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RESUMO

SOLEIRO, Carla Alves. Caracterizacao de Aspergillus fumigatus isolados de diferentes
origens quanto ao perfil enzimatico, genético e a producdo de gliotoxina. 52f. Tese
(Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria, Patobiologia). Pré-Reitoria
de Pesquisa e Pos Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ:
UFRRJ, 2012.

Algumas espécies do género Aspergillus podem causar doengas em humanos ¢ animais como
agente etiolégico ou pela producdo de metabdlitos secudarios, as micotoxinas. A
contaminagdo por essas toxinas ¢ um problema na produ¢do de alimentos e no
armazenamento destes. A gliotoxina possui varios papéis imunossupressivos além de poder
estar envolvida no inicio do proceso infeccioso causado por 4. fumigatus. Na natureza, parte
da atividade enzimatica necessaria para o aproveitamento da matéria organica ¢ realizada por
fungos filamentosos, e elas tém grande importancia fisiologica. Aspergillus fumigatus é o
agente etiologico mais implicado na Aspergilose Invasiva (AI) humana, no entanto a
identificacdo dessa espécie tem sido baseada nas caracteristicas morfologicas, muitas vezes de
forma erronea. Ultimamente, tém sido desenvolvidos métodos de identificagdo de fungos
toxigenos baseados em técnicas moleculares. Os objetivos desse estudo foram: avaliar a
capacidade de cepas de A. fumigatus isoladas de diferentes origens produzirem gliotoxina;
estabelecer as diferengas enzimaticas entre elas, e identificar geneticamente essas cepas, além
de estabelecer possiveis influéncias que as diferentes origens pudessem exercer sobre essas
cepas. Foram utilizadas 53 cepas identificadas morfologicamente por A. fumigatus
pertencentes ao Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e Mitoxicologicas, isoladas de racdo para
consumo animal, cereais, silagens, amostras clinicas humana e animal. Para detec¢do e
quantificagdo da capacidade de producdo de gliotoxina foi utilizada a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, as analises enzimaticas foram qualitativas e a caracterizacdo genética foi
realizada através da técnica Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP). Foi utilizada a Analise em Componentes Principais expressa em
graficos Biplot. Foi possivel detectar a producdo de gliotoxina em todas as cepas isoladas de
silagem de milho, amostras clinicas humana e animal. As cepas isoladas de amostras clinicas
humanas e de silagem de milho foram as que mais produziram gliotoxina. A presenca de
acucar redutor na hidrélise do amido sofreu influéncia do tempo, ja que este foi constatado
aos 14 dias em 86 % das cepas de silagem de sorgo, 100 % das amostras clinica humana e 75
% das amostras clinica animal. Houve uma diferen¢a nos resultados quanto a producdo de
celulase, j4 que no papel filtro apenas uma cepa foi negativa, enquanto dez cepas a
produziram no agar carboximetilcelulose. Quanto a produgdo de caseinase, 23 % produziram
essa enzima. As cepas isoladas de origem clinica (animal e humana) foram as que mais
apresentaram capacidade para hidrolisar a gelatina. As cepas de origem clinica animal
(isolada do ubere da vaca com mastite bovina) foram melhores caracterizadas pela variavel
produgdo de caseinase, enquanto as cepas de amostras clinica humana e as de silagem de
milho foram melhores caracterizadas pela varidvel producdo de gliotoxina. Todas as cepas
morfologicamente identificadas como A. fumigatus produziram um padrdo de bandas
correspondente a identificacdo da espécie A. fumigatus strictu sensu pelo corte in silico e pela
técnica de PCR-RFLP.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus. Micotoxina. Analises enzimatica e molecular.



ABSTRACT

SOLEIRO, Carla Alves. Characterization of Aspergillus fumigatus isolates from different
sources regarding enzymatic, genetic and production of gliotoxin profiles. 52 p. Thesis
(Doctor’s Degree in Science, Technology and Innovation in Agriculture, Pathobiology). Pro-
reitoria de Pesquisa e¢ Pds Graduagdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ: UFRRIJ, 2012.

The genus Aspergillus is a filamentous fungus found in all parts of the world, some species
can cause illness in humans and animals. Contamination with mycotoxins is a problem in
food production and storage. The gliotoxin has several immunosuppressive roles. Recently, it
was found in conidia of A. fumigatus, which may indicate their involvement at the beginning
of infectious disease. In nature, part of the enzymatic activity required for the utilization of
organic material is performed by filamentous fungi, and they have great physiological
importance. Aspergillus fumigatus is the etiological agent most involved in human Invasive
Aspergillosis (IA), however the identification of this specie has been based on morphological
characteristics. That identification can be a problem, so the development of rapid and
sensitive methods for the correct identificacion of the fungi, such as the molecular techniques
is relevant. The objectives of this study were: to evaluate the ability of A. fumigatus strains
isolates from different origins to produce gliotoxin, and to establish the physiological and
genetic differences of these strains and how they are influenced by different sources. A total
of 53 isolates identified morphologically by A. fumigatius, belonging to the Nucleus of
Mycological and Mycotoxicological Researchs, were isolated from: feed for animal
consumption, cereal grains, corn and sorghum silages, clinicals human and animals. For
detection and quantification the production of gliotoxin HPLC was used. Genetic analysis was
performed by PCR-RFLP. Principal Component Analysis (PCA) was used to obtain a smaller
number of variables able to express the variability of the data. It was possible to detect the
production of gliotoxin in all strains of corn silage, clinical human and animal. Among the
seven strains of human clinical, six produced more than 20 pg/g of the toxin. The strains
isolated from corn silage and human clinical were the most produced gliotoxin. The presence
of reducing sugars was influenced by time, since it was found at 14 days in 86% of strains of
sorghum silage, 100% of clinical human and 75% of bovine mastitis. Only one strain of
animal feed did not present conidia in the filter paper, so it was negative for cellulose
hydrolysis. However, in the CMC Agar, ten strains did not hydrolyzed cellulose and 70% of
these were isolated from animal feed. Almost all the strains (98%) isolated of the studied
produced lipase. As for the casein hydrolysis 23% strains were positive, and those isolated
from bovine mastitis were the most positive. The strains of clinical origin (animal and human)
were the ones that showed highest ability to hydrolyze gelatin. According to the PCA, the
clinical animal strains were better characterized by variable hydrolysis of casein, and the
human clinical strains and corn silage were best characterized by the variable production of
gliotoxin. All strains morphologically identified as A. fumigatus have produced a pattern of
bands corresponding to the identification of species 4. fumigatus strictu sensu by in silico cut
and by PCR-RFLP technique.

Key words: Aspergillus fumigates. Mycotoxin. Molecular and enzimatic analysis.



RESUMEN AMPLIADO

SOLEIRO, Carla Alves. Caracterizacion de Aspergillus fumigatus aisla a partir de
fuentes diferentes sobre el perfil enzimatico, genética y la produccion de gliotoxina. 52 p.
Tesis (Doctorado en Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria), Pro-reitoria de
Pesquisa e Pos Graduagdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2012.

1 Introduccion

Aspergillus fumigatus es un hongo filamentoso involucrado en brotes nosocomiales
con una alta mortalidad en pacientes inmunocomprometidos. Lo mismo también afecta las
especies animales, como es frecuente en material fermentado de origen vegetal que sirve
como una fuente de alimento para los bovinos. Este agente produce metabolitos secundarios y
enzimas que favorecen su patogenicidad como las micotoxinas, que causan dafio a salud de
los seres humanos y los animales, ademas de ser un problema en la produccién y el
almacenamiento de los alimentos. Gliotoxina es una micotoxina producida por A. fumigatus,
ha sido reportado en la aspergilosis experimental animal y la aspergilosis (IA) humana
invasiva, la caracterizacion de estos metabolitos puede aclarar el taxonomia y la fisiologia de
A. fumigatus.

Estudios previos han intentado encontrar correlaciones entre las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de esta especie. Es importante que se consideran caracteristicas
fenotipicas, sin embargo, hay una serie de dificultades con respecto a este tipo de
identificacion, lo que limita su uso como una herramienta en la tipificacion habitual de cepas
clinicas y ambientales.

Asi, este estudio tuvo como objetivo: evaluar la capacidad de las cepas de A. fumigatus
procedentes de distintas fuentes en la produccion de gliotoxina y para establecer las
diferencias enzimadticos y genéticos de estas cepas, asi como una correlacion entre las
variables y los diferentes origenes.

2 Material y Métodos

Utilizamos 53 cepas de Aspergillus fumigatus pertenecientes al Centro de
Investigacion en Micoldgica y Mitoxicoldgicas, aislado de alimentos para el consumo animal,
cereales, maiz y sorgo ensilado, las clinicas humanas y de los animales. Se prepararon a partir
de los filtrados de cultivo de hongos de cada cepa se secaron, y se resuspendieron en la fase
movil para el andlisis de la produccion de gliotoxina por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

El aparato utilizado fue un Perkin Elmer Serie 200 equipado con inyector automatico
conectado a una pre-columna Nucleosil C18 y columna Phenomenex Luna C18 fase inversa,
en el sistema de disolvente isocratico: 75% (é&cido acético al 1% en agua) y acetonitrilo al
25% . El tiempo de retencion de la gliotoxina fue de 6,10 min, la deteccion se realizd a 254
nm y la tasa de flujo de 2 ml min-1. El limite de detecciéon fue de 0,2 mg / g y de
cuantificacion de 0,5 mg / g. Todas las cepas fueron evaluadas por su capacidad en producir
amilasa en 7 y 14 dias, de acuerdo con la metodologia utilizada por Cruz (1985). Con 14 dias
se observd también la produccion de azucar reductor con el reactivo de Fehling y la presencia
de acido mediante la adicion de solucion alcohoélica de azul de bromotimol (CRUZ, 1985).
Las cepas fueron probadas para la produccion de lipasa por el Agar Spirit Blue suplementado
con tributirina (Difco " Spirit Blue Agar e Difco’ Lipase Reagent) (STARR, 1941).



La deteccion de la produccion de celulasa se realizo por cultivo en el medio de cultivo
Omelianski envasa en tubos de ensayo con el tornillo (no contiene fuente de carbono),
complementado por una tira de papel de filtro estéril, que se introdujo en el medio después de
la siembra hongo (Cruz, 1985). También se verificé em el medio Omelianski en presencia: de
azucares reductores utilizando el reactivo de Fehling, y de de 4cido mediante la adicion de
azul de bromotimol después de 21 dias de incubacién (CRUZ, 1985). Produccion de celulasa
también se detectd por carboximetilcelulosa de agar (CMC) (COURI, FARIAS, 1995). Para
analizar la produccién de proteasas, todas las cepas se ensayaron para la produccion de
gelatinasa medio nutriente gelatina (CRUZ, 1985) y para caseinase en agar caseina (CRUZ,
1985).

Se realiz6 una correlacion de Pearson entre las variables, los valores de p <0,05 fueron
considerados significativos, lo que indica una correlacion entre las variables. Se utilizo el
Analisis de Componentes Principales (ACP) para obtener un nimero mds pequeiio de
variables y el analisis de las relaciones entre las variables.

Se seleccionaron las secuencias del gene benA disponibles en la base de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information) de tres especies: Aspergillus fumigatus,
Neosartorya udagawae e Aspergillus lentulus para analisis in silico de las enzimas de
restriccion: Becel, Hinfl, Mspl e Sau3AI (Promega®). La anélisis de PCR-RFLP del gene benA
se realiz6 mediante amplificacion por PCR con cebadores Ptubl y Ptub2 (STAAB et al.,
2009). Los productos de PCR se cortaron con las enzimas de restriccion Becl, Hinfl, Mspl e
Sau3AI (Promega®) . Los fragmentos de ADN se visualizaron en gel poliacrilamida tefiidos en
bromuro de etidio, y los tamafios se estimaron por comparacion con el marcador GeneRuler
50 pb de ADN escalera (Fermentas ®).

3 Resultados y Discusion

Produccion de gliotoxina se detectd en 91% (48/53) de las cepas por cromatografia
liquida de alta resolucion. Analisis de Varianza (ANOVA) detectd diferencias significativas
(p <0,0001) entre los niveles de produccion de gliotoxina por cepas de A. fumigatus
procedentes de diferentes fuentes, la prueba de la diferencia menos significativa de Fisher
(least significant difference (LSD) test) demostrd que las cepas aisladas a partir de ensilaje de
maiz y clinico en humanos las producidas mas toxina. Entre las siete cepas de origen clinico
en humanos, todo fueron capaces de producir gliotoxina y los seis de estos producido mas de
20 g / g. La Prueba para la presencia de azucar reductor en el medio de cultivo para la
hidrolisis de almidon se constaba que 86% de las cepas mostrd este compuesto.

La produccion de celulasa se prob6é en dos medios de cultivo diferentes, en agar
Omelianski y medio carboximetilcelulosa (CMC), em el primero medio s6lo una cepa aislada
de alimentos para animales no produjo celulasa y em medio CMC diez cepas en agar CMC no
producen celulasa. Se detectdé produccion de lipasa por 98% de las cepas. Caseinase
produccion se detectd en 21% de las cepas y las cepas aisladas de muestras clinicas animales
(mastitis bovina) fueron los habia mas muestras positivo (3/8). Aspergillus fumigatus puede
obtener nutrientes de la destruccion de los tejidos del huésped (WILLGER et al., 2009), esta
funcién fue comprobada por cepas proteoliticas de origen clinica de este estudio, ya que éstos
fueron los que mas mostraron la capacidad de producir la gelatinasa.

El andlisis de componentes principales representados en los graficos Biplot mostrd que
las cepas de origen clinico humanos se caracterizan mejor por la variable de produccion de
gliotoxina (Gli) y la variable de produccion de gelatinasa (HGs) mejor caracteriza las cepas de
ensilaje de sorgo. Clivajes in silico de secuencias de ADN del gen benA con las enzimas Bcecl,
Hinfl, Mspl e Sau3AIl generaron patrones de restriccion diferentes las tres especies (A.
fumigatus, Neosartorya udagawae e A. lentulus). Los fragmentos generados por PCR del gen



B tubulina fueron acerca de 500 pb. La PCR-RFLP del gen bend hecha por Staab et al. (2009)
y este estudio distingue tres especies del género Aspergillus seccion Fumigati, ya la enzima de
restriccion utilizada, Becl, generd un polimorfismo estable entre las especies, entonces esta
enzima funciona como buen marcador para la discriminacién de morfotipos Aspergillus
fumigatus. Ademas, otros dos enzimas de restriccion Mspl y Sau3 Al se utilizaron, y también
fueron capaces de distinguir las diferentes cepas de Aspergillus fumigatus stricto sensu.

Palabras-clave: Aspergillus fumigatus. Micotoxinas. Analisis enzimaticos y genéticos.
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1 INTRODUCAO

O género Aspergillus abrange cerca de 200 espécies, ¢ um fungo filamentoso,
cosmopolita com importancia veterinaria ¢ humana. Ele esta implicado em algumas doencas
de plantas, animais ¢ humanos, mas também tem uso benéfico nas industrias farmacéutica e
alimenticia.

Aspegillus  fumigatus acomete principalmente pessoas imunodeprimidas, esta
envolvido em surtos hospitalares com alto indice de mortalidade entre os doentes. Essa
espécie também acomete animais principalmente por ser prevalente em material fermentado
de origem vegetal que serve de fonte de alimentos para bovinos. O fator mais determinante
para que A. fumigatus cause doenga ¢ o estado imune do hospedeiro. Além disso, esse
patogeno pode produzir metabolitos secundarios e enzimas que favorecem a patogenicidade.

