninas formadas a partir de acetato através da via de
poliketide sintase (PKS) sdo normalmente negras ou castanhas e séo referidas como
dihidroxinaftaleno (DHN) melaninas (Nosanchuk; Casadevall, 2006).

Youngchim et al., (2004) descrevem um método baseado em tratamentos com
enzimas proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e &acido concentrado em alta
temperatura para obter melanina a partir de conidios de A. fumigatus, confirmada por
analise de espectroscopia de ressonancia paramagnética (EPR) e utiliza estas particulas
melanizadas para producdo de anticorpos monoclonais reativos para estudo da melanizacédo

in vitro e durante a infecgéo.
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Pal et al. (2014) investigaram a quantidade e tipo de melanina em 20 isolados de
diferentes espécies de Aspergillus: A. niger (n=3), A. flavus (n=5), A. tamarii (n=3), A.
terreus (n=3), A. tubingensis (n=3) e A. sydowii (n=3), pela extracdo de melanina a partir
do filtrado da cultura e a partir da biomassa flngica, seguido de analise qualitativa e
quantitativa do pigmento melanina. As analises dos espectros de raios ultravioleta (UV),
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), e espectroscopia de ressonancia
paramagnética (EPR) confirmaram a presenga de melanina. A maior quantidade de
melanina em ambos os métodos de extracdo foi encontrada em A. niger e A. tamarii,
respectivamente, o que indica que a quantidade e tipo de melanina produzida por isolados

de Aspergillus diferem de espécie para espécie.

Aspergillus fumigatus produz melanina pela via DHN, enquanto que em A. niger e
A. flavus foi demonstrado que a biossintese de melanina é pela via DOPA, através da
adicdo de inibidores de DOPA ao meio de cultura (Pal et al., 2014).

Em fungos patégenos humanos, foi comprovado que na natureza a melanina exerce
uma barreira de protecdo contra agentes oxidantes, temperaturas extremas, radiacdo ultra
violeta (UV), metais pesados e mantém a integridade do genoma das células fungicas. No
contexto de infeccdo, foi demonstrada a resisténcia a mudancas de osmolaridade, varia¢es
de temperatura, fagocitose, reacGes de estresse oxidativo, lise celular e resisténcia a
antimicrobianos (Nosanchuk; Casadevall, 2003; Hohl; Feldmesser, 2007; Uran; Cano,
2008).

O reconhecimento do patdgeno e a subsequente resposta imunoldgica do
hospedeiro tém sido atribuidos aos receptores de reconhecimento de padrdes (RRPs), sobre
as células do sistema imunoldgico do hospedeiro. Estes receptores reconhecem estruturas
conservadas no fungo invasor chamadas padrdes moleculares associadas a patdgenos
(PAMPs). No entanto, a capacidade imunomoduladora da melanina em Aspergillus ainda

necessita ser esclarecida (Chai et al., 2010).

Sendo a melanina localizada na superficie exterior de conidios e, portanto, em
contato com 0 meio externo e o sistema imunol6gico do hospedeiro, Chai et al. (2010)
investigaram o papel da melanina na modulacdo da resposta do hospedeiro a A. fumigatus,
concluindo que a camada de melanina desempenha um papel importante na atenuagéo da
resposta imunologica do hospedeiro aos conidios de A. fumigatus, mascarando fisicamente

os efeitos estimuladores de PAMPs (padrdes moleculares associados a patdégenos) como [3-
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glucana e manana localizados na superficie dos conidios, além de constatar que conidios
albinos induzem mais significativamente citocinas inflamatérias que conidios de cepas

selvagens.

Em adicdo as suas outras fun¢bes conhecidas de protecdo contra a acdo de fagocitos
do hospedeiro e limitando os danos pelo sistema do complemento, a melanina pode ter um
papel adicional como um modulador importante da resposta de citocinas aos conidios de A.
fumigatus (Tsai et al., 1998; Jahn et al., 2000, Langfelder et al., 2003; Chai et al., 2010).

A perda da enzima envolvida na biossintese de pigmentos (PKS) origina cepas com
conidios lisos albinos. Em experimentos in vivo, as cepas albinas induzem os neutroéfilos a
secretarem maiores quantidades de espécies reativas de oxigénio (EROs) do que o tipo
selvagem e passam por fagocitose e trafegam aos fagolisosomos mais prontamente. Em um
modelo murino de aspergilose invasiva, cepas desprovidas do gene albl, que dirige a
sintese da enzima PKS mostraram viruléncia reduzida em comparacdo a cepas de tipo
selvagem (Youngchim et al., 2004; Brakhage; Liebmann, 2005; Sugui et al., 2007a; Chai
etal., 2010).

Os conidios de A. fumigatus que os humanos inalam do ar tem o pigmento verde
azulado sobre sua superficie identificado como DHN-melanina. Esta camada de melanina
desaparece quando os conidios intumescem para iniciar a germinagao dentro do organismo,
e uma vez que as células hospedeiras interagem primeiro com os conidios inalados, €
interessante elucidar o papel da melanina na patobiologia de A. fumigatus (Tsai et al.,
1998; Chai et al., 2010).

3.7. Producéo de gliotoxina por espécies de Aspergillus

Um possivel mecanismo de evasédo do fungo é a supressao de funcbes imunoldgicas

por acdo de micotoxinas, que sdo metabdlitos fungicos secundarios (Garvey; Keller, 2010).

Metabolitos secundarios sdo muitas vezes bioativos, e sdo produzidos como
familias de compostos ligados a fases restritas do ciclo de vida dos fungos, com producédo
muitas vezes correlacionadas a um estigio especifico de diferenciacdo morfoldgica.

Organismos produtores podem crescer sem sintetizar estes metabolitos, e ter distribuigdo
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taxonémica restrita a apenas um pequeno grupo de organismos (Keller et al., 2005;
Wiemann et al., 2014).

As classes mais bem caracterizadas de toxinas incluem aflatoxinas, peptideos
ciclicos, alcaldides e sesquiterpendides. Outra classe, as epipolitiodioxopiperazinas (ETPS),
é caracterizada pela presenca de uma ponte dissulfeto interna. Destas, uma das mais
toxicas € a gliotoxina, que é produzida durante o crescimento de hifas. O anel de
dicetopiperazina é derivado de um dipeptideo ciclico e sua ponte de enxofre imprime toda
a toxicidade conhecida destas moléculas, alvo de muitas investigacfes sobre a sua estrutura
e atividade (Gardiner et al., 2005; Kupfahl et al., 2008; Cerqueira et al., 2014)

In vitro, a gliotoxina regula um largo espectro de efeitos supressivos sobre
diferentes tipos de células do sistema imunoldgico, tais como: inibicdo da funcdo de
leucocitos polimorfonucleares, macréfagos e células T citotoxicas, pela inducdo da
apoptose, blogueio da producdo de citocinas, da apresentacdo do antigeno, além de
atividade ciliostatica sobre as células epiteliais do aparelho respiratorio, além de ser
facilmente detectada durante a infeccdo experimental, com apenas 24 horas de cultivo e em
soros de pacientes com aspergilose (Nishida et al., 2005; Kupfahl et al., 2006; Hohl,
Feldmesser, 2007; Kwon-Chung; Sugui, 2009; Speth et al., 2011; Scharf et al., 2012;
Kwon-Chung; Sugui, 2013; Cerqueira et al., 2014).

Cerqueira et al. (2014), testaram um novo método de quantificacdo de gliotoxina
por HPLC-MS/MS, considerado reprodutivel, rapido e seletivo para a quantificacdo de
gliotoxina em soro humano. A deteccdo de gliotoxina por este método pode facilitar o
diagnostico precoce de aspergilose invasiva. Com base nos resultados obtidos, é evidente
que a deteccao de gliotoxina por um método sensivel e preciso pode ser uma op¢ao para o

diagnostico de aspergilose invasiva.

A producdo de gliotoxina em culturas de A. fumigatus foi observada primeiro por
Menzel et al. em 1944, como um contaminante na preparagdo de experimento para
producgdo de outro metabdlito secundario, a fumigacina. Acredita-se que estes efeitos sdo
resultado de diferentes mecanismos, sendo o mais importante, provavelmente, a inibicéo
do fator de transcricdo NF-kB, o principal regulador da transcricdo do gene de citocinas
inflamatdrias. Uma vez que este fator € uma parte integral da resposta imunologica e

inflamatdria e controla a expressdo de algumas citocinas, a sua inibicdo pode contribuir
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para as propriedades imunossupressoras das ETPs (Gardiner et al., 2005; Lewis et al.,
2005b).

Poucos dados estdo disponiveis sobre a producdo da gliotoxina entre os diferentes
géneros dos fungos. Sabe-se que a gliotoxina pode ser produzida por isolados de A.
fumigatus, Eurotium chevalieri, Gliocladium fimbriatum, e um namero limitado de outras
especies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, mas nem todos os isolados de uma

mesma espécie podem produzir gliotoxina (Gardiner et al., 2005).

Entre as varias espécies do género Aspergillus, apenas a producao de gliotoxina por
A. fumigatus foi estudada mais profundamente. A frequéncia média da producdo de
gliotoxina em cepas ambientais de A. fumigatus varia entre 0% e 33%, podendo chegar a
96%, e entre cepas clinicas de 93% a 98% (El-Shanawany et al., 2005; Kupfahl et al.,
2008; Scharf et al., 2012). Para A. flavus e para A. niger provenientes de diversos
especimes clinicos, a producdo de gliotoxina varia de 4% a 13% e 56% a 75%,

respectivamente (Kupfahl et al., 2008; Lewis et al., 2005b).

Em estudos que citam a frequéncia de fungos produtores desta toxina isolados a
partir de fonte ambiental e de espécimes clinicos, Kupfahl et al. (2008) avaliaram a
producdo de gliotoxina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrofotometria de massa em isolados de A. fumigatus, A. terreus, A. flavus e A. niger
em sobrenadantes de cultura apés 5 dias de cultivo. Quase todos os isolados de A.
fumigatus de origem clinica (98%, n=53) e do ambiente (96%, n=47) produziram
gliotoxina. Entre as outras espécies de Aspergillus testadas, uma porcentagem
significativamente menor de isolados produziu gliotoxina: A. terreus (n=27), A. niger
(n=16), e A. flavus (n=15) produziram a gliotoxina a uma frequéncia de 37%, 56%, e 13%,

respectivamente.

Santos et al. (2003) relataram que apenas 11% das cepas de A. fumigatus isoladas
de silos na ilha Terceira, nos Acores foram produtores de gliotoxina. Em contrapartida,
Lewis et al. (2005a), constataram que 93% das cepas de A. fumigatus (n = 40) isoladas
entre 1998 e 2003 a partir de amostras respiratérias e tecidos de pacientes com cancer no
Anderson Cancer Center, em Houston, Texas (EUA) foram produtores de gliotoxina em
comparacdo com 75% de cepas de A. niger (n = 9) e 25% de A. terreus (n = 27),

respectivamente. Apenas 4% dos isolados de A. flavus (n = 18) produziram gliotoxina.
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Além disso, as concentragbes de gliotoxina produzidos pelos isolados de A. fumigatus

foram significativamente maiores do que os de outras espécies.