Micotoxinas sdo metabdlitos secunddrios produzidos por fungos filamentosos que sdo
um grande problema na produgdo e armazenamento de alimentos. H4 relatos de que esses
metabolitos possam fornecer uma vantagem competitiva sobre outros microrganismos, no
entanto ainda ndo esta totalmente elucidado o papel deste metabdlito. Além dos danos que
essas toxinas podem causar a sade humana e animal, ha a perda econdmica ja que essa
contaminag¢do pode atingir cerca de 80 % das culturas em regides tropicais.

Apesar da reconhecida toxicidade da gliotoxina, a informag¢do que descreve a
produgdo e a estabilidade das toxinas de Aspergillus fumigatus em alimentos € escassa. A
gliotoxina ¢ uma potente toxina produzida por A. fumigatus, apresenta em sua formula
quimica uma ponte dissulfeto em um anel de piperazina essencial para sua toxicidade. Essa
toxina estd relacionada a imunossupressdo do hospedeiro e ja foi relatada em aspergilose
experimental animal e Aspergilose Invasiva (Al) humana, e nesse tltimo caso em 80 % dos
pacientes. Sua producao ja foi detectada em mais de 95 % de isolados clinicos e ambientais de
A. fumigatus, porém ainda ndo se sabe os reais fatores que levam o fungo a produzi-la. A
metodologia de elei¢do utilizada para deteccdo e quantificacdo dessa toxina ¢ a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Fungos filamentosos sdo responsdveis por parte da atividade enzimatica necessaria
para o aproveitamento da matéria organica, e a produgdo dessas enzimas pode ter relevancia
para sobrevivéncia desses fungos em diferentes nichos ecoldgicos. Além do uso dessas
enzimas nas industrias em geral, sua caracterizagdo pode elucidar a taxonomia e fisiologia de
Aspergillus fumigatus.

Estudos tém tentado encontrar correlagdes entre caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de cepas de 4. fumigatus, no entanto nao conseguiram obter uma relacdo estrita
entre esses dados. Epidemiologicamente, é importante que sejam consideradas caracteristicas
fenotipicas na identificagdo dessa espécie, no entanto, ha uma série de dificuldades quanto a
identificacdo fenotipica que pode limitar a utilizacdo dessa ferramenta para a tipagem de
rotina de isolados clinicos e ambientais dessa espécie.

O uso de técnicas moleculares tem o potencial de melhorar a precisdo do diagnostico
de infecgdes fungicas, possibilitando a escolha por antifingico especifico, assim como
detectagdo de fungos micotoxicogénicos antes mesmo da producdo da toxina. Nao ha estudos
disponiveis que correlacionam o perfil enzimatico de cepas de A. fumigatus isoladas de
distintas origens com a capacidade de produzir gliotoxina. Assim como, estudos que
identifiquem geneticamente essas cepas de 4. fumigatus.



Assim, esse estudo teve por objetivos: avaliar a capacidade de cepas de A. fumigatus
isoladas de alimentos destinados para animais ¢ de origem clinica em produzir a gliotoxina;
estabelecer as diferengas enzimadticas de cepas de A. fumigatus isoladas de diferentes origens;
estabelecer uma possiveis correlagdes entre a producao de gliotoxina, o perfil enzimatico e as
distintas origens das cepas de Aspergillus fumigatus; e identificar mediante a técnica de PCR-
RFLP todas as cepas do estudo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Patégeno Oportunista e Contaminante de Alimentos

O género Aspergillus ¢ um fungo filamentoso encontrado em todas as partes do
mundo, onde somente algumas espécies podem causar doencas em humanos e animais
(HIRSH; ZEE, 2003). Nesse género estdo incluidas cerca de 200 espécies, em que algumas
tém um enorme impacto sobre a saide publica, maleficamente como patégenos de humanos e
plantas, e beneficamente em industrias (GUGNANI, 2003). Varias espécies desse género siao
utilizadas na produgdo industrial de alimentos e de produtos farmacéuticos devido aos seus
ricos perfis enzimaticos. Aspergillus niger, por exemplo, ¢ utilizado na produgdo industrial de
acido citrico, amilases, pectinases, fitases e proteases; 4. terreus ¢ usado na fabricacdo de
drogas para reducdo do colesterol, e 4. oryzae € usado para a fermentagdo de soja e arroz em
molho de soja e saqué, respectivamente (DAGENAIS; KELLER, 2009).

A secdo Flavi também faz parte do género Aspergillus, as epécies A. flavus e A.
parasiticus podem contaminar diversos tipos de alimentos e substratos e produzir aflatoxina,
que ¢ uma substancia cancerigena toéxica com propriedades imunossupressivas (WILD, 2007;
WILLIAMS et al., 2004). O consumo de produtos contaminados por essa toxina pode causar
doengas graves ou morte, ¢ ¢ um problema comum de paises em desenvolvimento.

Aspergillus fumigatus ¢ a espécie que predomina em material fermentado de origem
vegetal e alguns surtos de doengas em animais normalmente sdo oriundos dessa fonte
(HIRSH; ZEE, 2003). Sao fungos que apresentam hifas septadas, conidiéforos que sdo
ramificagdes de hifas oriundas de uma borda celular presente no micélio vegetativo
terminando em uma vesicula expandida. Esta ¢ coberta por uma ou varias camadas de fialides,
de onde emergem cadeias de conidios pigmentados que s3o as unidades reprodutivas
assexuadas que dao coloracdo a colonia fungica. Quando em tecidos, s6 ¢ possivel
visualizacdo do micélio, no entanto em cavidades que tem contato com o ar como vias
respiratdrias, podem aparecer conidios (HIRSH; ZEE, 2003).

A maioria dos individuos ¢ imune e ndo desenvolve doengas causadas por Aspergillus
spp. As aspergiloses variam de uma alergia até infec¢des generalizadas com grande agravo a
saude. A severidade da aspergilose ¢ determinada por diversos fatores, € 0o mais relevante € o
estado imunoldgico do individuo (HIRSH; ZEE, 2003). Sdo fungos saprofitas com
caracteristicas patogé€nicas oportunistas, 4. fumigatus ¢ a espécie mais frequente nas
aspergiloses humanas e animais (HIRSH; ZEE, 2003), seguido de A. flavus, A. terreus, A.
niger ¢ A. nidulans (MORGAN et al. 2005; DENNING, 1998). A intensidade da exposi¢ao ¢
uma caracteristica significativa na aspergilose animal e os surtos de abortos bovinos estdo
comumente relacionados a alimentos mofados, ja em galinhas a doenca coincide com o uso de
cama extremamente contaminada. O estresse dos animais, devido ao manejo inadequado ou
gestacional, deprime o sistema imune do hospedeiro que pode levar mais frequentemente a
surtos de aspergilose (HIRSH; ZEE, 2003).

2.2 Capacidade de Producio de Gliotoxina de Cepas de Aspergillus fumigatus

A contaminagdo com micotoxinas, que sao metabolitos secundarios produzidos por
fungos filamentosos, ¢ um grande problema na produ¢do de alimentos e no armazenamento
destes. Estes metabolitos toxicos nao sdo de crucial importancia para sustentar a vida do
fungo, mas acredita-se que eles fornegam uma vantagem competitiva sobre outros
microrganismos. Essa contaminacdo pode afetar negativamente a saude humana e animal,
além de levar a perdas econdmicas, ja que micotoxinas contaminam aproximadamente 25 % a
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50% das culturas totais, e em regides tropicais essa contaminacdo pode atingir cerca de 80%
(ABDIN et al., 2010).

Ainda h4 metabolitos de A4. fumigatus e de espécies relacionadas que ndo foram
identificados. Dentre os que ja foram identificados a gliotoxina, tripacidina, verruculogeno, e
a fumigaclavina A estdo relacionados com a formacdo de conidios, e, nesse sentido podem
influenciar a infecgdo inicial dos pulmdes (PARKER; JENNER, 1968; KHOUFACHE et al.,
2007).

A gliotoxina ¢ a principal e mais potente toxina produzida por A. fumigatus (KWON-
CHUNG; SUGUI, 2009). Pertence a familia das epipolitiodioxopiperazinas, que se
caracterizam pela presenca de uma ponte dissulfeto em um anel de piperazina, essencial para
sua toxicidade (GARDINER; HOWLETT, 2005). Essa toxina possui vdarios papéis
imunossupressivos, o que inclui: inibi¢do da fagocitose por macrofagos, inibi¢do da
prolifera¢do das células T ativadas por mitdogenos e a resposta citotoxica dessas células, além
da apoptose de macrofagos (YAMADA et al., 2000; STANZANI et al., 2005). Ha relatos de
que essa toxina ¢ produzida tanto em aspergilose experimental animal quanto em Aspergilose
Invasiva (Al) humana, e nesse caso com concentragdes séricas de 166-785 ng/mL em 80%
dos pacientes. Acredita-se que devido a sua atividade bioldgica ela atua como um fator de
viruléncia (RICHARD et al., 1996; LATGE, 1999; LEWIS et al., 2005). Bok et al. (2006)
demonstraram que a muta¢do em um gene chave (g/iZ) para via biossintética da gliotoxina,
resulta no mutante (Agl/iZ) que quando inoculado tem diminuida a producdo dessa toxina
além da perda de expressao génica de outros genes do cluster da gliotoxina.

Alguns estudos tém descrito baixa porcentagem de cepas de Aspergillus fumigatus
produtoras de gliotoxina. No entanto, em um recente estudo foi possivel detectar que mais de
95 % dos isolados clinicos e ambientais de A. fumigatus produziram essa toxina (KUPFAHL
et al., 2008).

Os detalhes quanto aos fatores que influeciam a produgdo de gliotoxina por cepas de
A. fumigatus ainda sdo desconhecidos, no entanto sabe-se que ela é regulada por fatores
externos, como alto suprimento de oxigénio (WATANABE et al., 2004). Holl; Denning
(1994) e Willger et al. (2008) estudaram o efeito de baixas tensdes de oxigénio sobre o
crescimento de cepas de Aspergillus spp., inclusive de A. fumigatus stricto sensu, e
constataram que essas cepas sdo capazes de crescer em baixas tensdes parcias de oxigé€nio
(minimo 0,1%), o que pode ter implicagdes tanto na patogenicidade quanto na atividade
antifungica (HOLL; DENNING, 1994). Ainda sobre a producdo de gliotoxina, esta sofre
influencia de acordo com a composi¢cdo do meio de cultivo, como: fonte e concentragao de
carboidrato, e a temperatura de incubagdo do cultivo fungico (BELKACEMI et al., 1999;
KOSALEC; PEPELINJAK, 2005).

Em ensaio experimental sobre a producao de gliotoxina, realizado com nove cepas de
A. fumigatus de origem clinica em dois meios de cultivo liquidos, caldo extrato de levedura
sacarose (YES) e caldo Czapek-Dox, a 25°C e 37°C, a maior produ¢io da toxina foi obtida
em caldo YES, incubado a 37°C, e altas concontra¢des da toxina foram obtidas depois de 3
dias da inocula¢do (KOSALEC et al., 2005). Enquanto, Belkacemi et al. (1999) observaram
que as melhores condigdes para a produgdo dessa toxina foi em caldo Czapek-Dox
suplementado com 30 % de glicose, a 37°C, e a maior concentra¢io de gliotoxina foi obtida
29 horas depois da incubagdo, durante a fase exponencial de crescimento fungico. Contudo,
Frisvad (1989) considerou que a maioria dos metabdlitos secundérios de A. fumigatus sao
produzidos em maior quantidade a 25°C e nio 37°C.

Devido a importancia da gliotoxina, métodos para a detec¢do e quantificacdo desse
metabolito t€ém sido desenvolvidos na andlise de amostras de diversas origens, e recentemente
em alimentos destinados a animais domésticos (PENA et al., 2010, PEREYRA et al., 2008).
As metodologias usadas sdo baseadas em Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (SANTOS et al.,, 2003; BOUDRA;
MORGAVI, 2005; KOSALEC, 2005; LEWIS et al., 2005; PEREYRA et al., 2008) ou uma
combinagdo de técnicas que incluam CCD, CLAE e Espectrometria de Massa (MS) ou
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (BAUER et al., 1989; BELKACEMI et al., 1999;
RAMOS et al., 2002; NIEMINEN et al., 2002).

Procedimentos baseados em CCD permitem a investigagdo rapida de cultivos
fingicos, porém carecem de seletividade e sensibilidade quando comparadas com os métodos
baseados em CLAE. A CLAE acoplada a espectrometria de massas (CLAE MS/MS) tem sido
usada para determinagdes quantitativas de micotoxinas e muitas delas se baseiam em métodos
que permitem a determinacdo simultdnea de varias micotoxinas (multitoxina) presentes em
uma amostra (SULYOK et al., 2006), essa metodologia analitica permite a obtencdo de
resultados precisos e confiaveis.

2.3 Relacgao entre Aspergillus fumigatus Produtores de Gliotoxina e Aspergilose Invasiva
(AD

Devido ao aumento da incidéncia e gravidade de Aspergilose Invasiva (Al) humana ¢
necessaria uma melhor compreensdo da interagdo entre o hospedeiro e Aspergillus fumigatus
(McNEIL et al., 2001). Patogenia e viruléncia sdo termos usados quando a fun¢do imune do
hospedeiro estd alterada, ja que este organismo ¢ um agente patogénico oportunista, e
patogenia da doenca ¢ o resultado do crescimento fungico e da resposta do hospedeiro
(DAGENAIS; KELLER, 2009). A inala¢do de conidios de Aspergillus spp. ¢ comum, devido
a sua vasta presenga no ambiente, estimativas sugerem que uma pessoa pode inalar at¢ 200
conidios por dia. Em populagdes susceptiveis a Al, a defesa da mucosa pulmonar esta
comprometida, o que facilita o crescimento e a colonizacdo fungica (DAGENAIS; KELLER,
2009). Em estudos de comparacdo gendomica de isolados clinicos e ambientais a partir de
distintas fontes e localizagdes geograficas, foi concluido que qualquer estirpe de 4. fumigatus
ambiental pode ser patogénica desde que esteja em um hospedeiro apropriado
(DEBEAUPUIS et al., 1997). Além disso, o tamanho do conidio (diametro 2 até 3 um) de 4.
fumigatus favorece a infiltracdo no alvéolo e essa espécie também suporta altas temperaturas,
além de ter crescimento 6timo a 37°C (DAGENAIS; KELLER, 2009).

A gliotoxina estd envolvida no processo infeccioso de pulmdes (BOK, et al., 2005;
LEWIS et al., 2005; BOK, et al., 2006; CRAMER et al., 2006; COMERA et al., 2007). Essa
toxina foi encontrada em aspergilose experimental, em pulmdes de patos naturalmente
infectados por Aspergillus fumigatus, em bovinos com aspergilose e em tecidos humanos
(RICHARD et al., 1996; BAUER et al., 1989; LEWIS et al., 2005). A gliotoxina também foi
detectada em tecidos infectados com A. fumigatus como ubere da vaca, pulmdes de peru e
camundongos, ¢ soro de pacientes com Al (BAUER et al., 1989; KOSALEC et al., 2005). Os
ruminantes estdo muito expostos a gliotoxina, devido ao alto consumo de forragens
conservadas que sdo comumente contaminadas prevalentemente por A. fumigatus (BOUDRA;
MORGAVI, 2005). Essa toxina foi encontrada em pequenas quantidades em conidios de A.
fumigatus, o que pode indicar o envolvimento da toxina no inicio do proceso infeccioso, ja
que além sua producdo ocorreu na germinacdo e também durante a conidiogénese (FISCHER
et al., 2006; ABAD et al., 2010).

Os papéis da gliotoxina na patogenia da aspergilose e do principal agente etioldgico da
doenca, 4. fumigatus, tém sido especulado (EICHNER; MULLBACHER, 1984; DAGENAIS;
KELLER, 2009). Cepas mutantes para producdo de gliotoxina demonstraram viruléncia
reduzida em modelos experimentais com neutropenia, no entanto em modelos nao
neutropénicos isso ndo aconteceu (DAGENAIS; KELLER, 2009). Dessa forma, concluiu-se
que a patogenicidade da toxina pode estar relacionada apenas com esse tipo de hospedeiro
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(DAGENAIS; KELLER, 2009). Em ensaio in vitro foi observado que a gliotoxina inibe a
fagocitose pelos macrogafos (EICHNER et al., 1986), e também atua como indutora da
apoptose de varios tipos celulares (MULLBACHER et al., 1988; WARING et al., 1991;
SUTTON et al., 1994), podendo estar direta ou indiretamente relacionada com algumas
infeccoes fungicas. Em outro experimento in vitro foi observado que a gliotoxina contribuiu
para apoptose de neutréfilos, e quando realizado experimento in vivo com cepa mutante para a
producao dessa toxina foi observada uma redugdo da apoptose de neutréfilos nos sitios de
infeccdo em hospedeiros neutropénicos, o que reduz a viruléncia da cepa em questao (BOK et
al., 2006; SUGUI et al., 2007; SPIKES et al., 2008).

Em ensaio in vivo sobre Aspergilose Invasiva (Al) com rato como modelo
experimental foi feita inoculacdo de cepas de A. fumigatus produtoras e ndo produtoras de
gliotoxina a fim de investigar a capacidade dessa toxina em induzir a imunossupressao
(SUTTON et al., 1996). Nesse experimento foi constatado que essa toxina atuou como agente
imunossupressivo, piorando o estado imune de pacientes ja imunodeprimidos, dificultou sua
reabilitacdo e prolongou a doenga (SUTTON et al., 1996). No mesmo estudo, foi demonstrado
que ratos resistentes ao A. fumigatus, quando tratados com dose subletal de gliotoxina se
tornaram suscetiveis ao fungo, assim a producdo de gliotoxina por A. fumigatus pode
exacerbar a patogenicidade do fungo primeiramente imunossuprimindo o hospedeiro ¢ depois
destruindo o tecido nos locais da infeccdo (SUTTON et al., 1996). No entanto, a gliotoxina
ndo ¢ o fator inicial para a infec¢do ja que foi produzida in vitro trés dias depois da inoculacao
de A. fumigatus (MULLBACHER et al., 1985). Em estudo de revisio foi possivel concluir
que a gliotoxina tem natureza ampla para imunossupressio, seja impidindo funcdes das
células de defesa ou induzindo a apoptose dessas células (DAGENAIS; KELLER, 2009).

Em experimento in vivo, cepas de 4. fumigatus com dois genes mutados, envolvidos
na biossintese de gliotoxina (AGliZ e AGIiP), foram deficientes na producdo dessa toxina
(BOK et al., 2006, CRAMER et al. 2006, KUPFAHL et al., 2008, SPIKES et al., 2008;
SUGUI et al., 2007), quando ratos neutropénicos foram inoculados com as cepas mutantes ¢
comparados com aqueles inoculados com as cepas nao mutantes, conclui-se que as cepas
mutantes foram tdo virulentas quanto as ndo mutantes, no entanto em testes com cultivo
celular, as cepas mutantes, deficientes na producdo de gliotoxina, apresentaram menor
citotoxicidade (BOK et al., 2006; CRAMER et al. 2006, KUPFAHL et al., 20006).

Estudos sobre a genotoxicidade da gliotoxina demonstraram que o dano ao DNA ndo
leva a mutacao detectdvel em células bacterianas ou de mamiferos, mas que a mutagdo pode
estar relacionada com a dose de gliotoxina e ao tempo de exposicdo a mesma (NIEMINEN et
al., 2002)

2.4 Potencial Enzimatico de Aspergillus fumigatus

Muitos trabalhos relatam o potencial e aplicabilidade das enzimas amiloliticas,
celuloliticas, lipoliticas e proteoliticas nas industrias farmacéutica, téxtil, couro, papel,
mineral e alimenticia (GAMA et al., 1991; MOLINA; TOLDRA, 1992; SELVAKUMAR et
al., 1996). Enzimas sdo catalisadores biologicos que aumentam a velocidade das reagdes
bioquimicas. Elas tém sido amplamente utilizadas em diversos processos industriais, desde
descobertas feitas na segunda metade do século XIX (BRUHLMANN et al., 2000; MOLINA
et al., 2001; GAMA et al., 2002). Na natureza grande parte da atividade enzimatica necessaria
para o aproveitamento da matéria orgénica ¢ realizada por fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Como a maioria das espécies das leveduras ndo apresenta caracteristicas
patogénicas, elas sdo amplamente utilizadas na indastria (RODRIGUES; SANT’ANNA,
2001). Industrias de alimentos, papel e celulose, biocombustivel, téxtil, farmacéutica, quimica
fina, agroindustria e de alimentagdo animal e silagem vém aplicando a tecnologia enzimatica

6



para reducdo de custos operacionais, aumento da qualidade e aprimoramento dos processos
diminuindo os impactos ambientais (AGBLERVOR; WEBER, 2004; SILVA et al., 2005).

As enzimas sdo classificadas pelos substratos com que reagem e por sua especificidade
de reagdo, sdo nomeadas pela adicdo da terminagdo ase ao nome do substrato com o qual
realizam reagdes (LAIDLER, 1954). De acordo com o mesmo autor, a enzima que controla a
decomposi¢do da uréia recebe o nome de urease; aquelas que controlam a hidrélise de
proteinas denominam-se proteases assim como as que hidrolisam o amido sdo chamadas de
amilases (LAIDLER, 1954). J4& algumas enzimas, como as proteases tripsina e pepsina
conservaram os nomes utilizados antes da adocao desta nomenclatura.

Em determinadas situacdes a agdo dessas enzimas pode ser indesejavel, como
amolecimento do pepino em conserva pela agdo de enzimas pécticas; ou desejavel, como a
presenga de amilase na batata doce o que lhe confere uma melhor textura, bem como a
pectinase, presente na uva e na maga, usada pra clarificar sucos de frutas. Também ha a agao
das lipases que confere sabor caracteristico nos queijos maturados do tipo Roquefort e
Camembert e em diversos queijos italianos.

2.4.1 Producao de amilase

As amilases flingicas sdo carboidrases e enzimas exocelulares (HARGER, 1982).
Essas enzimas pertencem a classe das hidrolases que s3o responsaveis por reagdes
hidroliticas. A maioria das carboidrases ¢ produzida por diferentes tipos de fungos e muitas
espécies produzem diferentes carboidrases. Uma propriedade singular das enzimas
hidroliticas ¢ a grande especificidade hidrolisando um substrato especifico. As amilases
promovem a hidrélise do amido a agucares redutores, sendo detectadas ha mais de um século
em grande variedade de materiais bioldgicos. Essas enzimas sdo designadas amiloliticas
porque promovem a degradacdo do amido, foram descritas em 1811 nos extratos de trigo; em
1831 na saliva; em 1833 no malte; em 1846 no sangue; e em 1881 produzidas pelo fungo
Aspergillus oryzae (HARGER, 1982).

As amilases encontram aplicagdes nas industrias téxteis, papel e celulose, de couro,
detergentes, cervejas, bebidas destiladas, panificagcdo, cereais para alimentacdo infantil,
liquefacdo e sacarificagdo do amido, racdo animal, inddstria quimica e farmacéutica
(BRUCHMANN, 1980; WARD, 1989; QUAGLIA, 1991; LEADLAY, 1993;
WAINWRIGHT, 1995; SZAKACS, 2004; PANDEY et al.; 2005; SOCCOL et al., 2005). As
enzimas amiloliticas podem ser utilizadas com o objetivo de modificar matérias-primas
amilaceas e/ou obter produtos especificos, como os usos na industria alimenticia, na
modificagdo de farinhas utilizadas em panificagdo, e na fabricagdao de bebidas fermentadas
(SPIER et al., 2004).

A deteccao de agucares redutores se da pela propriedade de 6xido-reducao de cations
como cobre e prata que afeta a cor das solugdes que os contém, tornando-os adequados para
emprego como componentes em reagentes analiticos. O Cu'", de caracteristica cor azul anil
quando em solugdo alcalina, ao ser reduzido estequiometricamente a Cu” proporciona ao meio
de reacdo um precipitado vermelho-tijolo; que ¢ o fundamento quimico do reagente conhecido
como licor de Fehling (DEMIANTE et al., 2002). Os carboidratos capazes de reduzir sais de
cobre em solucdes alcalinas, conhecidos como agucares redutores, apresentam grupamentos
aldeidicos ou cetdnicos livres. Assim, todos os monossacarideos sdo redutores € o mecanismo
de 6xido-reducao esta relacionado com a formagao de um enediol, funcdo fortemente redutora
em meio alcalino, que interconverte aldoses e cetoses. A glucose, em meio alcalino, ¢
rapidamente transformada no enediol, levando a formagao de frutose ¢ de manose, ¢ este
composto, conhecido como redutona, ao ser oxidado a fun¢do aldonica causa a redugdo dos
ions cupricos (DEMIANTE et al., 2002).



O método colorimétrico para analise de agucar redutor de Lane-Eynon se baseia no
fato de que os sais cupricos, em solucdo tartarica alcalina, podem ser reduzidos, quando
aquecidos, por aldoses ou cetoses transformando-se em sais cuprosos vermelhos, que se
precipitam, perdendo sua cor azul primitiva. O tartarato, ao unir-se ao cobre, forma um
complexo soluvel, que impede a formacao de hidroxido cuprico insoluvel e teria lugar se
existisse cobre livre na solugdo alcalina. Como critério de positividade da reagdo verifica-se a
formagdo de um precipitado 6xido cuproso vermelho (LITWACK, 1967).

2.4.2 Producao de celulase

A celulose, dentre os materiais naturais, ¢ o biopolimero mais abundante do mundo
(BAYER; LAMED, 1992) e pode ser hidrolisada com é&cidos, a glicose. A degradacdo
microbiana da celulose ¢ total e especifica e tem estimulado o uso dos processos de
fermentagdes celuloliticas pelo homem. Na natureza, esses processos representam a maior
fonte de carbono para o solo (LYNCH et al., 1981). Existe uma grande variedade de
microrganismos que produzem celulases; apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros
celuloliticos, isto €, sdo capazes de degradar a celulose natural.

Em condi¢des laboratoriais, algodao e papel de filtro, dentre outros, sdo usados como
substratos indutores para a producdo de exo-glicosidases e para medir a atividade do
complexo celulolitico total (ROBSON; CHAMBLISS, 1989). Em analise feita para avaliar a
capacidade de producdo da celulase de leveduras em que o carboximetilcelulose (CMC) foi
utilizado como unica fonte de carbono, 39 % dos isolados foram capazes de produzir essa
enzima (CRUZ et al., 2009). Em estudo realizado para andlise de atividade celulolitica de
alguns fungos, foram testados trés fontes de carbono distintas (carboximetilcelulose, farelo de
trigo e papel filtro), a maioria das espécies produziu celulase independente do tipo de fonte de
carbono utilizada, mas a producao de celulase é dependente do tipo de substrato (RUEGGER;
TAUK-TORNISIELO, 2004). Além disso, esses mesmos autores afirmaram que fungos
produtores de celulases, na natureza, ndo ocupam o mesmo nicho ecologico em cultura pura,
j& que ndo ha competi¢ao (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

2.4.3 Producio de lipase

As lipases e as esterases constituem um importante grupo de enzimas que estdo
associadas ao metabolismo e a hidrolise dos lipidios. S3o amplamente distribuidas na
natureza, sendo encontradas em organismos animais e vegetais e, também, em células de
microrganismos (REED, 1975; OLIVEIRA, 2000). As enzimas lipoliticas e as celulases
possuem enorme potencial para aplicagdes biotecnologicas (JAEGER; EGGERT, 2002).

As lipases tém importancia fisioldgica, hidrolisam o6leos e gorduras em éacidos graxos
livres, monoglicerideos e diglicerideos, essenciais aos processos metabolicos, como o
transporte dos acidos graxos e, sua oxidacdo e sintese de glicerideos e fosfolipidios (REED,
1975). Além da relevancia no cenario biotecnologico, econdmico e industrial, ja que tém sido
utilizadas como ferramenta tecnoldgica, representa uma perspectiva de desenvolvimento nos
processos para obtengdo de monogliceridios, acidos graxos, agentes biotensioativos,
compostos de aroma e sabor e lipidios estruturados ou biomodificados (OLIVEIRA, 2000).

Os fungos filamentosos sdo reconhecidos como os melhores produtores de lipases
(CARDENAS et al., 2001b). As espécies de fungos filamentosos maiores produtoras de lipase
pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhizomucor,
Rhizopus e Thermomyces (OLIVEIRA, 2000). Dentre as leveduras, Candida rugosa ¢ que
mais tem sido empregada em processos industriais (HADEBALL, 1991).



Sob a 6tica comercial, o campo mais importante de aplicagdo da lipase ¢ a adi¢do em
detergentes, devido sua capacidade em hidrolisar lipidios, com utilidade doméstica e
industrial (JAEGER; REETZ, 1998; CARDENAS et al., 2001a). Outro campo de aplicagdo ¢
seu uso na industria de papel, ja que remove componentes hidrofobicos (triglicerideos e ceras)
da madeira, que causam alguns problemas durante a fabricacdo do papel (JAEGER; REETZ,
1998).

A atividade lipolitica pode ser detectada em placas de Petri através do emprego de um
substrato lipidico incorporado ao gel de agar-agar que contenha um corante indicador (que
reage com os acidos graxos formados) ou em meio opaco que permita visualizar halo
transparente de lipolise. A atividade pode ser detectada em meios de cultura onde colonias de
microrganismos produtores de lipase se desenvolvem ou em gel de agar, contendo, apenas, o
substrato na presenca de tampao apropriado ¢ em condigdoes de detecgao do halo (REED,
1975). Sandoval; Marty (2007) consideraram ensaios em placa de Petri sensiveis para a
detecgdo de lipase.

2.4.4 Produciao de proteases

A maioria dos estudos sobre o envolvimento de proteases em Aspergilose Invasiva
(A tange sobre o papel das elastases do género Aspergillus, uma vez que a elastina faz parte
do tecido pulmonar. Em estudo sobre a correlacdo da produgdo de eclastase e a Al feito em
ratos tratados com cortisona com cepas de A4. fumigatus produtoras e ndo produtoras de
elastase, todos os ratos inoculados com as cepas produtoras morreram, enquanto 66 % dos
tratados com cepas ndo produtoras sobreviveram (KOTHARY et al., 1984). Cepas de
pacientes com Al apresentaram maiores atividades médias de elastase do que cepas de
pacientes com aspergilomas colonizados por A. fumigatus, ligando a atividade da elastase a
patogenicidade de doenga invasiva.