Uma possivel interpretacdo desta discrepancia entre os resultados é que a producgéo
de gliotoxina atua como um fator de viruléncia in vivo e, assim, é necessaria para
estabelecer a infecgdo por A. fumigatus. Esta hipdtese é apoiada pela observacao de que a
gliotoxina com frequéncia retarda significativamente o movimento ciliar e também causa
dano ao epitélio ciliado respiratério humano (Hohl; Feldmesser, 2007; Kupfahl et al.,
2008).

Em cobaias imunocompetentes, a administracdo de gliotoxina resulta em um nivel
de imunossupressdo suficiente para tornar os animais suscetiveis & aspergilose invasiva
apos exposicao aos conidios de A. fumigatus (Lewis et al., 2005b). Desde que foi possivel
a deteccdo da gliotoxina em tecidos pulmonares de cobaias com aspergilose invasiva
induzida experimentalmente (Lewis et al., 2005b; Kuhpfal et al., 2006), estes achados
sugerem que a funcdo da gliotoxina seria auxiliar na evasao do fungo de células efetoras do
sistema imunologico do hospedeiro (Chotirmall et al., 2014). Além disso, a gliotoxina
pode ser detectada no soro de pacientes com aspergilose invasiva (Lewis et al., 2005a, Puri
et al., 2010), corroborando que a gliotoxina também € produzida na aspergilose invasiva
em humanos (Kupfahl et al., 2008; Bugli et al., 2014).

Devido a suas potentes atividades imunossupressora e antimicrobiana, em particular
a inibicdo da farnesil-transferase e geranilgeraniltransferase I, despertou-se o interesse na
potencial atividade antitumoral desta toxina. Estudos evidenciam que a gliotoxina inibiu a
proliferacdo de seis linhagens celulares de cancer de mama em culturas celulares (Vigushin
et al., 2004). Em estudos aleatdrios controlados, utilizando o modelo de carcinoma
mamario de rato de N-metil-N-nitrosoureia, a gliotoxina demonstrou pronunciada atividade
antitumoral in vitro e pouca toxicidade sisttmica quando administrada em animais na
concentracdo de 10 mg/kg por injecdo subcutanea por semana, durante 4 semanas em
comparacdo com 10 controles. Doses Unicas até 25 mg/kg foram bem toleradas. Estes
estudos confirmam que a gliotoxina € um inibidor duplo de farnesil-transferase e
geranylgeranyltransferase | com atividade antitumoral acentuada e perfil de toxicidade

favoravel contra o cancer de mama, in vitro e in vivo (Vigushin et al., 2004).

Ha relatos de que a gliotoxina inibe a angiogénese durante o desenvolvimento da

aspergilose invasiva (Al). Em hospedeiros suscetiveis, angioinvasdo por A. fumigatus
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provoca trombose, hipoxia e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, os quais sao
estimulos para a angiogénese. Contudo, proliferacdo fungica e extensa necrose coagulativa
sdo particularmente proeminentes neste quadro clinico. Alguns dos metabolitos
secundarios sintetizados por A. fumigatus, como a gliotoxina, tem se mostrado promissores
como agentes anti-cancerigenos, devido a sua potente atividade antiangiogénica, porém, se
o efeito desta rede é proangiogénico ou antiangiogénico ainda nao foi esclarecido (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 cutanea. A supressdo do gene
laeA, regulador global do metabolismo secundario, aboliu a atividade antiangiogénica de
A. fumigatus, indicando que este processo € mediado através da producdo de metabdlitos

secundarios, particularmente, a gliotoxina.

O primeiro passo para a biossintese da gliotoxina € catalisado por uma peptideo-
sintase ndo-ribossomal codificada pelo gene gliP. Estudos indicam que a delegéo deste
gene em cepas de A. fumigatus resultou na interrupcdo da sintese de gliotoxina, com

consequente reducdo dos efeitos in vitro (Sugui et al., 2007b).

Em estudos anteriores, foi possivel a interrup¢do da enzima peptideo sintase nédo
ribossomal codificada pelo gene gliP dentro do provavel cluster biossintético da
gliotoxina, através da delecdo do gene. As estirpes nas quais o gene gliP foi deletado
(AgliP) falharam em produzir gliotoxina. Dois trabalhos ndo relataram diferenca na
sobrevivéncia das cobaias apos a infeccdo com cepas AgliP, em cobaias neutropénicas
(Cramer et al., 2006; Kupfahl et al., 2006). Contudo, um terceiro grupo de pesquisa
demonstrou a redugdo da viruléncia de cepas AgliP em um modelo de aspergilose
pulmonar de baixo indculo, em cobaias tratadas com corticosterdides. Estes dados sugerem
que a gliotoxina pode ser dispensavel para a viruléncia de A. fumigatus em alguns
hospedeiros, mas em outros ndo, e ndo exclui um papel de viruléncia das inGmeras outras

toxinas produzidas por este organismo (Sugui et al., 2007B).

Ainda ndo esta esclarecida em qual etapa da infec¢do a gliotoxina atua in vivo, mas
estudos indicam que esta toxina atua quando alguma funcdo dos neutrofilos esta presente,
levantando a possibilidade de que os neutréfilos sdo os principais alvos desta toxina.
(Askew, 2008; Kupfahl et al., 2008). Novos estudos sdo necessarios para melhor definicao

do papel da gliotoxina na patogénese da aspergilose invasiva (Lewis et al., 2005a,b).
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3.8. Estabelecimento de modelo animal em espécies de Aspergillus

Modelos animais de aspergilose pulmonar invasiva sdo inestimaveis para a
avaliacdo de novas terapias e testes diagnosticos, estudo da resposta imunologica do
hospedeiro, vias de transmissdo bem como para o estudo da patogénese da doenca. A
escolha do animal é extremamente importante e deve reproduzir o quadro clinico da
doenga tdo bem quanto possivel. Uma grande variedade destes modelos tem sido descrita
em camundongos, ratos, coelhos e porquinhos da india, incluindo infec¢Ges intravenosa,
intranasal, intratraqueal, e por inalagdo (Sheppard et al., 2004; Clemons; Stevens, 2005;
Stephens-Romero et al., 2005; Vallor et al., 2008; Zhao et al., 2010).

Dentre os métodos de infec¢do, a instilagdo intranasal € um procedimento
largamente utilizado para testes farmacéuticos, vacinas em teste, ou introducéo de agentes
infecciosos no trato respiratorio de camundongos em pesquisa, que € vantajoso por ser de

facil execucdo e ndo traumatico para o animal (Miller et al., 2012).

Persiste, no entanto, a dificuldade de estabelecer padrGes reprodutiveis de
aspergilose invasiva. A disponibilidade de um modelo normalizado seria 0til por
proporcionar uma referéncia para a avaliacdo de novas estratégias de diagndstico e
terapéuticas por meio de estudos conduzidos em laboratdrios separados geograficamente
(Sheppard et al., 2004; Patterson, 2005).

Os modelos animais tém sido utilizados para avaliar novas propostas de testes
diagndsticos e o tratamento da aspergilose invasiva, e também para avaliar a
patogenicidade e viruléncia caracteristicas destes fungos. Atualmente, extensos esforgcos
estdo em curso para aumentar significativamente a informacdo gendmica sobre
Aspergillus, e como resultado, existe um grande potencial para identificacdo de novas
estratégias de diagndstico e terapéutica criticamente necessarios para a aspergilose, cujo
curso muitas vezes é letal (Patterson, 2005; Sugui et al., 2008; Schumann et al., 2010).

Infeccdo experimental tem sido Util para avaliar a patogenia e viruléncia de
Aspergillus e tem auxiliado significativamente o desenvolvimento de novos métodos de
diagnostico e modalidades terapéuticas, as quais derivam do sequenciamento do genoma
de Aspergillus (Patterson, 2005; Gravelat et al., 2008).

A utilidade e reprodutibilidade de modelos de infeccdo com aerossois de A.
fumigatus para aspergilose pulmonar vém sendo avaliada ha alguns anos. Os modelos

animais de aspergilose tém sido amplamente utilizados para o estudo de varios aspectos da
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patogénese, resposta inata do hospedeiro, transmissdo de doencas adquiridas e terapia
(Clemons, Stevens, 2005; Muhammed et al., 2012).

Vérios foram os modelos animais de aspergilose desenvolvidos: sendo uma doenca
pulmonar importante nas aves, 0s modelos aviarios foram utilizados com éxito para estudar
vacinas preventivas. Estudos realizados para simular as doencas humanas tém contado com
modelos utilizando espécies de animais comuns de laboratério. Modelos de porquinhos-da-
india foram usados principalmente em estudos terapéuticos de aspergilose pulmonar
invasiva (API). Coelhos foram utilizados para estudar a API e aspergilose disseminada,
assim como ceratite fangica. Modelos de aspergilose utilizando roedores, particularmente
ratos, predominam como escolha para a maioria dos pesquisadores. A disponibilidade de
linhagens de camundongos geneticamente definidas, reagentes imunoldgicos, custo e
facilidade de manuseio s@o fatores importantes, sendo utilizados rotineiramente animais

imunocompetentes e imunossuprimidos (Clemons, Stevens, 2005).

Estes modelos tém sido utilizados para determinar a eficicia de terapéuticas
experimentais, comparar a viruléncia de diferentes isolados de Aspergillus, definir genes
envolvidos na viruléncia e susceptibilidade a infeccdo. Tais modelos tém sido
fundamentais para o avanco da terapia antifungica e compreensdo da patogénese e

resisténcia do hospedeiro (Clemons, Stevens, 2005; Muhammed et al., 2012).

Surpreendentemente, pouco se sabe sobre o ciclo de desenvolvimento de A.
fumigatus in vivo. In vitro, os conidios de A. fumigatus germinam para produzir hifas, as
quais sdo inicialmente incapazes de produzir estruturas reprodutivas assexuadas em
resposta a estimulos. Depois de um determinado periodo de tempo apds a germinacao,
estas hifas se tornam capazes de produzir estruturas de reproducdo assexuada. Esta
mudanca de um estado em que as hifas ndo podem iniciar a reproducdo assexuada de um
em que elas podem é denominada aquisi¢do da capacidade de desenvolvimento. O tempo
de aquisicdo de competéncias de desenvolvimento é afetado pela temperatura, mas é
independente do estado nutricional (Gravelat et al., 2008).

Uma das questdes a ser avaliada quando do planejamento do modelo experimental,
€ 0 regime de imunossupressdo dos animais. Balloy et al. (2005), destacam a importancia
deste parametro comparando as respostas pulmonares do hospedeiro e desenvolvimento de
aspergilose pulmonar invasiva em camundongos infectados com o mesmo indculo e em

estado de imunidade modificada por tratamento com corticosterdide ou um agente



MORAES, H.M.S.0O. Quantificagdo de melanina e gliotoxina... 47

quimioterapico, pelo fato de que pacientes recebendo corticosteroides para a prevencao ou
tratamento da rejeicdo apoOs o transplante e 0s que recebem quimioterapia mielotoxica
contra o cancer estdo em maior risco de desenvolver aspergilose pulmonar invasiva. Neste
trabalho, tal como nos seres humanos, 0s ratos tratados com quimioterapia foram mais
sensiveis ao A. fumigatus que os tratados com corticosteroides, o que indica claramente
que a patogénese da infeccdo varia de acordo com o tipo de imunossupressdo, 0

desenvolvimento do fungo ou o grau de resposta do sistema imunoldgico do hospedeiro.