Existe uma combinagdo de varias enzimas proteoliticas, como a caseinase e gelatinase,
que pode contribuir para a capacidade do A. fumigatus em degradar o tecido do hospedeiro
para aquisi¢ao nutricional e invasdo (DAGENALIS; KELLER, 2009).

2.5 Secao Fumigati e a Problematica na Identificacdo de suas Espécies

A sec¢do Fumigati inclui mais de 20 espécies de Neosartorya e dez Aspergillus spp.
(HORIE et al., 2003; HONG et al., 2005, 2006, 2008). Aspergillus fumigatus Fresenius ¢ um
fungo filamentoso ambiental e também um importante patégeno humano (RAPER;
FENNELL, 1965). Algumas espécies de Neosartorya tém sido descritas como agente causal
de doenca humana, como aspergilose invasiva, osteomielite, endocardite e ceratite micotica
(CORIGLIONE et al., 1990; SUMMERBELL et al., 1992; PADHYE et al., 1994; LONIAL et
al.,1997; JARV et al., 2004; BALAJEE et al., 2005, 2006). Todas as espécies de Neosartorya
produzem ascoporos resistentes ao calor que sdo frequentemente encontrados em diferentes
produtos alimenticios (GOMEZ et al., 1994; SAMSON, 1989; TOURNAS, 1994).

A identificacio dos membros da se¢do Fumigati tem sido realizada usando as
macromorfologias e micromorfologias das estruturas formadas em meios de cultivo
especificos para cultura fingica. No entanto, mesmo os estudos de Microscopia Eletronica de
Varredura que analisaram estruturalmente os ascoporos demonstraram que distintas espécies
apresentaram similaridade no tamanho e superficie dessa estrutura, o que dificulta sua correta
identificacdo. Aspergillus fumigatus, A. novofumigatus, A. fumigatiaffinis, A. fumisynnematus
e A. lentulus mostraram fortes semelhangas morfoldgicas na microscopia Optica o que também
dificulta uma diferenciagdo entre essas espécies. Além das espécies anamorficas de



Neosartorya udagawae e N. fennelliae também terem mostrado grande similaridade
morfoldgica.

Em estudo taxondmico polifasico de espécies de Aspergillus secdo Fumigati realizado
por Samson et al. (2007), foi feita diferenciacdo morfoldgica e genética dessas espécies e
também caracterizagdo quanto ao perfil da producao de exterolitos, e dentre as 33 espécies
analisadas, quatro foram capazes de produzir gliotoxina inclusive 4. fumigatus (SAMSON et
al., 2007). Por isso, foi recomendado que para uma correta identificacao de espécies da segdo
Fumigati também sejam realizadas analises de sequéncias de DNA. Nesse mesmo estudo
houve boa diferenciagdo e delimitacdo entre as espécies da se¢do Fumigati com
sequenciamento dos genes que codificam a calmodulina e a B-tubulina (SAMSON et al.,
2007).

2.6 Utilidade da Combinacido de Dados Fenotipicos e Genotipicos para o Estudo das
Relacgoes entre as Cepas de Aspergillus fumigatus

Ha poucos estudos acerca da caracterizagdo fenotipica de 4. fumigatus, dentre os que
existem, esses tém reportado variagdes no pigmento e textura das coldnias, diferentes taxas de
crescimento quando incubados em distintas temperaturas, tamanho e forma dos conidios,
fidlides atipicas e diferencas no tamanho e forma das vesiculas (LESLIE et al., 1988; RINYU
et al., 1995; SCHMIDT; WOLFF, 1997; CHANTEPERDRIX et al., 2008). Por isso, estudos
tém explorado a utilidade de caracteres fenotipicos e genotipicos para a classificacio
taxonomica dessa espécie (LESLIE et al., 1988; Matsuda y col., 1992; RINYU et al., 1995;
DEBEAUPUIS et al., 1997; RATH, 2001; KATZ et al., 2005).

Pesquisadores tém tentado encontrar correlagdes fenotipicas e genotipicas de cepas de
A. fumigatus, porém ndo conseguiram obter uma relacdo estrita entre os dados comparados
(RINYU et al., 1995, SCHMIDT; WOLFF, 1997). E importante considerar certas
caracteristicas fenotipicas ja que sao tuteis do ponto de vista epidemioldgico e podem exibir
diferencas entre cepas da mesma espécie ou de diferentes espécies, além disso diferengas
quanto essas caracteristicas também podem ajudar na identificagdo de novas espécies como A.
lentulus, que apresentava diferengas quanto ao grau esporulagdo e tamanho das vesiculas de
conidios, e baixa susceptibilidade a antifungicos (BALAIJEE et al., 2005).

2.6.1 Técnicas genotipicas para identificaciao de Aspergillus fumigatus

A identificagdo de fungos, ao contrario de bactérias e virus, depende principalmente
de critérios morfolégicos. No entanto, a maior parte dos fungos patogénicos durante as
infeccOes apresenta somente a fase vegetativa (auséncia de esporulacdo) no tecido do
hospedeiro, em que sdo observadas hifas ou outras estruturas nao espécie-especificas. Por
isso, ¢ necessaria a realizacdao da cultura fungica para visualizacdo das macromorfologias e
micromorfologias, mesmo que ndo sejam conclusivas para identificagdo. O crescimento dos
isolados fingicos em meios de cultivo apropriados permite o reconhecimento de seus tragos
mais caracteristicos ¢ ¢ o método mais comum para identificacio (GUARRO et al., 1999),
porém demorado. Além disso, existe uma série de dificuldades quanto a identificagdo
fenotipica que limita o uso dessa ferramenta para a tipagem de rotina de isolados clinicos e
ambientais (LIN et al., 1995).

A andlise genotipica de isolados fungicos proporcionou um aumento na capacidade de
estudar infecgdes causadas por esses agentes (GOTTFREDSSON et al., 1998). Os métodos
moleculares eram mais usados em pesquisas, € precisavam ser padronizados e avaliados para
que pudessem ser usados em laboratorios de diagnostico de microbiologia
(GOTTFREDSSON et al., 1998). O grande atrativo por essa metodologia ¢ a rapidez e a
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precisdo no diagnostico, o que pode reduzir custos com as terapias, além de tornd-las mais
eficientes.

As infec¢des fungicas sdo mais comuns em pessoas imunodeprimidas, hé relatos de 4.
fumigatus causando Aspergilose Invasiva em pacientes que sofreram transplante de medula
Ossea com alta taxa de mortalidade (WALTER et al., 1995). Aspergillus fumigatus é o agente
etiologico mais implicado em Aspergilose Invasiva (Al) humana, no entanto a identificacao
dessa espécie tem sido historicamente baseada nas caracteristicas morfoldgicas como a
produgdo de conidios verdes e fidlides biseriadas (LATGE, 1999). Contudo, esse tipo de
identificacdo tem sido problematica, ja que alguns isolados podem produzir pouco pigmento e
as condi¢des de crescimento podem influenciar na morfologia (GUARRO et al., 1999). Varias
técnicas moleculares tém sido aplicadas na identificacdo de 4. fumigatus para suplementar os
problemas com a identificagdo fenotipica (LIN et al., 1995).

O interesse por estudos moleculares de Aspergillus fumigatus surgiram a partir do
tratamento contra a Aspergilose Invasiva (Al), ja que as terapias de rotina usadas ndo estavam
mais sendo eficazes contra a doenca. Foi demonstrado que isolados identificados
fenotipicamente como A. fumigatus eram distintos geneticamente (RINYU et al., 1995;
BALAIJEE et al., 2005; HONG et al, 2005; KATZ et al., 2005;).

Hé uma preocupacao acerca da exposicao ambiental e aquisi¢do de infec¢des fungicas.
O interesse pela tipagem de isolados clinicos e ambientais surgiu para que fosse possivel
obter: a localizagdo das fontes ambientais de cepas que causam surtos de aspergilose, a
determinagdo da existéncia de cepas patogénicas e dos seus nichos naturais; e, por
conseguinte um melhoramento na estratégia preventiva contra a doenga (LIN et al., 1995;
GOTTFREDSSON et al., 1998).

Aspergillus lentulus e Neosartorya udagawae também sao espécies encontradas em Al
e apresentam grande similaridade morfologica com A. fumigatus, porém respondem de formas
distintas ao tratamento com anfotericina B, itraconazol, voriconazol e caspofungina que sao
farmacos rotineiramente usados contra a doencga. Aspergillus lentulus foi agente etioldgico de
Al e apresentou in vitro baixa suscetibilidade as drogas citadas anteriormente (BALAJEE et
al, 2005). Em outro estudo realizado, com uso da técnica de PCR-RFLP foi possivel rastrear a
presenca A. lentulus em infec¢do humana e também de N. udagawae previamente encontrado
somente no solo (BALAJEE et al., 2006).

Os métodos moleculares detectam diferengas nas sequéncias de acidos nucleicos dos
microrganismos. A Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) ¢ uma técnica que permite a
amplificacdo de fragmentos de DNA in vitro, com a utiliza¢do de duas sequéncias iniciadoras
de nucleotideos que hibridizam com as fitas opostas e demarcam o fragmento a ser
amplificado. Ocorrem trés fases durante a PCR: 1) desnaturagdo e abertura da fita dupla de
DNA; 2) as sequéncias iniciadoras hibridizam com a fita-molde de DNA; 3) sintese do DNA
complementar a fita-molde de DNA que ¢ realizada pela polimerase termoestavel (Taq) pela
incorporagdo de desoxirribonucleotideos trifosfatos (ANTP). Essas trés fases se repetem por
um numero deteminado de ciclos, que varia de acordo com o microrganismo em questdo,
permite a amplificacdo de um segmento de DNA de fita dupla cujo término ¢ definido pela
terminacao 5 do nucleotideo iniciador onde o comprimento € a distancia entre os iniciadores.
Como os produtos de um ciclo de amplificagdo servem de molde para o proximo, cada ciclo
posterior aumenta em exponencial a quantidade do produto amplificado (SCHAEFER, 2006).
As metodologias fundamentadas em PCR amplificam in vitro sequéncias alvo, que é uma
vantagem para o diagnostico de microrganismos, ja que podem ser identificados em amostras
aquelas sem cultivo prévio (ARNHEIM; ERLICH, 1992; ABDIN et al., 2010). A PCR ¢
realizada com iniciadores que sdo suficientemente homodlogos para permitir a amplificacdo
dos organismos alvos, mas que ndo pareiam com organismos nao alvos, por isso permite a
detecgdo especifica do que se deseja.
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Essa técnica apresenta alta sensibilidade sendo possivel a andlise com pequenas
quantidades de DNA, o que também facilita o diagndstico e também seu emprego para
microrganismos nao cultivdveis (GOTTFREDSSON et al., 1998). Tal método foi usado com
sucesso na genotipagem de isolados clinicos de A. fumigatus (AUFAUVRE-BROWN et al.,
1992; RATH et al., 1995). No entanto, fungos tém grande diversidade genética, ¢ métodos
moleculares baseados somente em PCR podem ndo ser os mais indicados para a diferenciacao
entre espécies muito proximas entre si (ZHAO et al., 2001).

O desenvolvimento de métodos de detecgdo de fungos micotoxicogénicos rapidos e
sensiveis ¢ de relevante importancia, ja que esses agentes contaminam alimentos destinados
ao consumo humano e animal. Assim, uma alternativa ¢ a identificacdo desses
microrganismos por métodos moleculares antes mesmo da producdo da toxina (ABDIN et al.,
2010). Ja foi feito um estudo que avaliou a presenca de fungos produtores de aflatoxinas em
diferentes tipos de alimentos com um par de iniciadores especificos para um gene regulador
biossintético da aflatoxina (af/R) (MANONMANI et al., 2005).

O cluster génico que codifica o RNA ribossdmico (RNAr) aparece repetidas vezes no
genoma fingico, esse cluster apresenta algumas regides altamente conservadas e outras
variaveis, o que permite a andlise dessa variacdo em diferentes niveis taxondmicos. A regido
18S € mais conservada e por isso ¢ utilizada para comparagdo de organismos distantemente
relacionados. J4, a por¢do 28S ¢ mais varidvel é, portanto apropriada para a comparagdo de
diferentes géneros ou de diferentes espécies. As regides do Espaco Interno Transcrito (ITS)
sdo sequéncias polimorficas apropriadas para discriminar espécies muito proximas entre si ou
até mesmo variedades de uma mesma espécie.

Técnicas moleculares baseadas nas diferencas da regido ITS tém sido usadas para o
diagnostico de fungos causadores de micose em humanos, produtores de toxinas em amostras
de alimentos, bem como patdgenos de plantas, sem a necessidade do isolamento prévio do
fungo. Devido a grande repeticdo dessas sequéncias o diagnostico via PCR apresenta alta
sensibilidade (FUNGARO, 2000). Zhao et al. (2001) através da amplificacdo de genes que
codificavam a regido ITS identificaram A. fumigatus com sensibilidade de 10-100 attograma
(ag) de DNA por amostra.

Uma estratégia importante que tem sido utilizada para aumentar o poder de detecgdo
de microrganismos em amostras de alimentos, animais ou plantas ¢ o uso da NESTED-PCR.
Esta técnica ¢ uma PCR em duas etapas, € util quando ha impurezas nas amostras que inibem
a amplificacdo do DNA ou quando a quantidade de DNA do agente alvo é muito pequena
(FUNGARO, 2000). Essa técnica permitiu Bansod et al. (2008), a partir da amplificacdo da
regido 18S do DNA, detectarem Aspergillus fumigatus em pacientes com tuberculose
pulmonar. Também em outro estudo foi possivel amplificar fragmentos das regides ITS1 e
ITS2 do gene DNA ribossomal (DNAr) através da técnica de NESTED-PCR e identificar
isolados como A. fumigatus (ZHAO et al., 2001).

Oito isolados clinicos morfologicamente identificados como A. fumigatus foram
testados, para determinar a utilidade da técnica de NESTED-PCR, ¢ em menos de 12 horas
pos-cultura fingica a identificagdo foi obtida (ZHAO et al., 2001). No entanto, nesse estudo
ndo foi possivel diferenciar 4. fumigatus de N. fischeri, nem de A. brevipes (ZHAO et al.,
2001), o que demonstra a importancia pela escolha da regido a ser amplificada para que seja
possivel a deteccao de polimorfismo entre espécies muito relacionadas entre si.

Em um estudo foram desenvolvidas 21 sondas especificas para cerca de 50 espécies
fingicas a partir da regido 28S (SANDHU et al., 1995). Em outro estudo foi feito um ensaio
de PCR com iniciadores e sondas especificos por espécie, desenhados através da comparacao
de sequéncias das regides 18S do RNA ribossomal, para identificar agentes fungicos
patogénicos (EINSELE et al., 1997). Mais recentemente, foi feita caracterizacdo de cepas de
A. fumigatus com microssatélite baseado na técnica de PCR multiplex e foi descoberto ser
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uma técnica discriminatoria (ARAUJO et al., 2009), simples de executar e com excelente
reprodutibilidade (VALK et al., 2008). Contudo, devido a alta sensibilidade da PCR, pode
ocorrer um alto nimero de falso-positivo, que sdo pacientes com o fungo, porém sem a
doenca (GOTTFREDSSON et al., 1998). Com o uso da PCR competitiva é possivel contornar
esse problema, j4 que aumenta o limite de detec¢do da analise e identifica somente pacientes
com alta carga fungica, podendo assim correlacionar com a doenga (GOTTFREDSSON et al.,
1998).

Ao estudarem diferentes gendtipos entre cepas de Aspergillus fumigatus, que
respondiam de formas distintas aos grupos de antifungicos usados contra Al, foram usados
cinco pares de iniciadores distintos para a PCR (BALAJEE et al., 2005). Através desse estudo
encontraram quatro genoétipos distintos dentro do grupo de 4. fumigatus, que também
apresentavam diferencas fenotipicas, como maior tempo para esporulagdo de conidios, nao
crescimento a 48 °C e a concentragio inibitéria minima (CIM) de crescimento com
antifungicos usados para combater IA era maior do que a CIM usada para A. fumigatus.
Assim, Balajee et al. (2005) com o conceito filogenético identificaram uma nova espécie
Aspergillus lentulus.

A técnica de Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD) foi descrita por
Welsh; Mcclelland (1990) e Williams et al. (1990). A idéia geral dessa técnica ¢ usar
iniciadores curtos que se ligam e amplificam ao acaso sequéncias do DNA, e observar os
distintos perfis genéticos gerados, principalmente, em cepas flingicas da mesma espécie
(BIRCH et al., 1995). Em 2008, foi comprovado que Aspergillus fumigatus isolados de
infecgdes respiratorias apresentavam diversidade genética e também eram distintos quanto a
patogenicidade/invasividade quando levado em consideragdo a producdo de -elastase
(ALVAREZ-PEREZ et al., 2008). Nesse estudo a técnica utilizada foi Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso (RAPD), e os autores relataram que mesmo tendo baixa
reprodutibilidade foi possivel a diferenciagdo entre genétipos devido a boa escolha quanto aos
iniciadores (ALVAREZ-PEREZ et al., 2008). Na Holanda, ocorreu um surto hospitalar de
aspergilose e foi possivel através de da técnica de RAPD demonstrar que as cepas clinicas de
A. fumigatus ndo advinham de uma fonte comum dentro do hospital (LEEDERS et al., 1996).

Na década de 60, foi descoberto que bactérias possuem enzimas que clivam DNA de
organismos estranhos protegendo as células bacterianas de microrganismos invasores. Estas
enzimas, endonucleases de restricdo ou enzimas de restricdo, foram isoladas e purificadas
para o uso em pesquisas. Cada enzima ¢ capaz de reconhecer e clivar em uma sequéncia
especifica de DNA de fita dupla, chamada por sequéncia de reconhecimento ou sitio de
restricdo (SCHAEFER, 2006). A partir desse conhecimento foi criada a técnica Polimorfismo
no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP ou REA) que consiste no uso de enzimas
de restricdo para fazer a clivagem em sitios de DNA especificos com posterior comparacao
dos tamanhos de fragmentos gerados em gel de agarose ou poliacrilamida. E isso s6 ocorre
devido a diferencas na sequéncia de DNA entre cepas gerando padrdoes de comprimento do
fragmento de restri¢ao diferentes (SCHAEFER, 2006).

Em clivagem de DNA total com as enzimas Xhol e Sall, foi constatada uma
dificuldade devido a subjetividade na interpretagao dos padrdes de bandas, ja que muitas delas
apareceram fracas (LIN et al., 1995). Além disso, para realizar essa técnica ¢ necessario um
DNA de boa qualidade e em quantidade, além de grande quantidade da enzima de restrigdo.
Espécies e cepas diferentes podem ter padroes de bandas distintos devido ao polimorfismo na
sequéncia de DNA o que modifica o sitio de atuagdo das enzimas de restricdo. A técnica de
RFLP tem sido muito utilizada na epidemiologia de estudos clinicos causados por leveduras
(REAGEN et al., 1990; D’ANTONIO et al., 1998; McCULLOUGH et al., 1998; VAZQUEZ
et al., 1998).
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Através da técnica de RFLP foi enncontrado em um paciente internado na unidade de
terapia intensiva diferentes gen6tipos de Aspergillus fumigatus, 48 horas apds a internacao, no
entanto nao foi possivel constatar a contaminagdo ambiental na unidade hospitalar de
internacdo (BIRCH et al., 1995). O perfil de DNA gerado pela técnica de RFLP pode
distinguir cepas de A. fumigatus de diferentes origens, assim como as clinicas (BIRCH et al.,
1995). Para que seja tomada medida preventiva adequada quanto a surtos hospitalares
causados por A. fumigatus, ¢ necessario um delineamento epidemiologico com a possivel
detecgdo de multiplos isolados de DNA de A. fumigatus, assim como melhor amostragem
ambiental do hospital.

Apesar do poder discriminatério da técnica de RFLP ser razoavel, ela pode ser
subjetiva quanto a interpretacdo do padrdo de bandas. Pois essa técnica pode ter DNA
parcialmente clivado podendo confundir o resultado. Assim, para aumentar a discriminacao,
ela pode ser associada com hibridizagdo de sonda especifica (GOTTFREDSSON et al., 1998).
O desenho dessas sondas ¢ baseado em areas extremamente conservadas do genoma fingico e
na diferenga entre espécies do mesmo género, pois sdo espécie-especificas (FOX et al., 1989;
MITCHELL et al., 1994). O uso de sondas de hibridizagdo também tem sido 1til na
identificacdo epidemiologica de outras espécies do género Aspergillus, como A. flavus
(McALPIN; MANNARELLI, 1995).

Quanto ao grau de discriminagdo entre as cepas, a técnica de RAPD comparada a
técnica de RFLP, é menos demorada ¢ adequada para rastreamento rapido de um grande
numero de isolados. No entanto, RAPD ¢ uma técnica com baixa reprodutibilidade e por isso
pode haver diferengas entre as andlises quando realizadas em momentos e/ou lugares distintos
(GOTTFREDSSON et al., 1998).

Virios estudos epidemioldgicos utilizando técnicas moleculares t€m demonstrado que,
freqlientemente, a infeccdo por Aspergillus fumigatus em humanos ocorre como resultado da
aquisi¢ao do fungo de fonte exdgena (REISS et al., 1998). No entanto, estudos recentes tém
demonstrado uma incorreta identificagdo baseada somente na morfologia de A. fumigatus.
Balajee et al. (2006) identificaram que das 50 cepas previamente descritas como A. fumigatus,
apenas 30 dessas eram dessa espécie segundo a técnica de PCR-RFLP. Também através dessa
técnica molecular com isolados de Aspergillus secdo Fumigati foi possivel discriminar cepas
de A. fumigatus (STAAB et al., 2009) daquelas muito proximas morfologicamente dessa
espécie.

2.7 Aplicacao de Analise Estatistica Multivariada

Para estudar a relacdo entre duas ou mais variaveis, ¢ possivel utilizar métodos
estatisticos multivariados. Em termos gerais, as andlises multivariadas se referem a todos
aqueles métodos estatisticos que analisam simultaneamente multiplas medidas (mais de duas
variaveis) de cada individuo. Os métodos estatisticos multivariados mais utilizados em
estudos biotecnologicos sdo as distdncias genéticas, os coeficientes de similitude,
dendogramas e conglomerados (MARTINEZ, 1995).

O agrupamento de objetos multivariados ¢ frequentemente utilizado como método
exploratério de dados a fim de obter maior conhecimento sobre a estrutura das observacdes
e/ou variaveis do estudo. Quando se dispdoe de numerosas varidveis para realizar o
agrupamento, ¢ comum utilizar (antes das analises de conglomerados) técnicas de reducdo de
dimensdo, tal como Anélise de Componentes Principais (ACP), para obter um numero menor
de variaveis capazes de expressar a variabilidade dos dados.

A ACP ¢ uma técnica estatistica que sintetiza a informacdo, ou seja, constroi novas
variaveis que ¢ resultado da combinagdo linear das variaveis originais, reduzindo assim seu
nimero e analisando-as como componentes para a explicacdo de um todo (SANTOS, 2002).
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Com a ACP ¢ construido eixos artificiais (componentes principais) que permitem obter
graficos de dispersdo de observagdes e/ou variaveis com propriedades Otimas para a
interpretacdo da variabilidade e co-variabilidade subjacente.

Os graficos mais utilizados na Andlise de Componentes Principais s3o os Biplot,
propostos por Gabriel (1971), que mostram as observacdes e varidveis no mesmo grafico,
entdo, ¢ possivel fazer interpretagcdes sobre as relagdes conjuntas entre observagdes e variaveis
(INFOSTAT, 2008).

A Analise de Conglomerados ¢ uma técnica multivariada que se utiliza para agrupar
observagdes varidveis ou entidades de um conjunto de dados baseadas nas suas semelhancas
ou diferencas. Esta tem como finalidade colocar os objetos em grupos ou clusters como
sugerem os dados, “a priori” ndo definida, de modo que os objetos de um determinado grupo
tendem a ser semelhantes em alguns aspetos e objetos em diferentes grupos tendem a
diferentes (SANTOS, 2002).

Outra opgdo para a analise de um conjunto numeroso de variaveis ¢ a Analise de
Correlagdes Candnicas (ACC) (HOTELLING, 1936), que considera variaveis dependentes e
independentes para determinar uma relag@o linear entre dois grupos de varidveis métricas. A
ACC fornece uma medida da correlagdo entre uma combinacdo linear das variaveis de um
grupo, com uma combinag¢ao linear das variaveis no outro conjunto.

Rinyu et al. (1995) compararam cepas de A. fumigatus obtidas de cole¢des de
diferentes paises quanto as suas caracteristicas morfologicas, perfil de isoenzimas e
polimorfismo de DNA utilizando métodos de analise multivariada. Os resultados indicaram
que as cepas exibiram grande variabilidade de morfologia de coldnias e taxa de crescimento
em temperaturas diferentes, porém apresentaram semelhancas quanto a micromorfologia
(RINYU et al., 1995). A técnica de polimorfismo de DNA ao acaso (RAPD) foi mais eficiente
que a técnica obtida pelo perfil de isoenzimas para a caracterizacdo de cepas de A. fumigatus
(RINYU et al., 1995). De acordo com os dendogramas obtidos pela técnica de RAPD e o
perfil de isoenzimas houve uma boa correlacdo, porém ndo se correlacionaram com a
patogenicidade, a producdo de pigmentos nem a origem geografica das cepas (RINYU et al.,
1995).

Outros estudos que aplicaram a estatistica multivariada permitiram a caracterizacao
fenotipica de cepas de diferentes origens, além da proposta de serem ferramentas promissoras
para a compreensdo adequada do significado funcional e ecoldgico da presenca de diferentes
cepas de um microorganismo em ecossistemas microbianos naturais. Gatti et al. (1999)
aplicaram a andlise de componentes principais (ACP) para discriminagdo entre dois grupos de
espécies de Lactobacillus helveticus utilizados como cultivos iniciadores para a produgdo de
queijos, e demonstraram a eficicia da ACP para distinguir cepas iniciadoras de diferentes
origens através de caracteristicas fenotipicas relacionadas com componentes protéicos da
parede celular (GATTI et al., 1999).

Recentemente, Frias de Ledn et al. (2011) realizaram estudos epidemioldgicos com
cepas de Aspergillus fumigatus de origem clinica humana de diferentes paises da América
Latina. Esses pesquisadores observaram que as cepas apresentaram diversidade fenotipica e
genotipica, e consideraram de grande importancia para a eficdcia no diagndstico e tratamento
das doencas causadas por esse fungo (FRIAS de LEON et al., 2011). Nesse estudo, foram
relacionadas: a variabilidade fenotipica, a origem geografica e caracteristicas genotipicas, e as
cepas originarias do Peru mostraram caracteristicas fenotipicas que permitiram separa-las
claramente das demais (FRIAS DE LEON et al., 2011). A associagdo entre as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas foi significativa como demonstrado pela aplicacdo da andlise
multivariada (FRIAS DE LEON et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos e Condi¢oes de Cultivo

Foram utilizadas 53 cepas (Tabela 1) identificadas morfologicamente como
Aspergillus fumigatus pertencentes ao Nucleo de Pesquisas Micologicas e Mitoxicoldgicas
(NPMM). A colegao micoldgica do NPMM de A. fumigatus foi obtida através da inoculagdo
de trés discos de cultura contendo micélio de uma coldnia crescida em Agar Extrato de Malte
(MEA). Esses discos foram colocados em microtubos de 2,0 mL com Agar agua 0,2 % e
armazenados a -20 °C. Para a realizacdo dos estudos enzimatico e genotipico, essas cepas
foram ativadas pela inoculagdo em tubos com MEA por 7 dias a 30 °C.

Tabela 1: Cepas de Aspergillus fumigatus isoladas por origem

Origem Cepas do NPMM Numero
de cepas
Raci . AF06, AF08, AF11, AF15,
acao para aves AF17, AF19
Racgao para suinos AFO01, AF04
Alimento para Concentrado . 33cc, Slcc, 59¢cc
I consumo farelado para bovino 13
animal Polpa c1tr‘10a para YTec
bovino
Farelo de trigo para S6cc
bovino
Cevada, malte, AFO05, AF07, AF10, AF12,
II Cereais radicula AFl4, AFI8 13
A AF20, AF23, AF32, AF37,
1roz AF51, AF69, AF86
. . AF94, AF108, AF123, AF124,

I Silagem milho AF131 5
IV Silasem soreo AF104, AF105, AF120, AF133, 7
& & AF50/06, AF50/21, AF50/27
, - AF113, AF114, AF115, AF116,

V  Clinica humana AF117, AF118, AF119 7
VI  Clinica animal Mastite bovina AF87, AFSS, AF89, AP0, 8

AF91, AF92, AF93, AF122

3.2 Avaliacao da Capacidade de Producao de Gliotoxina por Aspergillus fumigatus

3.2.1 Producio de gliotoxina

ApoOs a ativacdo das cepas, essas foram mantidas a 4 °C até a pesquisa para a
capacidade de produg¢do de gliotoxina. De cada cepa crescida em MEA (7 dias, 30 °C), foram
retirados discos de agar contendo micélio (£ 5,0 mm de didmetro) e inoculados em frascos
Erlenmeyer (de 250 mL) com 100 mL de meio liquido Sacarose Extrato de Levedura (YES),
incubados por 2 dias, a 37 °C, a 1400 rotagdes por minuto (rpm).
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3.2.2 Extraciao, deteccdo e quantificacio de gliotoxina produzida por Aspergillus
Sfumigatus através de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

As culturas crescidas em YES foram filtradas em papel filtro Whatman N° 1. O
filtrado foi extraido em agitacdo por 10 min com 50 mL de cloroférmio, as fragdes de
cloroféormio foram combinadas e evaporadas até a secura em um rotacvaporador. Os extratos
secos foram armazenados a - 20 °C, e posteriormente ressuspendidos em 200 pL da fase
movel para andlise de gliotoxina por CLAE.

O aparelho de CLAE utilizado foi um Perkin Elmer série 200 equipado com
amostrador automatico conectado a uma pré-coluna Nucleosil C18 e coluna Phenomenex
Luna C18 fase reversa (150 x 4.6 mm, 5 pm, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA), usando
um sistema isocratico de solventes: 75% (1% acido acético em agua) e 25% acetonitrila. A
coluna foi lavada durante 5 minutos com 95% de acetonitrila, seguido por 5 min de
estabilizagdo nas condi¢cdes da corrida citadas anteriormente. O tempo de retengdo da
gliotoxina foi de 6,10 min, a detec¢do foi feita em 254 nm e em fluxo de 2 mL/min. Os limites
de deteccao foi de 0,2 pg/g e o de quantificagdo foi de 0,5 pg/g.