Xiao-Hui et al. (2011) em experimento com camundongos da linhagem Balb/C
imunossuprimidos com ciclofosfamida verificaram que todos 0s animais mostraram
letargia, pelagem sem brilho, a relutdncia em atividade ambiental, piloerecdo e reducdo da
ingestdo de alimentos e d4gua no dia 1 apoOs a primeira injecdo de ciclofosfamida, sendo
lentamente restaurados, e determinou que para estes animais, a dose de refor¢co pode
reforcar a imunodepressdo. A imunossupressao ideal nestes animais pode ser induzida por
duas injecdes intraperitoneais de ciclofosfamida a 150 mg/kg, sendo passivel de

estabelecer um modelo animal para estudos com fungos oportunistas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo das culturas

Foram utilizados 43 isolados de A. fumigatus, A. flavus e A. niger, de diferentes
substratos, mantidos na Colecédo de Culturas Micoteca URM, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), sob 6leo mineral, e 14 isolados a serem depositados nesta cole¢&o,
sendo de 23 isolados de A. fumigatus (tabela 1), 16 isolados de A. flavus (tabela 2) e 18,
isolados de A. niger (tabela 3), no total de 57 isolados. As espécies foram autenticadas pela
equipe da Micoteca URM com base nas caracteristicas macro e micromorfolégicas, com
auxilio de literatura especializada, e mantidos em tubos de ensaio contendo meio Agar

Czapeck em temperatura ambiente (x 28°C).
4.2. Estudo da variabilidade genética
4.2.1. Obtencao do micélio e extracdo do DNA

Os isolados foram transferidos para frascos tipo Erlenmeyer (250ml) contendo
50ml de meio Czapeck liquido e incubados em temperatura ambiente (£ 28°C) para o
crescimento micelial durante 5 dias. A extracdo de DNA gendémico a partir do micélio dos
isolados foi realizada conforme a metodologia descrita por Goes-Neto et al. (2005)
adaptada. O método de extracdo direta foi baseado em bead-beating na velocidade de
agitacdo de 5.0m/s, durante 60 segundos, em microtubo contendo 800ul de tampiao CTAB
a 2%, pH 8.0 (previamente aquecido em 65°C) e aproximadamente 65mg de micélio e
levado a seguir ao aparelho Fastprep® (MP Biomedicals). O microtubo foi incubado a
65°C por 1 hora e centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
recuperado e transferido para outro microtubo ao qual foram adicionados 650ul de
cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) e centrifugado a 13.000 rpm. A fase aquosa
recuperada foi transferida para outro microtubo e acrescido de isopropanol absoluto, a
temperatura de -20°C, na mesma propor¢do do volume recuperado. Procedeu-se a
incubacdo a -20°C, por 60 minutos para precipitacdo dos acidos nucléicos. Em seguida, foi
realizada a centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos, descartando posteriormente o
sobrenadante. Para a lavagem do sedimento, foram adicionados 1ml de etanol 70% ao
microtubo e centrifugado a 13.000 rpm, por 5 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, 0
tubo colocado em estufa a 37°C para completa evaporagdo do alcool e entdo adicionados
50ul de tampao Tris-EDTA (pH 8.0).
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4.2.2. Analise da variabilidade genética dos isolados

As reacOes de PCR para analise da variabilidade genética dos isolados de
Aspergillus fumigatus, A. flavus e A. niger foram realizadas utilizando os marcadores ISSR
(GACA), (GACAGACAGACAGACA) e (GTG)s (GTGGTGGTGGTGGTG), de acordo
com Batista et al. (2008). As reacdes de amplificacdo foram feitas em volume final de
25uL nas seguintes condi¢bes: Tampao (Tris— HCI 20mM pH 8.4; KCI 50mM), MgCl,
0.75mM, dNTP 0.25mM, 0.25mM do primer, 0.4U de Taq DNA polimerase (Operon
Technologies CA) e 25 ng de DNA. As reacOes de amplificacdo foram realizadas
utilizando o termociclador Techne TC-512 com a seguinte programacdo: uma etapa de
desnaturacdo inicial a 93°C por 5 minutos, 40 ciclos de 20 segundos a 93°C, 45 segundos a
55°C e 90 segundos a 72°C, seguidos por uma extensdo final de 6 minutos a 72°C. Os
produtos amplificados e o DNA ladder de 100Kb plus (Invitrogen Life Tecnologies) foram
corados com GelGreen™, separados por eletroforese em gel de agarose 1.5 %, a 3V.cm-!
em tampdo de corrida TAE 1X (pH 8.0). Apos a corrida eletroforética, o gel foi visualizado

em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado.

3.2.3. Andlise estatistica

Os dados obtidos das amplificagbes com os marcadores (GTG)s e (GACA), foram
analisados pelo programa Numerical Taxonomy System of Multivariaty Programs —
NTSYS-PC (18), e gerados dendrogramas pelo método de UPGMA (Unweighted Pair
Group Method With Arithmetical Average).
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Tabela 1. Isolados de A. fumigatus de acordo com a origem do substrato/hospedeiro.

Isolado URM/Numero de isolamento Substrato/Hospedeiro
1 3372 URM Rizosfera
2 3550 URM Aveia
3 3559 URM Aveia
4 3812 URM Polpa de maracuja
5 5404 URM Agua de viveiro de camario
6 5410 URM Agua de viveiro de camar&o
7 5492 URM Farinha de amendoim
8 5698 URM Torta de mamona industrial
9 5943 URM Solo de mata atlantica
10 5992 URM Solo de caatinga
11 6200 URM Fragmento de pulméo
12 6327 URM Secrecdo conduto auditivo externo
13 08-A Escarro
14 6562 LBA
15 69M LBA
16 75M Escarro
17 6559 URM Fragmento de pulméo
18 120M Escarro
19 6560 URM Escarro
20 5049 URM Fragmento de aorta abdominal
21 6151 URM Solo de mata atlantica
22 4320 URM Solo de mineradora
23 6573 URM LBA

LBA: Lavado bronco-alveolar

50
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Tabela 2. Isolados de A. flavus de acordo com a origem do substrato/hospedeiro.
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Isolado URM/NUmero de Isolamento Substrato/Hospedeiro
24 08-B Escarro
25 4541 URM Fubéa de Milho
26 4709 URM Solo
27 5493 URM Farinha de amendoim
28 5740 URM Torta de mamona industrial
29 5987 URM Fragmento de pulméo
30 6313 URM Escarro
31 6314 URM Escarro
32 6325 URM Secrecdo conduto auditivo externo
33 6315 URM Escarro
34 6332 URM Secrecdo conduto auditivo externo
35 6333 URM Secrecdo conduto auditivo externo
36 HC2A Secrecdo conduto auditivo externo
37 68B Solo de caatinga
38 119D Solo de caatinga
39 72B Solo de caatinga




MORAES, H.M.S.0O. Quantificagdo de melanina e gliotoxina...

Tabela 3. Isolados de A. niger de acordo com a origem do substrato/hospedeiro.
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Isolado URM/Numero de isolamento Substrato/Hospedeiro
40 2604 URM Pulm@o de Ave
41 3820 URM Solo de agude
42 4645 URM Solo
43 5001 URM Solo
44 5741 URM Torta de mamona industrial
45 5838 URM Torta de mamona industrial
46 5924 URM Fragmento de Pulmao
47 6316 URM Escarro
48 6317 URM Escarro
49 6318 URM Escarro
50 6795 URM Secrecdo conduto auditivo externo
51 6794 URM Secrec¢éo conduto auditivo externo
52 6329 URM Secrecdo conduto auditivo externo
53 HC2C Secrec¢éo conduto auditivo externo
54 100B Solo de caatinga
55 262 Solo de caatinga
56 6C Solo de caatinga
57 164D Solo de caatinga
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4.3. Producéo e quantificacdo de particulas de melanina de conidios de Aspergillus

A producdo de particulas de melanina a partir de conidios de Aspergillus foi
realizada de acordo com a metodologia proposta por Youngchim et al. (2004) modificada,
na qual foi acrescido o tween 80 (0,2%) ao tampdo. Os isolados foram cultivados em
placas de Petri contendo meio Sabouraud dextrose &gar durante 5 dias a 37°C. Apo0s este
periodo, foram adicionados as placas 5ml de tampé&o salina fosfato (PBS) 0,2M com pH
7,4 acrescido de tween 80 (0,2%) esterilizado, posteriormente os conidios foram retirados
delicadamente com alca. A seguir, os conidios foram submetidos a centrifugacdo a 8000g
por 30 minutos e lavados trés vezes com tampédo PBS com pH 7,4 esterilizado, e lavados
com solucdo de Sorbitol 1,0M e Citrato de sodio 0,1M (pH 5,5). Enzimas de lise de parede
celular de Trichoderma harzianum Novozyme (Sigma Aldrich) foram adicionadas (10

mg/ml) e os conidios foram incubados overnight a 30°C para gerar protoplastos.

Os protoplastos foram coletados por centrifugacédo e lavados trés vezes com tampao
PBS esterilizado e incubados em tiocianato de guanidina 4,0M (Sigma Aldrich), overnight
a temperatura ambiente (£28°C). As particulas escuras foram recolhidas por centrifugacéo,
lavadas trés vezes com tampdo PBS (pH 7,4) esterilizado e tratadas com 1,0 mg/ml de
proteinase K (Sigma Aldrich) em tampdo de reagdo (10,0 mM Tris, 1.0mM CaCl, e 0,5%
SDS, pH: 7,8) e incubados a 37°C. As particulas foram lavadas trés vezes com tampéo PBS
(pH 7,4) e tratadas com HCI 6,0M em banho Maria a 100°C por 2 horas.

Apl6s o tratamento com &cido, as particulas de melanina foram coletadas por
filtracdo em papel de filtro quantitativo C40 (faixa branca 125mm) previamente pesado e
lavadas exaustivamente com agua destilada, a seguir, os papéis de filtro foram secos em
estufa a 37°C, pesados, e a concentragcdo de melanina estabelecida de acordo com o peso da
massa seca segundo Van de Sande et al. (2007). Os dados obtidos foram submetidos a
analises estatisticas, utilizando os programas Microsoft Excel, o teste de normalidade de
Shapiro Wilks e o Teste T de Student independente. Todas as concluses foram tomadas

ao nivel de significancia 0,05% (p<0,05), ou seja um intervalo de confianca de 95%.

Todas as etapas de producdo de melanina foram acompanhadas por microscopia
Gtica, e ao final do processo, apds a lavagem das particulas escuras, foram confeccionadas
laminas das particulas em agua destilada, para visualizacdo da deposi¢cdo do pigmento

escuro na parede do conidio.
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4.4. Andlise ultraestrutural

A andlise ultraestrutural das particulas de melanina foi realizada por microscopia
eletrénica de Varredura (MEV), na Central Analitica do Departamento de Quimica
fundamental (DQF) — UFPE.