3.2.3 Analise Estatistica

Foi feita comparacdo das médias de producdo de gliotoxina de acordo com as distintas
origens através da Andlise de Variancia (ANOVA). Foi realizado o Teste de Diferenca
Minima Significativa (DMS ou LSD) de Fischer ao nivel de significancia a = 0.05.

3.3 Deteccao de Enzimas Produzidas por Aspergillus fumigatus
3.3.1 Producao de amilase

As cepas foram avaliadas quanto a sua capacidade em produzir amilase, através da
inoculacdo de amido soluvel no meio de cultivo em tubo de ensaio. A incubacao foi efetuada
a 30 °C durante sete ¢ 14 dias. Para a determinagdo da atividade amilolitica foi utilizado
solugdo de lugol em meio liquido. Apos a adigdo de lugol se a coloragdo formada fosse azul
indicava que ndo houve hidrélise, e quando ficava incolor indicava que a hidrolise foi total
(CRUZ, 1985).

Aos 14 dias também foi verificada a produgdo de agucar redutor através do reativo de
Fehling e a producdo de 4cidos foi observada pela adi¢do de solugdo alcoolica a 1,6% de azul
de bromotimol. Foi retirada uma aliquota do meio enriquecido com amido e colocada em um
tubo de ensaio para adicdo das solucdes A e B do reativo de Fehing, o tubo de ensaio com
essa mistura foi aquecido. Quando havia formac¢do de um precipitado vermelho tijolo, a
amostra era positiva para presenca de actcar redutor, e se fosse negativa o liquido permanecia
azul que ¢ a cor do reativo de Fehling (Figura 1). Foi retirada uma aliquota do meio
enriquecido com amido e colocada em um tubo de ensaio para adi¢do de gotas de 1,6% de
azul de bromotimol. Quando havia formag¢do de uma coloragdo amarela indicava um pH
abaixo de 6,0, a cepa era positiva para presenga de acido. Cada teste foi realizado em um tubo
de ensaio diferente (CRUZ, 1985) (Figura 1).
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Figura 1: Presenca de acido: Na imagem A, presenca de 4cido pela cor amarela formada no
meio, apds a adicdo do azul de bromotimol. Na imagem B: presenc¢a de agucar redutor,
formacdo de um precipitado vermelho tijolo formado na presenga de agucar redutor
depois da adi¢do do reativo de Fehling e aquecimento do tubo.

3.3.2 Producio de lipase

As cepas foram testadas quanto a capacidade em produzir lipase pelo método
colorimétrico no Agar Spirit Blue enriquecido com tributirina, que ¢ um trigliceridio, fonte de
lipidio do meio (Difco  Spirit Blue Agar ¢ Difco  Lipase Reagent) (STARR, 1941). A
producdo de lipase foi aferida de duas formas: através da mudanga da cor do meio, ja que
meio Spirit Blue era azul e se tornava transparente se a cepa produzisse lipase; e pela
forma¢do de um halo translicido ao redor da coldnia que foi medido com régua (Figuras 2 e
3). A incubagdo foi feita a 30 °C e a medicao do halo foram realizadaas apos cinco dias da
inoculagdo. Spirit Blue ¢ o corante presente no meio, quando havia hidrélise de lipidio o meio
que era azul se tornava incolor pela alteracao do pH.

Figura 2: Producao de lipase. Agar Spirit Blue. A placa A, € o controle negativo, ndo foi
inoculado. A placa B foi inoculada com uma cepa de Aspergillus fumigatus e foi
positiva para producao de lipase, pois 0 meio esta incolor.
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Figura 3: Agar Spirit Blue. Produgdo de lipase. Formagao de halo translicido ao redor da
coldnia nas duas placas inoculadas com cepas de Aspergillus fumigatus.

3.3.3 Producéao de celulase

A verificagdo da produgdo de celulase foi feita através da inoculagdo das cepas no
meio de cultura Omelianski acondicionado em tubos de ensaio com rosca (isento de fonte de
carbono), suplementado por uma tira de papel de filtro estéril, introduzida no meio apods a
inoculaga. Os tubos, incubados a 30 °C, foram observados semanalmente durante um periodo
de trés semanas (21 dias), a leitura foi realizada com 7, 14 e 21 dias. A producdo da celulase
foi considerada positiva quando houve degradacdo da tira de papel e/ou observagdo de
conidios na fita, ja que nesse teste a unica fonte de carbono era o papel filtro (CRUZ, 1985)
(Figura 4).

Ap6s 21 dias de incubagdo, o reativo de Fehling foi utilizado para aferi¢do da presenca
de agucares redutores e foi utilizado o azul de bromotimol para verificar a presenga de acido
(CRUZ, 1985). Uma aliquota do meio Omelianski foi retirada e colocada em um tubo de
ensaio para adigdo das solugdes A e B do reativo de Fehling, o tubo de ensaio com essa
mistura foi aquecido. Se houvesse formacao de um precipitado vermelho tijolo, a amostra era
positiva para presenc¢a de agucar redutor, e quando negativa o liquido permanecia azul que era
a cor do reativo de Fehling. Também foi retirada uma aliquota do meio Omelianski e colocada
em um tubo de ensaio para adi¢do de gotas de 1,6 % de azul de bromotimol, quando havia
uma coloracdo amarela indica pH abaixo de 6,0, que significava presenca de acido (Figura 1).

Também para verificagdo da produgcdo de celulase foi utilizado o Agar
Carboximetilcelulose (CMC) (COURI; FARIAS, 1995) com uma unica fonte de carbono o
carboximetilcelulose. Cada cepa foi inoculada em duplicata em placa com Agar CMC e apos
5 dias de incubagao a 30°C, foi verificada a presenca de um halo translucido ao redor da
colonia apds aplicacdo de vermelho congo 0,1 % e lavagem com solugdo salina (COURI;
FARIAS, 1995). Quando havia a formacao do halo, ele era medido com régua e a producdo de
celulase era considerada positiva (Figura 5).

19



Figura 4: Meio liquido Omelianski com papel filtro para verificagdo da produgao de celulase.
Na imagem A, formacdo de conidios no papel filtro sendo essas cepas produtoras de
celulase, no ultimo tubo ndo h4 conidios na fita, ndo foi inoculado com cepa de
Aspergillus fumigatus (controle negativo). Na imagem B, no primeiro tubo houve
rompimento do papel filtro, cepa positiva para producdo de celulase, o segundo tubo ¢
o controle negativo.

e

A

Figura 5: Placas com Agar CMC coradas com vermelho congo, producdo de celulase.
Imagem A: placa inoculada com cepa de Aspergillus fumigatus produtora de celulase,
formagdo de halo amarelo ao redor da coldnia. Imagem B: placa inoculada com cepa
de Aspergillus fumigatus produtora de celulase, formacao de halo amarelado ao redor
da coldnia, porém menor que na placa da imagem A.

3.3.4 Producio de gelatinase
As cepas foram analisadas quanto a capacidade em produzir gelatinase através do
meio gelatina nutriente esterilizado por tindalizagdo. Foi realizada inoculagdo do fungo com

agulha de platina na profundidade de 5,0 cm, e os resultados eram observados apds incubagao
(30°C) por sete e 14 dias. A cepa foi considerada positiva para producio de gelatinase apos
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sete e 14 dias, quando ao verter o tubo parte do meio de cultura estivesse liquefeita (CRUZ,
1985), ap6s incubagdo por uma hora (4 °C).

3.3.5 Producao de caseinase

As cepas foram analisadas quanto a sua capacidade em produzir caseinase através do
Agar leite, que continha na sua composi¢cdo leite em pd desnatado. As placas foram
inoculadas e incubadas (30 °C) por cinco dias com medi¢do de halo translicido formado ao
redor da colonia fingica quando a cepa era produtora de caseinase (CRUZ, 1985) (Figura 6).

Figura 6: Placas de Petri com Agar leite. Imagem A: placa inoculada com cepa de
Aspergillus fumigatus produtora de caseinase, formagdo de halo translucido ao redor
da colonia. Imagem B: placa inoculada com cepa de Aspergillus fumigatus nao
produtora de caseinase.

3.4 Correlacio entre Variaveis Enzimaticas, Producao de Gliotoxina e Diferentes
Origens das Cepas de Aspergillus fumigatus

Foi realizada analise multivariada descritiva, uma vez que as dezessete variaveis
avaliadas podem ou ndo se correlacionar entre si e com as distintas origens das cepas. A
Analise de Componentes Principais (ACP) foi utilizada para obtengdo de um niimero menor
de variaveis. Primeiramente, foi realizada a Correlacdo de Pearson entre as variaveis em que
os valores de p < 0,05 foram considerados significativos, indicando uma correlagdo entre as
varidveis. Assim, as variaveis que se correlacionam se comportam de maneira semelhante no
estudo e por isso podem ser excluidas de estudos posteriores (ACP), obtendo-se menor
dimensao de variaveis (Tabela 2).
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Tabela 2: Varidveis qualitativas com suas respectivas siglas e significados

Variaveis Siglas Interpretacio Modalidades
HAs com 7 dias +ou -
HAq com 14 dias + ou -
AATS presenga de agucar redutor, +ou-
~ . 7dias
Producao Amilse p
presenca de acucar redutor,
AArq . +ou-
14 dias
AAs Presencga de acido, 7 dias +ou -
AAq Presenca de acido, 14 dias + ou -
~ . HGs Com 7 dias +ou -
Producio Gelatinase HGq Com 14 dias T ou-
HCs Com 7 dias +ou -
HCq Com 14 dias + ou -
HCv Com 21 dias + ou -
Producio Celulase CAr Presenca de agticar redutor +ou -
CA Presenca de 4cido +ou -
VG Vermelho congo, formagao +ou-
de halo
Produgio Lipase HPh }(13;? > dias, formagdo de +ou-
Producio Caseinase HCAS l?:lr;l > dias, formagdo de +ou -
Producio de Gli + ou nao
gliotoxina detectdvel

3.5 Caracterizaciao Genotipica de Aspergillus fumigatus
3.5.1 Extracio de DNA total das cepas de Aspergillus fumigatus

a) Producio de biomassa fungica

Para a obten¢do de micélio, esporos de cada cepa de A. fumigatus foram inoculados
em 50 mL de Caldo Wickerman estéril em Erlenmeyer com capacidade para 120 mL e
incubado (30 °C) por trés dias a 150 rpm (rotagdes por minuto). O micélio formado foi
filtrado em filtro de papel, lavado com 4dgua destilada estéril, seco com papel absorvente e
armazenado em papel aluminio a -20 °C. O tempo entre o armazenamento dos micélios e a
extracdo de DNA foi até sete dias do congelamento.

b) Extracido de DNA total

Para extracdo do DNA total, 200 a 300 mg de micélio fungico foram transferidos para
microtubos de 2,0 mL contendo 200 mg de pérolas de vidro (425 a 600 um de didmetro,
Sigma-Aldrich®™), 600 pL do tampdo de extracdo (TrisHCl 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM
pH 8,0; NaCl 1,4 M) acrescido de 50 pg/mL de proteinase K (Sigma—Aldrich®) e 7 uL de B-
mercaptoetanol. Estes foram agitados em vortex por trés minutos e incubados em banho-
Maria (50 °C) por 30 min. Foi adicionado brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) para
concentragio final fosse 2 %, seguido de incubagdo (65 °C) por 30 min. Apds este periodo, os
microtubos foram centrifugados a 12396 g por 10 min, e o sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo. Para desproteiniza¢do, o mesmo volume de fenol:cloroformio (1:1) foi
adicionado, seguido de uma homogeneizacdo por 2 min e centrifugacdo a 12396 g por 10
min. A fase superior foi transferida para um novo microtubo e foi adicionado o mesmo
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volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguido de uma homogeneiza¢do por 2 min e
centrifugacdo a 12396 g por 10 min. Para precipitagdo, a fase superior foi transferida para
um novo microtubo, e foi adicionado acetato de amonio para que a concentracao final fosse
de 2,5 M e o mesmo volume de isopropanol gelado, seguido de incubacao (20 °C) por 2 h.
Posteriormente, os microtubos foram centrifugados (12396 g por 30 min), o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi lavado com etanol 70 %. Depois de seco a temperatura ambiente
em uma capela de exaustdo, os sedimentos foram ressuspendidos em 50 pL de agua ultrapura
e armazenados a -20 °C.

Para quantificagcdo do DNA total, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Apds a corrida, o gel foi
visualizado sob transluminador UV e as imagens foram digitalizadas em um sistema de foto
documentacao (Gel Doc™ EQ BIO-RAD Laboratories®). A estimativa da concentragdo de
DNA foi feita por comparagcdo com o padrao de intensidade de banda do marcador Lambda
(M) (Promega®), nas concentragdes de 25 ¢ 50 ng e a qualidade determinada pela auséncia de
rastro ao longo do gel.

3.5.2 Analise in silico de perfis de restricao

Sequéncias do gene benA, que codifica a proteina B-tubulina, disponiveis no Banco de
Dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) de trés espécies Aspergillus
fumigatus, Neosartorya udagawae e Aspergillus lentulus foram selecionadas para andlise in
silico da clivagem com as enzimas de restricdo: Beel, Mspl, Hinfl e Sau3AI devido a grande
semelhanca morfoldgica. Os sitios de reconhecimento e clivagem de cada enzima de restri¢ao
utilizada foram descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Sitios de reconhecimento e clivagem de cada enzima de restri¢ao

Enzima de restricdo  Sitio de reconhecimento de corte
5-CCATC(N),"-3"

Becl 3'- GGTAG(N),"-5"
Hin S eTNAAGS
Mspl 76 Ge0s
Sau3 Al g::;gﬁgfg:

3.5.3 PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism)

O gene benA, que codifica uma B-tubilina foi amplificado utilizando os primers tubl
(5"-AATTGGTGCCGCTTTCTGG-3") e Ptub2 (5-AGTTGTCGGGACGGAATAG-3")
(STAAB et al., 2009). As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL,
contendo tampao da Tag DNA polimerase 1X, 2,0 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada dNTp, 0,4
mM de cada primer, 1 U de Dream Taq DNA polimerase (FERMENTAS®) e 10 ng de DNA
total. As amplificacdes foram conduzidas segundo os seguintes parametros: desnaturacao
inicial de 94 °C por 2 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 45 s,
seguida de uma elongagdo final a 72 °C por 5 min.

Os produtos de PCR foram clivados com as enzimas de restricdo Hinfl, Mspl e Sau3Al
(Promega®). As reacdes de clivagem foram realizadas em volumes de 15 uL, contendo 10 pL
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do produto do PCR; tampao especifico para cada enzima 1X, 0,1 pg/uL de BSA (Bovine
Serum Albumin) e 0,5 U da enzima de restrigdo. As reagdes foram incubadas no
Thermomixer (Eppendorf ®) a 37 °C por 2 h.

Os fragmentos de DNA foram visualizados apos corrida eletroforética em géis de
agarose a 3,0 % e de poliacrilamida a 12 %, corados em solucdo a 0,5 pg/mL de brometo de
etidio, e os tamanhos foram estimados por comparagdo com o marcador GeneRuler 50 bp
DNA ladder (FERMENTAS®).