Apoés secagem em estufa, as particulas de melanina foram montadas em stubs e
metalizados através do bombardeamento com ouro. As micrografias foram obtidas com um
microscopio eletronico de varredura ambiental (MEV), modelo Shimadzu SS-550 com
filamento de Tungsténio e com acoplamento para espectrémetro de dispersdo de energia
(EDS).

4.5. Espectroscopia de Infravermelho (IR)

Apos a quantificagdo das particulas escuras, uma aliquota de conidios melanizados
de cada espécie de Aspergillus foi selecionada para analise do perfil de melanina. As
amostras foram submetidas a secagem em estufa a 100°C e enviadas para analise de
Espectroscopia de Infra vermelho (IR), no Departamento de Quimica Fundamental (DQF)
da UFPE. Os espectros foram obtidos utilizando o Espectrofotometro de Infravermelho
com Transformada de Fourier (Bruker IFS66), em pastilha de KBr. Os espectros obtidos
foram comparados a espectros padrdo de melanina produzida por espécies de Aspergillus
(Goncalves et al., 2012; Pal et al., 2014).

4.6. Producéo de gliotoxina

A producéo de gliotoxina foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Kuhpfahl et al. (2008) modificada. Os isolados foram cultivados em meio 4gar malte a
37°C durante cinco dias. Ap0s esta etapa, foi retirado um bloco de dgar micélio de 5 mm de
diametro e inoculado em 25ml de meio RPMI 1640 contido em frascos tipo Erlenmeyer a

37°C, sob agitacdo de 140 rpm, durante 5 dias.
4.6.1. Obtencdo dos Extratos Brutos

Ao final do cultivo sob agitacéo, a fase liquida foi separada do micélio por filtracéo
utilizando papel filtro quantitativo C40 (faixa branca 125mm). A fase liquida obtida foi
adicionada 25ml de cloroférmio, para extracdo dos metabdlitos, e a mistura foi deixada em
contato por 10 minutos, em trés repeticdes. Apds esta etapa ocorreu a extracdo dos
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metabolitos secretados ao meio de cultura, utilizando a metodologia de particdo liquido-
liqguido em baldo de separacdo de 250ml, onde foram separadas as duas fases ndo misciveis
formadas no sistema, a aquosa (liquido metabolico) da orgénica (solvente de extracéo,
cloroférmio rico em metabolitos). A fase organica foi, entdo, concentrada em
rotaevaporador (Tecnal TE2Il) a 45°C e, em seguida, ressuspendida em 500 pl de

acetonitrila, e armazenada a 4°C até a analise em CLAE.
4.6.2. Quantificacdo de gliotoxina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para as analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (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 um de
didmetro (Supelco) para filtracdo das amostras e dos solventes: acetonitrila, (Merck,
Darmstadt, Alemanha), agua Mili-Q (Millipore, EUA) e &cido acético (Sigma-Aldrich,
Sternheim, Alemanha) foi utilizado para o preparo da solucdo acidificada. Foi utilizado
padrdo de gliotoxina pura (Sigma-Aldrich) dissolvida em 1ml de metanol para

estabelecimento da curva padréo e curva de calibracéo.

4.6.3. Analise de gliotoxina produzida por Aspergillus

A analise da gliotoxina seguiu a metodologia descrita por Kupfahl et al. (2008). As
amostras, previamente solubilizadas em acetonitrila foram filtradas em filtros de 0,45 pm.
Foi utilizado uma coluna de fase reversa (Luna-C-18, 150mm x 4,6mm X 5um,
Phenomenex) e pré-coluna Security Guard Holder (Phenomenex), temperatura de 35°C,
fluxo de 1,0 ml/min e fase mével composta por agua acidificada em 1,0% de Acido acético
(Eluente A) e Acetonitrila (Eluente B). Utilizou-se o seguinte gradiente isocratico 75:25
(Eluente A: Eluente B). Para quantificacdo da gliotoxina nas amostras foi obtido uma curva
de calibragdo nas concentragdes: 1,0; 0,8; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg/ml. O volume
injetado foi de 5ul para amostra padrdo e amostras testes. Os cromatogramas foram
monitorados em um comprimento de onda de 254 nm.

As curvas de calibracdo foram obtidas por regressdo linear de areas de pico
integradas (y) versus concentracfes (x). O limite de deteccdo (LOD) foi determinado a
uma relacdo sinal-ruido (S/N) de 3,0, e o limite de quantificacdo (LOQ) foi determinado a
razdo de S/N de 10,0.
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4.7. Estabelecimento de aspergilose pulmonar em modelo animal
4.7.1. Animais

O projeto foi submetido a aprovacdo pelo Comité de Etica em Utilizacdo de
Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da UFPE, sob o numero
23076.032760/2014-10 (em anexo). Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus), com peso entre 30-50g, do sexo masculino, provenientes do biotério do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA)/UFPE. Agua e racdo comercial
(Purina, Rio de Janeiro, RJ), foram oferecidas ad libitum e os animais mantidos em

biotério convencional.

Os animais foram mantidos em gaiolas em grupos de seis animais (Figura 1),
submetidos ao regime de imunossupressdo com ciclofosfamida (150mg/kg), ndo havendo
mortalidade em fungdo da imunossupressdo. No dia 4 do experimento, foi colhido sangue
periférico de todos os animais para realizacdo de hemograma, que constatou queda dos
valores absolutos e relativos de neutrofilos comparados a animais saudaveis, variando de
70% a 90% dos valores de referéncia. Foi realizada infecgdo nos camundongos, através de
instilagdo intranasal de um indculo de 25ul contendo 5x10° conidios.

Figura 1. Camundongos Swiss (Mus musculus) em gaiola (A e B).
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4.7.2. Imunossupressdo dos animais

Os animais foram pesados e imunossuprimidos com ciclofosfamida (150mg/kg), no
dia 0 e dia 3, e tratados com o antibiotico enrofloxacino (5ml/kg) por via intraperitoneal
para prevenir infecces bacterianas. No dia 4 do experimento foi colhido sangue periférico

para realizagdo de hemogramas para confirmar a imunossupressao.
4.7.3. Infeccéo experimental

Sendo A. fumigatus a espécie mais relacionada a aspergilose pulmonar invasiva,
dois isolados foram selecionados, de acordo com os resultados de quantificacdo de
gliotoxina e origem do substrato, para estabelecimento do modelo de infec¢do. Os isolados
foram cultivados em agar Sabouraud dextrose contido em placas de Petri por 5 dias a 37°C,
e os conidios coletados pela adicdo de tampdo salina fosfato estéril (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 centrifugacéo e estabelecido um indculo de
5x10°. Foram utilizados 4 grupos de animais: dois grupos de animais imunossuprimidos
infectados com fungo, um grupo apenas imunossuprimido e um grupo imunossuprimido

inoculado apenas com salina tampé&o PBS adicionado de 0,2% de Tween 80.

No dia 4 do experimento, os animais foram anestesiados com uma combinagéo de
guetamina (100mg/kg) e xilazina (2,5mg/kg) por via intraperitoneal, e foi administrado um
volume de 25pl por instilacdo intranasal de inculo contendo 5x10° conidios, e a eutanasia
por dose letal combinada de quetamina e xilazina (0,25ml de quetamina + xilazina na
propor¢cdo de um para um) por via intraperitoneal ocorreu em 24, 48 e 72 horas apos 0

in6culo.

Para confirmacdo da infeccdo, foram coletados fragmentos de pulméo em solugéo
salina (0,85%) esterilizada para exame direto e reisolamento do fungo inoculado.
Fragmentos de pulmdo foram montados em laminas e clarificados com hidréxido de
potéassio (KOH) a 40%, para posterior observacdo ao microscopio 6tico, e inoculados em
meio agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (50mg/l) em duplicata e incubados a
temperatura ambiente (£28°C) e a 37°C. Para analise anatomopatoldgica os fragmentos
foram preservados em solucéo de formol a 10% e realizados cortes histoldgicos (Lacaz et
al., 2002).
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5. RESULTADOS

5.1. Analise dos perfis de amplificacdo utilizando o marcador (GACA),

Os perfis de amplificacdo das regides ISSR, utilizando o marcador (GACA),em 23
isolados de A. fumigatus, 16 isolados de A. flavus e 18 isolados de A. niger estdo ilustrados
nas figuras de 2 a 7. Foram obtidos padrdes de 3 a 7 fragmentos, com peso molecular
variando em torno de 600 a 2000 pares de bases. O marcador evidenciou a formacao de 3
grupos com 100% de similaridade para A. fumigatus, 4 grupos para A. flavus e 3 grupos
para A. niger. Um agrupamento com 100% de similaridade em A. fumigatus e trés em A.
flavus foram formados em funcgéo da origem, e os demais eram compostos por isolados de

origens distintas, indicando certa variabilidade genética.

1 2 345 6 7 8 9 10 11 1213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23

<

1 [

Figura 2. Perfis de amplificagdo de ISSR de A. fumigatus obtidos com o marcador
(GACA),, Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-10, 21 e 22:
isolados ambientais, pistas 11-20 e 23: isolados clinicos.
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Figura 3. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de
Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificagéo das regides ISSR com o marcador (GACA),,
de isolados de A. fumigatus. Nameros 1-10, 21 e 22: isolados ambientais, nimeros 11-20 e
23: isolados clinicos.

M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Figura 4. Perfis de amplificagéo de ISSR obtidos de A. flavus com
0 marcador (GACA),. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb
plus; pistas 24, 29-36: isolados clinicos, pistas 25-28, 37-39:

isolados ambientais.
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Figura 5. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de
Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificagéo das regides ISSR com o marcador (GACA),
obtidos de isolados de A. flavus. Numeros 24, 29-36: isolados clinicos, nUmeros 25-28, 37-

39: isolados ambientais.

M 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

Figura 6. Perfis de amplificacdo de ISSR obtidos de A. niger com o
marcador (GACA),. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb
plus; pistas 40, 46-53: isolados clinicos, pistas 41-45, 54-57:

isolados ambientais.
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Figura 7. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de
Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR com o marcador (GACA),
obtidos de isolados de A. niger. Numeros 40, 46-53: isolados clinicos, numeros 41-45, 54-

57: isolados ambientais.