A observacao do padriao de bandas no gel foi utilizada para construcdo de uma matriz
binaria (1 = presenga de banda; 0 = auséncia de banda). A partir dessa matriz, foi calculada a
dissimilaridade entre os isolados utilizando-se o complemento do indice de Jaccard para
posterior agrupamento dos isolados pelo método UPGMA (CRUZ, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da Capacidade de Producio de Gliotoxina pelas Cepas de Aspergillus
fumigatus

Foi possivel detectar a producao de gliotoxina em todas as cepas isoladas de silagem de
milho (5/5), clinicas humana (7/7) e clinicas de animal (8/8). Enquanto, 92 % (12/13) das
cepas isoladas de cereais, 84 % (11/13) de ragdo animal e 71 % (5/7) das cepas de silagem de
sorgo produziram quantidade detectavel de gliotoxina através da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) (Tabelas 4 ¢ 9).

Tabela 4: Produgdo de gliotoxina por cepas de Aspergillus fumigatus de diferentes origens

Gliotoxina (ng/g)
Origem Cepas Mediana V’al.or V’a!or
maximo minimo

AF06, AF08, AF11, AF15,
Ragao animal AF17, AF19, AF01, AF04, 4,3 29,6 0,6
27cc, 33cc, Slcc, 56¢c, 59¢cc
AF05, AF07, AF10, AF12,
AF14, AF18, AF20, AF23,

Cereais AF32, AF37, AF51, AF69, 41 21,7 0.8
AF86
. . AF94, AF108, AF123, AF124,

Silagem milho AF131 12,9 57,8 0,7

AF104, AF105, AF120,
Silagem sorgo AF133, AF50/06, AF50/21, 1,9 3,8 0,4

AF50/27

. AF113, AF114, AF115,
Clinica humana AF116, AF117, AF118, AF119 22,5 30,6 10,4
Clinica animal AF87, AF88, AF89, AF90, 3,1 5,2 2,2

AF91, AF92, AF93, AF122

Entre as distintas origens das cepas de Aspergillus fumigatus analisadas, todas as sete
cepas de origem clinica humana foram capazes de produzir gliotoxina, e seis dessas
produziram mais de 20 pg/g da toxina (Tabela 9). A gliotoxina foi previamente detectada em
pulmdes, e em soros de camundongos e de humanos infectados com 4. fumigatus (KUPFAHL
et al, 2006; LEWIS et al, 2005a).

Nao houve deteccdo da producdo de gliotoxina em apenas 9 % (5/53) das cepas, que
foram: duas cepas de silagem de sorgo (AF50/21, AF50/27), duas cepas de racdo animal
(51cc, 56¢c) e uma cepa de cereais (AF23) (Tabela 9). Lewis et al. (2005b) demonstraram que
isolados ambientais de A. fumigatus raramente produzem gliotoxina, em contraste com 0s
isolados clinicos. Porém, em estudo posterior foi demonstrada que a grande maioria (> 96%)
de ambos isolados (clinico e ambiental) sdo capazes de produzir essa toxina (KUPFAHL et
al., 2008), o que corrobora com esse estudo, ja que 91 % (48/53) das cepas testadas de
Aspergillus fumigatus foram capazes de produzirem quantidade detectavel da gliotoxina.

Ainda sobre a diferenga quanto a capacidade em produzir gliotoxina entre cepas
ambientais e clinicas, em compara¢do de transcriptomas de fungos patogénicos durante
infecgcdes de 6rgaos e tecidos, foi constatado que muitos genes envolvidos no metabolismo
primdrio de fungos patogénicos foram expressos diferentemente durante a infeccdo de
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humanos e plantas (CAIRNS et al., 2010), por isso os pesquisadores acreditaram haver uma
reprogramagdo fisioldgica quando se trata de fungos que invadem tecidos (CAIRNS et al.,
2010). Tal fato pode ser evidenciado com os resultados desse estudo, ja que todas as cepas
clinicas (humanas e de animal) foram capazes de produzir a gliotoxina, e aquelas isoladas de
amostras clinica humana foram capazes de produzir mais de 20 pg/g da gliotoxina, porém a
cepa AF94 (silagem de milho) foi a que apresentou maior producao de gliotoxina (57,8 ug/g)
(Tabela 9).

Os resultados da Analise de Variancia (ANOVA) indicaram que houve diferencas
significativas (p < 0.0001) entre os niveis de producdo de gliotoxina das diferentes cepas de
A. fumigatus segundo suas origens (Tabelas 5 e 6). Com o teste da diferenca minima
significativa (least significant difference (LSD) test) de Fisher foi demonstrado onde estavam
essas diferengas, assim as cepas isoladas de silagem de milho e as clinicas humanas foram as
que mais produziram gliotoxina (Tabelas 4 ¢ 6).

Tabela 5: Quadro de andlise da variancia (ANOVA) da producdo de gliotoxina pelas
diferentes cepas de Aspergillus fumigatus de acordo com suas origens
FV Gl SQ QM F p-valor
Origens 6 448,69 4,39 2692,13 0,0018

FV: fonte de variagdo, SQ: soma dos quadrados; glL: graus de
liberdade; QM: quadrado médio; F: F de Fisher; p-valor:
probabilidade.

Tabela 6: Teste da Diferengca Minima Significativa (DMS) de Fisher entre cepas de
Aspergillus  fumigatus 1isoladas de diferentes origens (LSD Fisher a = 0,05,
DMS=11,40018)

Origem Médias E.E LSD
Silagem sorgo 2,04 4,52 a
Clinica animal 343 3,57 a
Cevada, malte e radicula 7,81 4,13 a
Ragdo aves 8,85 3,37 a
Arroz 8,89 4,13 a
Clinica humana 22,82 3,82 b
Silagem milho 23,08 4,52 b

Médias com as mesmas letras ndo sdo significativamente diferentes (p< 0.05),
E.E: erro padrio.

A gliotoxina tem sido citada em muitos estudos sobre Aspergilose Invasiva como fator de
viruléncia para Aspergillus fumigatus (SUTTON et al., 1994; WARING et al., 1991;
MULLBACHER et al., 1988). Cepas de 4. fumigatus que produzem quantidades elevadas de
gliotoxina sdo mais virulentas que aquelas com baixa capacidade de producdo da toxina
(REEVES et al., 2004). Em concordancia com o conceito da viruléncia, a cepa que produz
maior quantidade de gliotoxina tem melhorada sua capacidade em invadir tecido, e nesse
estudo 86 % (6/7) das cepas clinicas humanas produziram mais de 20 pg/g de gliotoxina
(Tabela 9). A correlacdo entre a producao de gliotoxina e a viruléncia de 4. fumigatus também
foi constatada em estudo in vitro com larvas de Galleria mellonella, uma vez que, as cepas
com maior produ¢do da toxina foram capazes de causar maior mortalidade das larvas
(REEVES et al., 2004).

Na Argentina, cepas isoladas de alimentos para gado, cavalos e animais de estimagao
foram capazes de produzir gliotoxina (PENA et al., 2010). Essa toxina também foi constatada
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nesse estudo e ela pode afetar a saude e a produtividade animal, além disso, ha riscos de
contaminagdo para os trabalhadores rurais durante de manipulagcdo e armazenamento desses
alimentos contaminados (PENA et al., 2010).

Com base em dados in vitro, a produgdo de gliotoxina in vivo sugere que 0 acesso a
acucares fermentéaveis estimula a produgdo desta toxina pelo 4. fumigatus (WILLGER et al.,
2009). E tal fato pode ter sido constatado nesse estudo, ja que o agucar redutor foi detectado
em 70 % (37/53) das cepas que produziram amilase (Tabela 9). E dentre essas cepas 86 %
(6/7) das de origem clinica humana foram capazes de produzir mais de 20 pg/g de gliotoxina
(Tabela 9).

4.2 Analise Enzimatica de Cepas de Aspergillus fumigatus de Diferentes Origens
4.2.1 Producio de amilase

Foi feita uma verificagdo quanto ao pH do meio liquido enriquecido com amido
soluvel onde as cepas foram inoculadas para o teste de produgdo de amilase, através da
solugdo de bromotimol em que ao adicionar uma a duas gotas dessa solu¢do no meio, na
presenca de acido, o liquido se corava em amarelo (Figura 1). Em nenhuma inoculacido das
cepas de Aspergillus fumigatus foi obtida essa coloragdo, ou seja, ndo houve produgdo de
acido no meio (Tabela 9).

A glicose quando reage com o iodo ¢ é aquecida forma um precipitado vermelho
tijolo, e nesse estudo foi possivel verificar que aos 14 dias um niimero maior de cepas testadas
para presenca de agucar redutor apresentou esse composto (Tabela 7), sendo que 100% (7/7)
das cepas clinicas humanas o apresentaram, enquanto apenas 23% das cepas de alimento
destinado ao consumo animal obtiveram o mesmo composto (Tabelas 7 e 9, Figura 1). A
presenca de acticar redutor sofreu influéncia do tempo, j4 que cepas que ndo apresentaram
acucar redutor aos sete dias, a presenga do composto foi constatada aos 14 dias, isso ocorreu
em 86% das cepas de silagem de sorgo, 100% de clinicas humanas e 75% das cepas isoladas
de amostras clinica animal (Tabelas 7 ¢ 9).

Tabela 7: Hidrolise de amido por cepas de Aspergillus fumigatus de diferentes origens

Hidrolise amido (%)*

Origem das cepas Positivas para hidrolise Presenca de acucar redutor
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Racao animal 9/13 (69) 13/13 (100) 1/13 (8) 3/13 (23)

Cereais 10/13 (77) 13/13 (100) 3/13 (23) 10/13 (77)
Silagem milho 6/7 (86) 7/7 (100) 2/7 (29) 5/7(71)
Silagem sorgo 7/7 (100) 7/7 (100) 0/7 6/7 (86)
Clinica humana 5/7 (71) 7/7 (100) 0/7 7/7 (100)
Clinica animal 6/8 (75) 7/8 (88) 0/7 6/8 (75)

*N/N;: N nimero de cepas positivas e N; nimero de cepas testadas.

4.2.2 Producao de celulase

Todas as cepas testadas quanto a formacao de conidio no papel filtro para hidrdlise de
celulose foram positivas (Tabela 9 e Figura 4), com excecdo de uma cepa de racdo animal
(27cc), isolada de polpa citrica para o consumo de bovino leiteiro. Tal resultado corrobora
com estudo realizado em 2001, que das 15 cepas de Aspergillus fumigatus testadas para a
produgdo de celulase extracelular todas foram capazes de produzir essa enzima quando
testadas em papel filtro imerso em Agar Czapek (KRIKSTAPONIS et al., 2001).
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Apenas uma cepa isolada de cereais (AF07) apresentou o pH acido no Meio
Omelianski (Tabela 9 e Figura 1).

Tabela 8: Hidrolise de celulose pelo teste de Vermelho Congo, deteccdo de agucar redutor no
meio Omelianskii apds 21 dias; e hidrolises de lipidio, caseina e gelatina por cepas de
A. fumigatus isoladas de diferentes origens

Hidrdélise (% positivas)

Origem das Celulose L. B .
cepas Pres’eng:a Vermelho Lipidio Caseina Gelatina
Acucar congo (CMC)
redutor 7 dias 14 dias
Ragdo animal 1/13 (8) 6/13 (46) 12/13 (92) 2/13 (15)  5/13 (39) 7/13 (54)
Cereais 7/13 (54) 12/13 (92) 13/13 (100)  3/13 (23) 4/13(31) 8&/13(62)
Silagem milho 3/5 (60) 4/5 (80) 5/5 (100) 1/5 (14) 4/5 (80)  5/5(100)
Silagem sorgo 4/7 (57) 6/7 (86) 7/7 (100) 0 1/7 (14) 5/7 (71)
Clinica humana 3/7 (43) 7/7 (100) 7/7 (100) /7 (14) 6/7 (86)  7/7 (100)
Clinica animal 5/8 (63) 8/8 (100) 8/8 (100) 3/8 (38) 8/8 (100) &/8 (100)

*N/N;: N numero de cepas positivas e N; nimero de cepas testadas.

Também foi utilizado o Agar carboximetilcelulose (CMC) para verificar a producao
de celulase (Tabela 8). Essa verificagao foi realizada através da formagao de um halo amarelo
ao redor da coldnia apods coloragdo com uma solucdo de vermelho congo que era colocada na
placa e depois lavada com uma solug¢do salina. Assim, quando havia a formagdo do halo
amarelo este era medido e a cepa era considerada positiva para producdo de celulase (Figura
5).

Dez cepas ndo apresentaram o halo apds a coloracdo com o vermelho congo, sendo
negativas para a producdo de celulase (Tabelas 8 ¢ 9), dessas cepas positivas todas aquelas
isoladas de amostras clinicas (tanto humana quanto animal) produziram celulase pelo teste
com o Agar CMC (Tabelas 8 ¢ 9). Quarenta e uma cepas formaram halo amarelo com até 2,0
mm de espessura, uma cepa de cereais (AF37 — arroz) e uma de racao animal (27cc)
apresentaram halo de 6,0 mm e 10,0 mm, respectivamente (Tabela 9).

4.2.3 Producio de lipase

Em estudo para avaliar a producdo da lipase extracelular por cepas de Aspergillus
fumigatus foi constatado que com 5 dias, 87% das cepas foram capazes de produzi-la,
enquanto que aos 28 dias de teste todas foram capazes de produzir essa enzima
(KRIKSTAPONIS et al.,, 2001). A medi¢do do halo translicido realizada neste estudo
também foi realizada aos 5 dias, e 98 % (52/53) das cepas estudadas foram positivas, apenas
uma cepa (AF15) foi negativa, isolada de ragdo animal destinada a aves (Tabelas 8 ¢ 9). Halo
de até 2,0 mm foi obtido em vinte e seis cepas (49%), dezesseis cepas (30%) obtiveram halo
de 3,0 a 5,0 mm (Tabela 9). Boa producao de lipase foi obtida de dez cepas (19 %) com halo
maior que 5,0 mm, dentre elas estavam: uma de ragao animal (com 10,0 mm, isolada de polpa
citrica 27cc), cinco cepas isoladas de cereais (arroz), duas isoladas de silagem de milho e duas
de sorgo (Tabela 9 e Figura 7).
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®1,0-2,0mm (49%) #3.,0-5,0mm (30%) ®>5,0 mm (19%)

Figura 7: Porcentagens das cepas segundo os valores dos halos de hidrolise de lipidio
(mm).

Quando se trata de cepas clinicas, devido a falta de nutrientes que pode ocorrer no
local de infecg¢@o ha ativacdo do ciclo do glioxilato para obtengdo de hidratos de carbono a
partir dos lipidios disponiveis no ambiente (WILLGER et al., 2009). Tal fato foi corroborado
neste estudo, ja que todas as cepas clinicas na presenca da fonte lipidica como unica fonte de
carbono foram capazes de produzir lipase. No entanto, esse dado pode ser extrapolado para as
cepas de todas as origens, uma vez que foi obtido producao da lipase por 98 % (52/53) das
cepas (Tabelas 8 ¢ 9).

4.2.4 Producio de gelatinase e caseinase

Quanto a producao da caseinase, 21 % (11/53) das cepas foram positivas (Tabelas 8§ e
9), dentre as cepas isoladas de amostra clinica animal (mastite bovina) estas foram as que
mais se apresentaram positivas (3/8) para a producao da caseinase (Tabela 8), o que pode ter
uma correlagdo direta, ja que essas cepas foram isoladas do ubere da vaca com mastite bovina
e se trata de um micro-ambiente rico nessa proteina (Figura 6).