5.2. Analise dos perfis de amplificacdo utilizando o marcador (GTG)s

Os perfis de amplificacdo das regides ISSR, utilizando o marcador (GTG)s em 23
isolados de A. fumigatus, 16 isolados de A. flavus e 18 isolados de A. niger estdo ilustrados
nas figuras 8 a 13. Foram obtidos padrbes de 3 a 8 fragmentos, com peso molecular
variando em torno de 600 a 2000 pares de bases. O marcador evidenciou a formacao de 3
grupos com 100% de similaridade para A. fumigatus e A. flavus e 6 grupos para A. niger.
Os agrupamentos com 100% de similaridade para A. fumigatus foram formados por perfis
de isolados ambientais e clinicos, demonstrando similaridade genética. Todos os
agrupamentos com 100% de similaridade em A. flavus e um agrupamento em A. niger
eram compostos apenas de perfis de isolados clinicos ou ambientais, indicando que o

marcador foi eficaz para agrupar os isolados pela origem do isolamento.
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Figura 8. Perfis de amplificacdo de ISSR de A. fumigatus obtidos com o marcador
(GTG)s. Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus; pistas 1-10, 21 e 22: isolados
ambientais, pistas 11-20, 23: isolados clinicos.
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Figura 9. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente
de Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR com o marcador
(GTG)s, obtidos de isolados de A. fumigatus. Numeros 1-10, 21 e 22: isolados

ambientais, nUmeros 11-20, 23: isolados clinicos.
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Figura 10. Perfis de amplificacdo de ISSR obtidos de A. flavus

com o marcador (GTG)s, Pista M: marcador de peso molecular
1Kb plus; pistas 24, 29-36: isolados clinicos, pistas 25-28, 37-
39: isolados ambientais.
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Figura. 11. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de
Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR com o marcador (GTG)s
obtidos de isolados de A. flavus. Numeros 24, 29-36: isolados clinicos, nUmeros 25-28, 37-

39: isolados ambientais.



MORAES, H.M.S.O. Quantificagdo de melanina e gliotoxina... 64

M 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

g - : v e
oK 4 i 51
! o 5 e
———

-

Figura 12. Perfis de amplificacdo de ISSR obtidos de A. niger com o
marcador (GTG)s, Pista M: marcador de peso molecular 1Kb plus;
pistas 40, 46-53: isolados clinicos, pistas 41-45, 54-57: isolados

ambientais.
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Figura 13. Dendrograma construido pelo método de UPGMA, utilizando o coeficiente de
Jaccard (J) a partir dos perfis de amplificacdo das regides ISSR com o marcador (GTG)s
obtidos de isolados de A. niger. Nameros 40, 46-53: isolados clinicos, nimeros 41-45, 54-

57: isolados ambientais.
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5.3. Producéo e quantificagdo de melanina

Todos os isolados produziram particulas escuras semelhantes em tamanho e forma
com os propagulos originais (conidios) das trés espécies, que ao serem examinadas ao
microscopio Optico revelaram pigmento negro depositado na parede do conidio (Figura
14). Em microscopia eletronica de varredura (MEV), foi possivel verificar a integridade da

parede celular destes conidios (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14. Conidios de A. fumigatus URM6560 (A), A. flavus
URM®6315 (B) e A. niger URM6794 (C), ap6s tratamentos com

enzimas proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e acido

C

= |

concentrado em alta temperatura, contendo em sua parede

celular particulas escuras de melanina (MO 4700X).
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Figura 15. Conidios de A. fumigatus URM®6560 (A e B), ap0s tratamentos com
enzimas proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e &cido concentrado em alta
temperatura (MEV 15000x e 2700x respectivamente).
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Figura 16. Conidios de A. flavus URM6315 (A e B), ap6s tratamentos com enzimas
proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e acido concentrado em alta
temperatura (MEV 10000x e 3500x respectivamente).
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Figura 17. Conidios de A. niger URM6794 (A e B), ap0s tratamentos com enzimas
proteoliticas e glicoliticas, agente desnaturante e acido concentrado em alta
temperatura (MEV 15000x e 5000x respectivamente).

Os resultados da concentracdo de melanina das espécies de Aspergillus estdo
descritas nas tabelas 4, 5 e 6. Na tabela 7 estdo demonstradas as medias dos pesos secos

dos isolados clinicos e ambientais das espécies de Aspergillus.

Os valores obtidos por cada grupo foram submetidas a andlise estatistica, utilizando
o teste de normalidade de Shapiro Wilks e ao nivel de significancia de 0,05% (p<0,05) as
amostras seguiram distribuicdo normal. A seguir foi aplicado um Teste T de Student
independente, e ao nivel de significancia 0,05% (p<0,05) as amostras de cada substrato nao

apresentaram meédias significativamente diferentes. Foi aplicado ainda o teste ANOVA
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unifatorial a fim de verificar se os valores médios de melanina de cada espécie e de cada
substrato diferiam entre si, porém ao nivel de significancia de 0,05% (p<0,05), ndo houve

diferenca estatistica entre os valores das médias de melanina de cada espécie.

Tabela 4. Produgéo de melanina por isolados de A. fumigatus

URM/NUmero de

isolamento Peso Seco (g) Substrato/hospedeiro
3372 URM 0,0132 Rizosfera
3550 URM 0,0143 Aveia
3559 URM 0,0128 Aveia
3812 URM 0,0608 Polpa de maracuja
5404 URM 0,0129 Agua de viveiro de camaréo
5410 URM 0,0123 Agua de viveiro de camario
5492 URM 0,0664 Farinha de amendoim
5698 URM 0,0032 Torta de mamona industrial
5943 URM 0,0168 Solo de mata atlantica
5992 URM 0,0191 Solo de caatinga
6200 URM 0,1486 Fragmento de pulméo
6327 URM 0,0157 Secrecdo conduto auditivo externo
08-A 0,0149 Escarro
69M 0,1870 LBA
75M 0,0030 Escarro
6559 URM 0,0212 Fragmento de pulméo
120M 0,0403 Escarro
6560 URM 0,0563 Escarro
5049 URM 0,1765 Fragmento de aorta abdominal
6151 URM 0,0235 Solo de mata atlantica
4320 URM 0,0431 Solo de mineradora

6573 0,0305 LBA
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Tabela 5. Producédo de melanina por isolados de A. flavus

URM/ Numero de isolamento  Peso seco (g) Substrato/hospedeiro
08-B 0,0299 Escarro
4541 URM 0,0178 Fubéa de Milho
4709 URM 0,0145 Solo
5493 URM 0,0131 Farinha de amendoim
5740 URM 0,0098 Torta de mamona industrial
5987 URM 0,0129 Fragmento de pulméo
6313 URM 0,0536 Escarro
6314 URM 0,1304 Escarro
6325 URM 0,0384 Secrecdo conduto auditivo externo
6315 URM 0,0496 Escarro
6332 URM 0,0126 Secrecdo conduto auditivo externo
6333 URM 0,0113 Secrecdo conduto auditivo externo
HC2A 0,0405 Secrecdo conduto auditivo externo
68B 0,0296 Solo de caatinga
119D 0,0555 Solo de caatinga

72B 0,004 Solo de caatinga
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Tabela 6. Producgédo de melanina por isolados de A. niger

URM/NUmero de isolamento  Peso seco (g) Substrato/Hospedeiro
2604 URM 0,0461 Pulm@o de Ave
3820 URM 0,0398 Solo de acude
4645 URM 0,0172 Solo
5001 URM 0,0107 Solo
5741 URM 0,0181 Torta de mamona industrial
5838 URM 0,718 Torta de mamona industrial
5924 URM 0,0162 Fragmento de Pulmao
6316 URM 0,0289 Escarro
6317 URM 0,0304 Escarro
6318 URM 0,0694 Escarro
6795 URM 0,0425 Secregdo conduto auditivo externo
6794 URM 0,1616 Secrecdo conduto auditivo externo
6329 URM 0,0113 Secrecdo conduto auditivo externo
HC2C 0,0095 Secrecdo conduto auditivo externo
100B 0,0476 Solo de caatinga
26A 0,0631 Solo de caatinga
6C 0,0444 Solo de caatinga

164D 0,0972 Solo de caatinga
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Tabela 7. Médias dos pesos secos de particulas de melanina de isolados de A. fumigatus, A.

flavus e A. niger.

Grupo Média (g)
Isolados A. fumigatus substrato clinico 0,0450
Isolados A. fumigatus substrato ambiental 0,0587
Isolados A. flavus substrato clinico 0,0334
Isolados A. flavus substrato ambiental 0,0329
Isolados A. niger substrato clinico 0,0838
Isolados A. niger substrato ambiental 0,0871

5.4. Espectroscopia de Infra vermelho (IR)

Os espectros mostrando o perfil de melanina estéo ilustrados nas figuras 18 a 20.

Analyst
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Figura 18. Espectro de infravermelho mostrando o perfil de melanina do isolado de A.
fumigatus URM 3550.
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Figura 19. Espectro de infravermelho mostrando o perfil de melanina do isolado de A.
flavus URM 6333.
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Figura 20. Espectro de infravermelho mostrando o perfil de melanina do isolado de A.
niger 100B.

Os espectros de infravermelho foram analisados para confirmar o perfil de
melanina produzida nos conidios. No espectro, todos os pigmentos revelaram uma larga

banda de absorgdo a 3500-3000cm™, que pode ser atribuida as vibracdes do alongamento
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de grupos OH; o pico a 2926-2853cm™, é atribuido ao estiramento NH; um pico de
absorcdo forte a 1633 cm™ corresponde as vibracdes dos grupos aroméaticos (C=0O ou
C=C). Esta banda é tipica de uma estrutura quindide conjugada que acredita-se ser
importante para a identificacdo de melanina. O pico de absorcdo observado em 1100 cm*

corresponde a vibracdo de um anel aromatico CH.

Neste estudo, foi verificada a presenga e concentracdo de melanina produzida por
espécies de A. fumigatus, A. flavus e A. niger, além de seu perfil em espectroscopia de

infravermelho, que demonstrou diferencas no tipo de melanina produzida por cada espécie.

5.5. Producdo de gliotoxina

Dos 23 isolados de A. fumigatus, oito produziram gliotoxina quando comparados ao
padrdo comercial de gliotoxina pura (Figura 21) nas condi¢cdes de cultivo e analise
estabelecidas, correspondendo a 34,78% do total de isolados testados, sendo detectadas por
CLAE (Tabela 8). Dos 11 isolados clinicos, 27% (n=3) produziram gliotoxina (Figura 22),
enquanto que dos 12 isolados ambientais, a frequéncia foi de 42% (n=5) de produtores
(Figura 23). A concentragdo minima de gliotoxina obtida 0,039mg/ml produzida pelo
isolado URM3559 e a maxima 0,150mg/ml, produzida pelo isolado URM3812 (Figura 24).
Os isolados de A. flavus e A. niger ndo produziram gliotoxina nas condi¢des estabelecidas.
O tempo de retencéo foi entre 11,993 e 12,5 minutos. Outros metabolitos foram produzidos
pelas trés espécies analisadas durante a obtencdo dos extratos brutos, figurando nos
cromatogramas, porém nao foi possivel identifica-los na analise por CLAE (Figura 25).

As repeticdes da quantificacdo de gliotoxina foram submetidas a analise estatistica
pela aplicacdo do teste de normalidade, e nem todas as amostras seguiram uma distribuicéo
normal. Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, e ao nivel de significancia de 0,05%
(p<0,05), a producdo de gliotoxina entre os isolados foi significativamente diferente. Entre
os isolados de origem ambiental, destaca-se o isolado URM3812, com producdo média de
0,150mg/ml. Entre os isolados clinicos, o melhor produtor foi 0 69M, 0,113 mg/ml. Para o
teste de Kruskal-Wallis ndo ha um post hoc para determinar diferencas entre 0s grupos .
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Tabela 8. Concentracgdes de gliotoxina produzidas por isolados de A. fumigatus.

Isolados Substrato Concentragéo de gliotoxina (mg/ml)

TR Rep TR Rep TR Rep MeédiazDP
(min) 1 (min) 2 (min) 3

6562 Escarro 11,99 0,08 1199 0,07 12,03 0,07 0,079+0,00
3 0 3 8 3 9 1

69M LBA 12,16 0,11 12,24 0,11 12,15 0,11 0,113+0,00
8 3 7 4 0 2 1

6560 Escarro 12,26 0,10 12,17 0,09 12,20 0,09 0,097+0,00
7 1 7 7 5 4 4

URM3372 Rizosfer 12,14 0,04 12,17 0,04 12,13 0,04 0,044+0,00
a 8 4 8 4 7 5 1

URM3559 Aveia 1240 0,03 12,41 0,04 12,40 0,03 0,039+0,00
2 9 2 2 0 9 1

URM3812 Polpade 12,43 0,14 12,11 0,15 12,18 0,15 0,150+0,00
maracuja 8 8 7 0 3 1 2

URMA4320 Solode 12,06 0,04 12,10 0,04 12,11 0,04 0,044+0,00
minerado 0 4 3 4 2 4 0

ra

URMG6151 Solode 12,25 0,07 12,27 0,08 12,30 0,08 0,081+0,00
mata 8 3 7 1 0 4 6
atlantica

Legenda: LBA: lavado bronco alveolar, TR: Tempo de retengéo, Repl: Repeticdo 1, Rep2:
Repeticdo 2, Rep3: Repeticdo 3, DP: Desvio padréo.
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Figura 21. Cromatograma do padrdo comercial de gliotoxina pura.

Produtores
27%

Nio produtores
73%

Figura 22. Gréafico mostrando a porcentagem de isolados produtores (27%) e ndo
produtores (73%) de gliotoxina, dentre 11 isolados de A. fumigatus de origem

clinica.
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Figura 23. Grafico mostrando a porcentagem de isolados produtores (42%)
e ndo produtores (58%) de gliotoxina, dentre 12 isolados de A. fumigatus

de origem ambiental.
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Figura 24. Cromatograma do isolado de A. fumigatus URM3812 produtor de gliotoxina.
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Figura 25. Cromatograma do isolado de A. fumigatus URM6573, ndo produtor de

gliotoxina.

5.6. Modelo experimental de aspergilose pulmonar

Foram selecionados os isolados de A. fumigatus URM3812, isolado de polpa de
maracuja e melhor produtor de gliotoxina, e URM6753, isolado de LBA, e ndo produtor de
gliotoxina para estabelecer o modelo experimental de aspergilose pulmonar.

O modelo de infeccdo mostrou-se adequado para reproduzir aspergilose pulmonar.
Sendo as vias aéreas a principal porta de entrada de propédgulos de Aspergillus no
hospedeiro, representar esta via de infeccdo demonstrou de forma satisfatoria o
desenvolvimento da doenca e permitiu avaliar e comparar a viruléncia dos isolados

selecionados.

Visto que A. fumigatus € um fungo oportunista, a imunossupressao foi necessaria
para estabelecer aspergilose pulmonar nos camundongos, assim a escolha da droga e o

regime de imunossupressao foi primordial para estabelecer com sucesso a doenca.

Entre as vias de inoculacédo, foi escolhida a instilacdo intranasal, vantajosa por ser
menos traumatica para o animal e de facil execucgéo, o que possibilitou um manuseio mais
seguro tanto para 0 camundongo quanto para o0 manipulador, ndo causando nenhum trauma

fisico aos animais.
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Ap0s a eutanasia, foi observado o estado geral da caixa toracica e pulmdes, sendo
constatada hiperemia dos 6rgaos dos animais infectados quando comparados aos animais
apenas imunossuprimidos, além da presenca de regiGes pélidas, indicando um possivel
foco de infeccédo (Figuras 26 e 27). Os fragmentos de tecido coletados foram semeados em
meio Agar Sabouraud acrescido de 50mg/L de cloranfenicol e incubados a temperatura
ambiente (x28°C) e a 37°C.

Paralelamente, foram montadas laminas destes fragmentos em KOH 40%. Ao
exame direto foram observados filamentos micelianos hialinos, septados com e sem
dicotomia (Figura 28), e em cultura, foram obtidas col6nias cotonosas com pontos
granulares, cinza-esverdeada e reverso incolor e microscopicamente cabecas conidiais
pequenas e colunares, vesiculas, conidiéforos de parede lisa e conidios globosos (Figura
29). O exame histopatoldgico com coloracéo de hematoxilina-eosina (HE) mostrou intenso
infiltrado inflamatorio com presenca de numerosos neutréfilos, armadilhas extracelulares
de neutrdfilos, multiplos granulomas e presenca de filamentos micelianos hialinos com e
sem dicotomia (Figura 30).

O modelo proposto reproduziu satisfatoriamente a aspergilose pulmonar para
ambos os isolados, o que foi confirmado pelos achados no exame direto, histopatologico e
recuperagdo dos agentes em cultura; o que estd em consonancia com os postulados de
Henle-Koch.
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Figura 26. Eutanésia com 24 (A), 48 (B) e 72 horas (C) dos camundongos infectados com
o isolado URM6753. A seta indica uma zona de aspecto diferenciado nos pulmdes, palida,
indicando um possivel foco de infecgéo.
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Figura 27. Lobos pulmonares direitos, com zona de aspecto diferenciado, palido, indicando

um possivel foco de infeccéo.

Figura 28. Exame direto de fragmentos de pulméo clarificado com KOH a 40%,
evidenciando filamentos micelianos hialinos, septados com e sem dicotomia (A

e B) apos 48 horas de infec¢éo.
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Figura 29. Verso (A) e reverso (B) do semeio de fragmentos de pulmio em meio Agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol (50mg/l), ap6s 3 dias, mostrando o crescimento de
colbnias cotonosas com pontos granulares, cinza-esverdeada e reverso incolor.
Microscopicamente (C) cabecas conidiais pequenas e colunares, vesiculas, conidiéforos de

parede lisa e conidios globosos.
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Figura 30. Tecido pulmonar dos camundongos infectados, mostrando intenso infiltrado
inflamatorio com numerosos neutrofilos (A), neutrofilos (B), mualtiplos granulomas (C),
armadilhas extracelulares de neutrdfilos (D e E) e presenca de filamentos micelianos
hialinos com e sem dicotomia (D, E, F). (HE 720x). As figuras A, C e E sdo provenientes
de tecido infectado com o isolado URMG6753, e as figuras B, D e F, sdo provenientes de

tecido infectado com o isolado URM?3812.
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6. DISCUSSAO

6.1. Analise da variabilidade genética

A anélise dos géis de agarose revelou certa heterogeneidade genética entre os
isolados, destacando-se os isolados de A. flavus e A. niger com o uso dos marcadores
(GACA), e (GTG)s, havendo agrupamentos em funcdo da origem. O marcador (GTG)s foi
o que melhor agrupou os isolados em fungdo da origem clinica ou ambiental. O marcador
(GACA), mostrou certa variabilidade genética entre os isolados da mesma espécie.

Para A. fumigatus, o marcador (GACA),, evidenciou o agrupamento de alguns
isolados em funcdo da origem, sendo formados trés grupos com 100% de similaridade, nos
quais o segundo grupo foi composto apenas por isolados ambientais, € 0 terceiro grupo
composto em sua maioria por isolados clinicos. O marcador (GTG)s evidenciou
similaridade genetica entre isolados de A. fumigatus de diferentes origens. Ambos
marcadores agruparam 0s mesmos isolados de substrato ambiental (22, 24, 52, 53) em um
grupo com 100% de similaridade, indicando que estes isolados s&o geneticamente
relacionados.

Araujo et al. (2009) utilizaram um conjunto de oito marcadores MC1, MC2, MCS5,
MC3, MC6a, MC6b, MC7 e MCS8, desenhados a partir de regibes microssatélite de
sequéncias conhecidas de A. fumigatus, para a determinacdo do genoétipo de 116 isolados
clinicos de A. fumigatus obtidos a partir de trés unidades de saide. A comparacdo dos
grupos de cepas de diferentes centros de salde (dois hospitais universitarios e um hospital
oncoldgico), utilizando o teste de ANOVA, mostrou que ndo houve diferencas
significativas entre os grupos e que 99,6% da variacao genotipica foi intrapopulacional.

Balajee et al. (2008) aplicou um método que emprega um conjunto de 9 loci
microssatélites em PCRs multiplex, chamado de ensaio STRAf (Short tamdem repeat of
Aspergillus fumigatus) descrito para fingerprinting de isolados de A. fumigatus, para
avaliar a diversidade genética entre 55 isolados de A. fumigatus obtidos de seis
investigacOes diferentes de surtos, identificados como OB1 a OB6. O estudo demonstrou
que os resultados do ensaio STRAf foram similares a resultados anteriores obtidos outros
métodos de genotipagem, identificando que os surtos OB2 e OB6 poderiam ser atribuidos a
uma fonte comum de exposicdo, enquanto 0s outros surtos foram provenientes de varias

fontes, com vérios genotipos independentes identificados.
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Foi verificada alta variabilidade genética entre os isolados de A. flavus, com ambos
marcadores, corroborando a literatura. O marcador (GACA), mostrou a formacdo de
quatro grupos com 100% de similaridade e o marcador (GTG)s, a formagéo de trés grupos
com 100% de similaridade, havendo agrupamentos em fungéo da origem.

Batista et al. (2008), avaliando 25 isolados clinicos e ambientais de A. flavus e
espeécies relacionadas relatou alta diversidade genética utilizando marcadores moleculares
ISSR (GACA)s e (GTG)s e que a utilizagdo do marcador (GACA), evidenciou maior
diversidade em relagdo ao (GTG)s, embora o ultimo tenha mostrado um perfil de bandas

caracteristico para a especie.

Avaliando a diversidade genética atraves de marcadores moleculares especificos
entre 63 cepas de A. flavus isoladas de pacientes e do ambiente hospitalar, em unidade
hematoldgica, Hadrich et al. (2010) relatam heterogeneidade genética, em que cada um dos
isolados de um paciente e do ambiente hospitalar tinha gendtipos diferentes, destacando
ainda que em dois pacientes com aspergilose invasiva, 0 mesmo genétipo foi encontrado
em amostras clinicas e ambientais, indicando colonizacgéo e infeccdo adquirida no hospital.

Rudramurthy et al. (2011) utilizaram nove marcadores microssatélites selecionados
a partir do genoma de A. flavus foram utilizados para tipagem de 162 isolados clinicos de
A. flavus. Destes, treze amostras eram uma mistura de diferentes gendtipos, e dos 149
isolados puros, 124 gendtipos diferentes puderam ser reconhecidos, demonstrando grande
diversidade genotipica em isolados clinicos de A. flavus, ressaltando que microssatélites
séo excelentes alvos para tipagem para discriminar entre isolados de A. flavus provenientes

de diferentes substratos.

Wang et al. (2012) realizaram um estudo de variabilidade genética utilizando 98
isolados de A. flavus de diferentes regiGes dos Estados Unidos, constatando mais de 75%
de variabilidade entre os isolados testados e a formagdo de seis grupos sem associa¢oes
diretas entre espécies hospedeiras, regido geografica ou producdo de aflatoxina.

Zhang et al. (2013) examinaram a diversidade genética entre 24 cepas de A. flavus
isoladas de solo de plantacGes de amendoins utilizando os marcadores UBC 809, UBC
817, UBC 834, UBC 895, UBC e 899, os quais agruparam os isolados em cinco grupos,
demonstrando a viabilidade do uso de marcadores ISSR para separar todas as estirpes.

O marcador (GACA), mostrou variabilidade genética entre os isolados de A. niger,
formando trés grupos com 100% de similaridade, sendo o primeiro e o segundo grupo

compostos por isolados de origens diferentes, demonstrando similaridade genética entre
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estes isolados. O marcador (GTG)s mostrou maior homogeneidade geneética, formando
quatro grupos com 100% de similaridade, agrupando os isolados em funcédo da origem.

N&o foram encontrados trabalhos sobre variabilidade genética em isolados clinicos
e ambientais de A. niger, uma espécie importante devido a seu potencial biotecnoldgico,
mas que também é agente de otomicoses, micoses cutaneas e menos frequentemente,
sistémicas. Esteban et al. (2008) analisou a variabilidade genética utilizando marcadores
moleculares entre 68 espécies de A. niger de diferentes regides geograficas e
potencialmente produtoras de ochratoxina, encontrando altos niveis de polimorfismo, e
destacando que a analise pelos marcadores microssatélites foi mais rapida e mais simples,
em comparacdo a outras técnicas, além de mais reproduzivel, indicando que esta é uma
técnica adequada para utilizacdo em estudos de grande escala das populacgdes de A. niger.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram, dependendo do marcador
utilizado, variabilidade genética entre os isolados provenientes de amostras clinicas e
ambientais, agrupamentos em funcéo da origem do substrato.

Poucos trabalhos relatam a avaliagdo da similaridade genética entre isolados de
Aspergillus de origem clinica e ambiental utilizando os marcadores moleculares ISSR
(GACA), e (GTG)s. Neste trabalho foi verificada a eficiéncia da utilizacdo destes

marcadores para avaliagdo da variabilidade intra-especifica entre isolados de Aspergillus.

Devido a crescente incidéncia de infeccGes fungicas, métodos de analise da
diversidade molecular tém sido utilizados para identificar isolados epidemiologicamente
relacionados, distinguir entre isolados ndo relacionados de uma determinada espécie,
monitorar a disseminacdo de isolados microbianos especificos e estudar os aspectos
genéticos da populacdo de um organismo. Uma das técnicas moleculares empregada para
este fim é a utilizacdo de marcadores moleculares ISSR, que tém se mostrado eficazes para
evidenciar diferencas e semelhancas genotipicas entre isolados de Aspergillus.

6.2. Producdo e quantificacdo de melanina em espécies de Aspergillus

Muitas espécies de fungos produzem melanina, um pigmento biologicamente
importante, e encontrada em toda a natureza, muitas vezes fornecendo um papel de
protecdo, tal como a radiacdo ultravioleta. Apesar de sua importancia e onipresenga, ha
muitas questfes fundamentais ndo respondidas em relagdo ao pigmento, tal como 0s

pormenores da sua estrutura quimica. Isto é devido ao fato de que a melanina é insoluvel e,
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por conseguinte, ndo pode ser estudada pelas técnicas bioquimicas convencionais
(Nosanchuk; Casadevall, 2003; Eisenman; Casadevall, 2012).

A producdo de melanina estd ligada a viruléncia através da promocdo da
sobrevivéncia do propagulo fungico no interior do hospedeiro, permitindo assim que o
microrganismo cause doenca e também produzindo uma resposta inflamatoria intensa que
resulta em danos ao hospedeiro. A melanina é necessaria para a montagem correta das
diferentes camadas da parede dos conidios em A. fumigatus, facilitando, assim, a aderéncia
e outros fatores de viruléncia na superficie de conidios, enquanto que na natureza a
melanina protege contra agentes oxidantes, variacdes de temperatura e radiacdo ultra
violeta (UV) (Heinekamp et al., 2012; Upadhyay et al., 2013; Amin et al., 2014; Sundaram
etal., 2014).

Neste estudo, foi verificado que os isolados de A. niger produziram numericamente
maior quantidade de melanina, seguido dos isolados de A. fumigatus e A. flavus. Contudo
ndo houve diferenga estatistica entre a producdo de melanina entre isolados clinicos e

ambientais.

A produgdo de melanina por isolados de A. fumigatus verificada neste estudo
corrobora o trabalho de Youngchim et al., (2004), que obteve melanina a partir de conidios
de A. fumigatus e descrevem a producdo de anticorpos monoclonais reativos a partir de
melanina para o estudo da melanizacdo in vitro e durante a infeccdo. Neste trabalho foi
possivel estimar a quantidade de particulas de melanina produzida por cada isolado através
do peso seco, 0 que esta diretamente ligado a capacidade de esporulacdo de cada isolado.

Os resultados obtidos neste estudo quanto a producdo e quantificagdo de melanina
com quantidade média de 17mg/ml de melanina para isolados de A. niger, e 6,5mg/ml para
A. flavus, sdo superiores aos obtidos por Pal et al. (2014), no qual A. flavus produziu
1,43mg e A. niger 2,24mg de melanina por ml, a partir da biomassa fungica. Apesar do
emprego de método analitico quantitativo diferente do utilizado no referido trabalho, é
importante salientar que os isolados utilizados e a metodologia utilizada foram capazes de

obter uma quantidade superior de melanina a partir de conidios de Aspergillus.

Foram observadas ainda diferencas nos perfis de melanina obtidos por
espectroscopia de infravermelho, que podem ser atribuidas a via de biossintese. Para uma

melhor compreensdo da estrutura quimica do pigmento produzido por diferentes espécies,
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faz-se necessario o emprego de técnicas analiticas mais acuradas. Estes picos de absorgédo
caracteristicos para cada um dos pigmentos extraidos sdo semelhantes aos observados a

espectros de melanina fangica obtidos por Pal et al. (2014).

Localizada na superficie exterior de conidios, a melanina fungica pode influenciar a
resposta imunoldgica do hospedeiro. Em A. fumigatus, a melanina inibe a apoptose em
macrdofagos que fagocitam conidios melanizados (Volling et al. 2011), assim como a
producéo de citocinas, possivelmente através do bloqueio do reconhecimento pelo sistema
imunologico de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) como B-glucana e

manana, localizados na superficie dos conidios (Chai et al., 2010).

A parede celular fangica € uma estrutura de multiplas camadas que proporciona
forma a célula e protecdo contra o estresse osmotico, além de seu papel evasor do sistema
imunolégico. Bayry et al. (2014) destacam a importancia da melanina na organizacdo da
parede celular de conidios de A. fumigatus demonstrando o efeito da dele¢do dos genes
ApksP, Aaygl, e Aarp2, ligados a biossintese de intermediarios de melanina na ativacao de
células imunitarias do hospedeiro; a supressdo individual dos genes envolvidos nos trés
primeiros passos da biossintese de melanina resultou na alteracdo da superficie dos
conidios, com camadas em bastdo e parede celular permeével permitindo a deposicdo de
proteinas na superficie celular e a exposicdo dos polissacarideos da célula na superficie da
parede. A melanina, como tal, foi imunologicamente inerte; no entanto, os conidios
mutantes com delecdo dos genes ApksP, Aaygl, e Aarp2 com superficies modificadas
foram capazes de ativar as células dendriticas humanas e a subsequente producdo de

citocinas, em contraste com conidios do tipo selvagem.

Sendo a evasdo da apoptose celular do hospedeiro uma estratégia importante de
muitos agentes patogénicos para estabelecer uma infec¢do, constatou-se que A. fumigatus
inibe a apoptose em diferentes tipos de células epiteliais alveolares. A melanina também é
essencial para prevenir acidificacdo do fagolisossomo nas células epiteliais alveolares para
sobreviver no meio intracelular. Uma hipotese corrente é que, uma vez que a atividade
fagocitica de células epiteliais alveolares é bastante baixa, alguns conidios podem persistir
dentro dessas células e, assim, representar um reservatorio infeccioso ap6s a diminuigédo da
resposta do sistema imunoldgico do hospedeiro (Upadhyay et al., 2013; Amin et al., 2014;
Heinekamp et al., 2015).
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Apesar das dificuldades inerentes ao estudo da melanina, um progresso
consideravel tem sido feito nos Gltimos anos em compreender o conjunto de sintese, parede
celular, funcdo e degradacdo de melaninas fungicas, assim como estudos sobre a
caracterizagdo de genes que codificam enzimas de ambas as vias de biossintese, a
utilizacdo de inibidores e deteccdo de produtos intermédios das vias biossintéticas.
Considerando a funcdes protéicas associadas a melanina, é provavel que este pigmento
deve possuir uma alta complexidade estrutural (Nosanchuk; Casadevall, 2003; Eisenman;
Casadevall, 2012; Pal et al., 2014).

6.3. Producdo e quantificacdo de gliotoxina em espécies de Aspergillus

Vérios estudos sugerem que a supressao da funcdo imunoldgica do hospedeiro por
metabdlitos secundarios liberados por fungos é um dos possiveis mecanismos de evasdo do
patdgeno do sistema imunonologico. A gliotoxina, uma epipolitiodioxopiperazina (ETP), é
um dos metabolitos mais toxicos produzidos durante o crescimento de varias espécies de
fungos, incluindo espécies de Aspergillus, constituindo o alvo de muitas investigagdes
sobre a sua estrutura e atividade (Gardiner et al., 2005; Kupfahl et al., 2008; Cerqueira et
al., 2014).

Devido as suas potentes propriedades imunomoduladoras negativas, além de ser
facilmente detectada durante a infec¢do experimental, com apenas 24 horas de cultivo e em
soros de pacientes com aspergilose, a gliotoxina tem sido o foco de intenso interesse
cientifico. Contudo, apesar de vérias espécies de Aspergillus serem capazes de produzir
gliotoxina, nem toda cepa é produtora de gliotoxina (Kwon-Chung; Sugui, 2009; Speth et
al., 2011; Scharf et al., 2012; Kwon-Chung; Sugui, 2013; Cerqueira et al., 2014).

Neste trabalho, foi possivel detectar e quantificar a producdo de gliotoxina em oito
de um total de 23 isolados de A. fumigatus, o que representa uma frequéncia de 34,78%. O
teste de Kruskal-Wallis ao nivel de significancia de 0,05% (p<0,05) mostrou que a

producdo de gliotoxina entre os isolados foi significativamente diferente.

De 11 isolados clinicos testados, trés 27% foram produtores de gliotoxina, com
concentracdo minima de 0,079mg/ml e méxima de 0,113mg/ml. Estes resultados divergem
dos obtidos por Lewis et al. (2005a), que relataram uma frequéncia de 93% de produtores
de gliotoxina entre cepas de A. fumigatus (n=40) isoladas entre 1998 e 2003 a partir de

amostras respiratorias e tecidos de pacientes com cancer no Anderson Cancer Center, em
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Houston, Texas (EUA). Kupfahl et al. (2008) também referem uma producéo de gliotoxina
que varia de 93% a 98% entre cepas de A. fumigatus, isoladas do trato respiratorio de

pacientes.

A deteccdo de gliotoxina em cinco dos 12 isolados ambientais (42%) de A.
fumigatus esta de acordo com os resultados obtidos por El-Shanawany et al. (2005) que
verificou a producgéo de gliotoxina em 33% de isolados de A. fumigatus provenientes de
silagem, e como também por Santos et al. (2003) que relatam que apenas 11% das cepas de
A. fumigatus isoladas de silos foram produtores de gliotoxina. Contudo os resultados
obtidos neste trabalho discordam dos obtidos por Kupfahl et al. (2008), que relatam que a

freqiiéncia da producéo de gliotoxina em cepas ambientais de A. fumigatus chega a 96%.

A ndo detecgdo de gliotoxina em culturas de A. flavus e A. niger contrapde oS
resultados obtidos por Kupfahl et al. (2008), que verificaram uma frequéncia de 13%
(n=15) de produtores de gliotoxina para A. flavus e 44% (n=16) para A. niger, assim como
0 estudo de Lewis et al. (2005a) em estudo conduzido com isolados de Aspergillus a partir
de amostras respiratdrias e tecidos de pacientes com cancer no Anderson Cancer Center,
em Houston, Texas (EUA) relatam uma frequéncia de produtores de gliotoxina de 4% dos

isolados de A. flavus (n=18) e 75% de cepas de A. niger (n=9).

N&o foi possivel a deteccdo de gliotoxina nos filtrados das culturas de A. flavus e A.
niger, dentro das condi¢des de cultivo e analise estabelecidas. Uma provavel explicacéo
deste achado é que a producdo de gliotoxina atua como um fator de viruléncia in vivo e,
assim, é necessaria para estabelecer a infeccdo por Aspergillus. Esta hipotese é apoiada
pela observacdo de que a gliotoxina com frequéncia retarda significativamente o
movimento ciliar e também causa dano ao epitélio ciliado respiratério humano (Hohl;
Feldmesser, 2007; Kupfahl et al., 2008).

Vale ressaltar que micotoxinas em geral, séo mecanismos de defesa dos fungos, a
auséncia de outros microorganismos que eventualmente atuariam como competidores pode
ter reduzido a capacidade de produzir gliotoxina, além do tempo e condic¢do anterior de

preservacdo em colecdo de culturas de quase todos os isolados (Guimaraes, 2011).

Svahn et al. (2014) analisaram niveis de gliotoxina por CLAE e espectrometria de
massa. A presenca de lipopolissacarideos derivados de bactérias, peptidoglicano, ou acido

lipoteicdico no meio de crescimento a uma concentracdo de 5 ug/ml aumentou a
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concentracdo de gliotoxina nos meios de cultura em 37%, 65%, e 35%, respectivamente.
Estes achados sugerem uma correlacdo entre as concentracfes de padrdes moleculares
associados a patdgenos e a secrecdo de gliotoxina, demonstrando que existe nos fungos um
sistema de deteccdo destes compostos ainda desconhecido. E possivel que o aumento na
producdo de glitoxina resulte em aumento da viruléncia de A. fumigatus durante a co-
infeccdo bacteriana, que é importante para a transicdo da colonizacdo para a invasividade

nesta doenca pulmonar.

6.4. Estabelecimento do modelo animal

Os modelos animais tém sido utilizados para avaliar novas ferramentas diagnosticas
e estudos de novas drogas para tratamento da aspergilose invasiva, e também para avaliar a
patogenicidade e viruléncia caracteristicas destes fungos (Patterson, 2005; Gravelat et al.,
2008; Sugui et al., 2008; Schumann et al., 2010).

Os modelos animais sdo importantes para o estudo da patogénese, viruléncia,
imunologia, diagndstico e tratamento de infeccdes fungicas. Varias espécies de animais
tém sido utilizadas em pesquisas, sendo o camundongo a espécie de escolha. A indugédo
imunossupressora é geralmente necessaria para as infecgdes experimentais com fungos
oportunistas serem bem sucedidas, assim como foi demonstrado neste estudo (Souza et al.,
2011; Xiao-Hui et al., 2011).

A ciclofosfamida € um dos mais comuns agentes antineoplasicos e
imunossupressores utilizado para a prevencao da rejeicdo do transplante de 6rgdos, doenca
do enxerto contra hospedeiro e tratamento de algumas doengas autoimunes cronicas. E um
agente citotoxico ndo especifico que pode inibir tanto a imunidade humoral como celular,
desempenhando os papéis antineoplasico e imunomodulador, dependendo da dose e

frequéncia do tratamento (Souza et al., 2011; Xiao-Hui et al., 2011).

Neste trabalho foi observado que todos os animais mostraram letargia, pelagem sem
brilho, relutancia em atividade ambiental, piloerecéo e reducgéo da ingestdo de alimentos e
agua no dia 1 ap6s a primeira injecdo de ciclofosfamida, sendo lentamente restaurados,

assim como observado por Xiao-Hui et al. (2011).
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Os dados obtidos neste trabalho confirmam a proposta de Xiao-Hui et al. (2011), na
qual a imunossupressdo ideal para camundongos foi induzida por duas injecOes
intraperitoneais de ciclofosfamida a 150mg/kg, sendo passivel de estabelecer um modelo
animal para estudos com fungos oportunistas, como espécies de Aspergillus, Cryptococcus
e Candida.

Neste trabalho, ndo foi infligido dano por trauma de inoculagdo a nenhum dos
animais em experimento. Miller et al. (2012) destacaram a instilacdo intranasal como um
procedimento vantajoso por ser de facil execucdo 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 este tipo de via de inoculagdo ndo invasiva preveniu a morte por

inoculacdo traumatica.

As estruturas fangicas observadas em parasitismo, filamentos micelianos hialinos,
sepatados com e sem dicotomia, visualizadas em exame direto de fragmentos de pulméo e
no histopatoldgico sdo compativeis as descritas para o diagnostico de aspergilose (Shepard
et al., 2004; Balloy et al., 2005).

As alterages teciduais observadas no exame histopatolégico com coloracéo de HE,
mostraram intenso infiltrado inflamatorio com presenca de numerosos neutrofilos,
armadilhas extracelulares de neutrofilos, multiplos granulomas e presenca de filamentos
micelianos hialinos com e sem dicotomia. Estes achados sdo comuns na aspergilose

pulmonar (Shepard et al., 2004).

Os neutréfilos sdo reconhecidos como uma defesa celular inata essencial contra a
Al, assim como a duragdo e extensdo da neutropenia, bem como defeitos qualitativos da
funcdo dos neutrofilos estdo estre os fatores de risco mais prevalentes para o
desenvolvimento da Al. Ao contrario de macréfagos, neutrofilos sdo raramente
encontrados nos pulmdes de camundongos normais. No entanto, esta situacdo muda
drasticamente em poucas horas ap0s a infecgdo por A. fumigatus, quando os neutrofilos séo
rapidamente recrutados para o foco infeccioso, como observado neste estudo e confirmado
por Cunha et al. (2014).

Armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NETs) sdo definidos pela liberacdo
extracelular de proteinas granulares nucleares, citosolicas e cromatina que se misturam em

estruturas filamentosas em forma de rede e possuem atividade antimicrobiana. Apds a
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ruptura da membrana, as redes sdo formadas pela mistura intracelular de DNA nuclear com
conteudo granular e, em seguida, liberadas de forma explosiva em questdo de segundos,
em um processo que estd associado com a morte celular. Enquanto a apoptose de
neutrdfilos representa a morte celular fisiologica ndo inflamatoria, a formacéo e liberacao
de NETSs resulta na liberacdo de produtos antimicrobianos que provavelmente ampliam a
defesa extracelular, mas podem também serem prejudiciais para o tecido do hospedeiro
(Bruns et al.(2010) e Rohm et al. (2014).

A identificacdo de NETS, que sdo uma estratégia de defesa produzida pela morte de
neutréfilos € um achado relevante, visto que demonstra uma tentativa do sistema
imunologico de conter a infec¢do, como demonstrado por Bruns et al.(2010) e R6hm et al.
(2014). Neste trabalho pode ser claramente demonstrado que neutrofilos invadiram o

pulmédo massivamente logo apos a infecgdo com A. fumigatus, com formacgéo de NETS.

Em vista das evidéncias que sugerem que o estabelecimento da aspergilose
pulmonar demanda uma resposta inflamatoria em que o sistema imunolégico causa danos
ao tecido do hospedeiro, é provavel que uma resposta inflamatoria elevada comprometa a
capacidade do paciente para combater a infec¢do. O aumento da resposta inflamatoria inata
pode predispor tanto para infec¢bes flngicas ou respostas imunes desreguladas ao fungo.
Além disso, o estado da imunidade inata do hospedeiro também pode contribuir
significativamente para os padrdes histoldgicos associados com infec¢do fangica. Deste
modo, embora a imunidade do hospedeiro seja crucial para debelar a infeccdo, a resposta
imunolégica também pode ser prejudicial e contribuir para o agravamento da doenga
(Carvalho et al., 2012).

O retrocultivo dos agentes, a partir da inoculacdo de fragmentos de pulmao 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.

E importante destacar que ambos os isolados foram capazes de produzir doenca nos
animais imunossuprimidos, e foram igualmente capazes de induzir uma resposta
inflamatoria intensa, que péde ser visualizada nos cortes de tecido pulmonar. Estes achados
reforcam que a viruléncia de A. fumigatus é multifatorial, além disso, a producdo e
liberacdo de fatores de viruléncia é dependente das condi¢des do hospedeiro (Ben-Ami et
al., 2010b; Sales-Campos et al., 2013; Askew et al., 2014; Chotirmall et al., 2014).
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos é possivel concluir:

e Ha diversidade genética entre os isolados clinicos e ambientais de A.
fumigatus, A. flavus e A. niger destacando-se os isolados de A. flavus e A. niger
com o uso dos marcadores (GACA),s e (GTG)s, havendo agrupamentos em
fungéo da origem.

e O marcador (GTG)s foi o que melhor agrupou os isolados de A. fumigatus, A.
flavus e A. niger em funcgéo da origem clinica ou ambiental.

e Isolados de A. fumigatus, A. flavus e A. niger sdo capazes de produzir melanina,
com perfis quimicos distintos.

e A producdo de melanina por isolados clinicos e ambientais de A. fumigatus, A.
flavus e A. niger ndo é diferente.

e Isolados clinicos e ambientais de A. fumigatus produzem gliotoxina nas
condicdes estabelecidas in vitro, com diferencas entre os isolados.

¢ Isolados clinicos e ambientais de A. flavus e A. niger ndo produziram gliotoxina
nas condicdes estabelecidas in vitro.

e Os isolados URM3812 (isolado ambiental) e URM6753 (isolado clinico) de A.

fumigatus produzem aspergilose pulmonar em camundongos Swiss
imunossuprimidos e também danos teciduais ao hospedeiro na mesma

intensidade.
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