As cepas isoladas de origem clinica, tanto animal quanto humana, foram as que mais
apresentaram capacidade em produzir gelatinase (Tabelas 8 e 9). Quando ocorre falta de
nutrientes no local de infec¢do (tecido do hospedeiro), ela pode ser compensada pela
degradacdo de proteinas para aquisicdo de aminoéacidos e biossintese de proteinas (WILLGER
et al., 2009). Além disso, € provavel que Aspergillus fumigatus obtenha nutrientes in vivo a
partir da destruicdio de tecidos do hospedeiro (WILLGER et al., 2009). Essa funcao
proteolitica foi constatada pelas cepas de origem clinica desse estudo, e pode estar relacionada
ao fato de se tratarem de cepas invasivas que apresentaram atividade proteolitica o que facilita
a invasao e colonizag¢ao tecidual.

29



Tabela 9: Resultados obtidos da anélise enzimatica e da producgdo de gliotoxina (ng/g) das cepas de Aspergillus fumigatus *

Origem Cepas Producio amilase (HA) HG Producio celulase (HC)

AArs AArq AAs AAq HAs HAq HGs HGq HCAS HCv CAr CA VG HPh Gl

AF06 - - - - Parcial Total - + - + - - - 0,3 5,1

AF08 - - - - Total  Total + + + ++ - - - 0,2 2,9

AF11 - - - - Total  Total + + - ++ - - - 0,2 4,5

AF15 - - - - Total Total - - - ++ - - - 0,2 4,6

AF17 - - - - Parcial Total - - - ++ - - - - 1,9

Raci AF19 - + - - - Total ++ o+t - ++ + - 0,1 0,3 2,2
A ;‘l‘;';‘gl AF01 - - - - - Total - - . ++ ; . - 0,5 296
AF04 - - - - Total Total - + - ++ - - 0,1 0,1 27,8

27¢cc - - - - Parcial Total ++ ++ + - - - 1,1 1,0 1,2

33cc - + - - - Total - - - ++ - - 0,1 0,1 0,6

Slcc - - - - Total Total + + - + - - 0,1 0,4 Nd

56c¢cc + + - - Parcial Total - - - ++ - - 0,1 0,4 Nd

59cc - - - - - Total - - - ++ - - - 0.4 4.4

AF05 - + - - - Total - + - + - - 0,2 0,1 43

AF07 + + - - Total Total - - - + + + - 0,3 20,1

AF10 - - - - Parcial Total - - - + + - 0,1 0,3 0,8

AF12 - - - - Parcial Total - - - + + - 0,2 0,2 1,6
AF14 - + - - - Total - - - ++ - - 0,1 0,1 18,0

Cereais AF18 + + - - Parcial Total - + + ++ + - 0,2 0,3 2,0
AF20 - + - - Total  Total + + + ++ + - 0,2 0,8 21,7

AF23 - - - - - Total - + - ++ + - 0,1 0,6 Nd

AF32 - + - - Parcial Total - + + ++ - - 0,2 0,2 12,1

AF37 + + - - Total  Total ++ ++ - + - - 0,6 0,5 11,1

AF51 - + - - Parcial Total + + - ++ + - 0,2 0,6 3,2

AF69 - + - - Parcial Parcial - - - ++ - - 0,1 0,8 3,8

AF86 - + - - Total Total ++ ++ - ++ - - 0,2 0,7 1,4




Tabela 9: Contin.

AF94 + + - - Total Total + + - ++ - - - 0,6 57,8
1 AF108 + + - - Total Total - + - + + - 0,1 0,3 0,7
Sl‘\;lglf(‘)“ AF123 S+ - h Total T -+ - - 01 02 312
AF124 -+ - - Total Total + ++ - + - - 01 0,4 12,9
AF131 - + - - Parcial Parcial + ++ - ++ + - 0,1 0,8 12,9
AF104 -+ - - Total Total - + + ++ + - 0,2 0,6 1,9
AF105 -+ - - Total Total - + - += + - 02 0,6 3,0
Silagem AF120 -+ - - Total Total - - - ++ - - - 0,3 1,1
Sorgo AF133 -+ - - Total Total - - - + + - 0,1 0,2 3,8
AF50/06 -+ - - Total Total - + - ++ + - 02 0,2 0,4
AF50/21 -+ - - Total Total - + - +=+ - - 0,1 0,2 Nd
AF50/27 - - - - Total Total ++ + ++ - - 02 0,2 Nd
AF113 -+ - - Total Total + 4+t - + + - 02 0,2 254
AF114 -+ - - Total Total - + + += - - 02 0,1 10,4
AF115 -+ - - - Total + + - ++ - - 0,1 0,1 22,5
Clinica Humana AF116 -+ - - Total Total + + - ++ - - 0,1 0,1 29,6
AF117 -+ - - - Total + + - + - - 0, 0,2 30,6
AF118 -+ - - Parcial Total + + - ++ + - 0,1 0,1 21,1
AF119 -+ - - Total Total + + - + + - 0,1 0,1 20,2
AF87 -+ - - - - ++ o+ + ++ o+ - 0, 0,3 2,2
AF88 -+ - - Total Total + + - ++ + - 0,1 0,2 39
AF89 -+ - - Total Total + + - ++ 4+ - 0.2 0,2 5.2
Clinica Animal AF90 - - - - - Total + + + + - - 0, 0,2 2,4
AF91 - + - - Parcial Total + ++ - ++ + - 0,1 0,2 3,1
AF92 - -+ - Total Total + + - ++ - - 0,1 0,2 5,1
AF93 -+ - - Parcial Total ++ 4+ + + + - 0,1 0,3 2.5
AF122 - + - - Parcial Parcial + + - ++ - - 02 0,4 3,1

*Legenda:

Producao Amilase (HA): HAs = com 07 dias, HAq = com 14 dias, AArs = presenca de acucar redutor com 07 dias, AArq = presenga de agucar redutor com 14 dias, AAs =
presenca de acido com 07 dias, AAq = presenca de acido com 14 dias.

Produgdo Gelatinase (HG): HGs = com 07 dias, HGq = com 14 dias. Produgdo Celulase (HC): HCv = presenca de conidio no papel filtro com 21 dias, CAr = presenca de
acucar redutor, CA = presenca de acido, VG = presenga ¢ tamanho (cm) do halo no Agar CMC depois da coloragdo pelo vermelho congo. Producdo Lipase (HPh) = presenca
e tamanho (cm) do halo no Agar Spirit Blue. Produgdo caseinase (HCAS) = formag@o de halo no Agar leite.

Produgdo de gliotoxina (Gli): em pg/g. (-) = negativo; (+) e (++) = positivo; (nd) = ndo detectavel.
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4.3 Estudo de Correlacio entre as Variaveis Enzimaticas e a Producio de Gliotoxina

A Tabela 2 mostra a atribui¢do de siglas (HAs, HAq, AArs, AArq, AAs, AAq, HGs, HGq,
HCs, HCq, HCv, CAr, CA, VG, HPh, HCAS, Gli) de acordo com o tipo de enzima produzida, o
produto detectado e o tempo, além da producdo de gliotoxina. Também ilustra como as
variaveis foram expressas e analisadas de forma qualitativa para analise descritiva (Tabela 2).

Foi feito teste de correlagdo de Pearson com todas as varidveis em que os valores de p
< 0,05 foram considerados significativos, indicando correlagdo entre varidveis. Assim quando
se tem variaveis correlacionadas pode-se selecionar uma delas, ja que estariam dando
resultados similares, o que diminui a amostragem para a analise multivariada (Tabela 10).
Assim as variaveis grifadas em cinza na Tabela 10 foram excluidas da anélise multivariada.

Tabela 10: Variaveis que se correlacionaram e seus respectivos p-valores

Variaveis correlacionadas p-valor
HGq - HGs 0,00169188
HCq - HCs 0,00028048
HCv — HCs 0,00338434
HCv -HCq 0,00020045
CAr - AArq 0,02703092
CA — AArs 0,00451225
HCAS - AArq 0,01128074
HCAS — HPh <0,0001
VG - AArq 0,01702631
Gli — AArq 0,03864361

4.3.1 Analise multivariada - Analise dos componentes principais (ACP)

O agrupamento de objetos multivariados ¢ usado como método exploratério de dados
para conhecer a estrutura das observacdes e/ou variaveis do estudo. Quando se dispoe de
numerosas variaveis para realizar o agrupamento, ¢ comum aplicar técnicas de reducdo de
dimensdo tal como a Andlise de Componentes Principais (ACP), para assim obter nimero
menor de varidveis capazes de expresar a variabilidade dos dados.

Os resultados foram expressos em graficos Biplot. Quando a soma dos componentes
principais (CP1 + CP2) se aproxima de 60%, significa que o resultado ¢ confiavel. Assim, de
acordo com a anélise do grafico de ACP entre as amostras clinicas, pode-se dizer que as cepas
clinica animal sdo melhores caracterizadas pela varidvel producdo de caseinase (HCAS)
(Figura 8). Tal fato ¢ pertinente j4 que o meio em que se desenvolvem cepas origem clinica
animal (mastite bovina) ¢ um meio rico nesse tipo de proteina. Enquanto as cepas de origem
clinica humana foram melhores caracterizadas pela varidavel producdo de gliotoxina (Gli)
(Figura 8). A gliotoxina tem sido relatada como fator de viruléncia para cepas isoladas de
Aspergilose Invasiva (Al), o que pode caracterizd-la melhor por se tratar de cepas invasivas.
Pela analise do ACP entre as amostras de silagens (Figura 9) se verifica melhor caracteriza¢ao
das cepas de silagem de milho pela variavel producao de gliotoxina (Gli), enquanto a variavel
Hidrolise de Gelatina (HGs) melhor caracteriza as cepas isoladas de silagem de sorgo.

Quando foram relacionadas cepas de origens clinicas (humana e animal) e silagens
(milho e sorgo), pela analise do grafico de ACP (Figura 10), a variavel producdo de gliotoxina
(Gli) melhor caracterizou as cepas de origem clinica humana, como observado na figura 9,
assim como aquelas isoladas de silagem de milho. De acordo com andlise estatistica as cepas
isoladas de silagem de milho e clinicas humanas foram aquelas que mais produziram
gliotoxina (Tabela 6). Cepas isoladas de silagem de sorgo sdo melhores caracterizadas pela
variavel producao de gelatinase (HGs) (Figura 9).
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Figura 8: Grafico Bipolt da Anélise dos componentes principais entre as amostras clinicas: humanas (FIOCRUZ - pontos azuis)
e de animal (mastite bovina — pontos amarelos).
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Figura 9: Grafico Biplot da Analise dos Componentes Principais entre as amostras isoladas de silagem milho (pontos azuis) e
silagem sorgo (pontos amarelos).
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Figura 10: Grafico Biplot da Analise dos Componentes Principais entre as amostras de origem clinica (humanas /
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4.4 Caracterizacao de Cepas de Aspergillus fumigatus por PCR-RFLP (Polimerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length’ Polymorphism)

4.4.1 Analise in silico dos perfis de restricao

Ap6s andlise in silico da clivagem de sequéncias de DNA do gene benA, foi observado
que as enzimas Bccl, Hinfl, Mspl e Sau3AI geraram padrdes de restricdo distintos para as trés
espécies do género Aspergillus avaliadas (A. fumigatus, Neosartorya udagawae e A. lentulus)
(Tabela 11). Dessa forma, essas quatro enzimas de restricdo se mostraram promissoras para
serem utilizadas para diferenciagao das espécies descritas acima.

4.4.2 PCR-RFLP do gene benA que codifica a proteina B-tubulina de cepas de
Aspergillus fumigatus

Todos os isolados de Aspergillus fumigatus foram amplificados utilizando os
iniciadores Ptubl e Btub2 (STAAB et al., 2009) gerando um fragmento de aproximadamente
500 pb (Figura 11).
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos de amplificacdo do gene [3-
tubulina de isolados de Aspergillus fumigatus. 1-7, 9-17, 19 e 20: isolados de A.
fumigatus, 8 e 18: marcador de peso molecular de 100 pb, 17: controle negativo.
Fragmentos de tamanho aproximado de 500 pb de acordo com o ladder de 100 pb
(colunas 8 e 18).

Os produtos de PCR obtidos de cada cepa de A. fumigatus foram clivados,
separadamente com quatro enzimas de restricdo Bccl, Mspl, Hinfl e Sau3AI (Tabela 12) .
Todas as cepas produziram o padrao de bandas esperado pela clivagem in silico gerado com a
sequéncia de Aspergillus fumigatus (Figuras 12 e 13).

Ap6s clivagem dos produtos de gene bend com a enzima Bccl foi possivel observar
trés fragmentos com aproximadamente 99 pb, 144 pb e 249 pb (Figura 12). Com a enzima
Mspl foram observados duas bandas com aproximadamente 35 pb e 457 pb (Figura 13). Ja
com a enzima de restricdo Hinfl e Sau3AIl, foram observadas, respectivamente, duas bandas
de aproximadamente 121 pb e 371 pb, e quatro bandas de aproximadamente 57 pb, 70 pb, 86
pb e 222 pb (Figuras 14 e 15).
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Tabela 11: Sequéncias do gene benA e suas respectivas espécies, com os tamanhos de
fragmentos gerados apos clivagens com as enzimas de restricdo Bcecel, Mspl, Hinfl e

Sau3Al
Nuamero de Tamanho dos fragmentos gerados (pb) apés analise in silico
acesso Espécies )
GenBank Becl Hinfl Mspl Sau3 AI

HQ588166.1  Aspergillus fumigatus 99, 144, 249 34,121, 336 35,457 57,70, 86, 222
HQ127276.1 Neosartorya udagawae 39,46, 60,346 34,121,336 24,35,432 57,70, 85,279
HQ127275.1  Aspergillus lentulus 39, 105, 348 34,121,336 24,35,433 70, 144,278

O uso dessa técnica foi suficiente para discrimina¢do entre as espécies Aspergillus
fumigatus, Neosartorya udagawae, A. lentulus, que s3o espécies muito parecidas
morfologicamente. A distingdo entre essas trés espécies, ¢ de suma importancia uma vez que

elas apresentam suscetibilidades distintas aos antimicéticos usados rotineiramente em
Aspergilose Invasiva Humana.

250 pb
200 pb
150 pb

100 pb

Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida 40 % apés clivagem com a enzima de
restricdo Bccel dos produtos de amplificagdo do gene benA de isolados de Aspergillus
fumigatus. 94, 108, 123, 124, 131, 104, 105, 120: produtos de amplificagdao do gene [3-
tubulina de isolados de Aspergillus fumigatus ap6s clivagem com Bccl. 50 pb:
marcador de peso molecular de 50 pb. C+: produto de amplificagdo do gene B-tubulina
de isolado de Aspergillus fumigatus sem clivagem com Bccl.

Aspergillus fumigatus continua sendo a causa mais frequente de Aspergilose Invasiva
Humana, no entanto outras espécies, como A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans e A.
ustus também foram relatadas como causa dessa infeccdo (HENRY et al., 2000). Quando
avaliado o uso da amplificagdo da regido ITS (com os iniciadores universais ITS1 e ITS4) e
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posterior clivagem com enzima de restricdo (Hhal) houve discriminagdo entre cinco espécies
patogénicas de Aspergillus spp. (MIRHENDI et al, 2007). Nesse estudo houve discriminagao
entre trés espécies da Secdo Fumigati, morfologicamente similares, que podem causar a
Aspergilose Invasiva Humana e por isso essa metodologia poderia ser usada na identificagao
do agente etioldgico implicado nessa doenca em laboratorios de rotina de diagndstico
microbioldgico.

Em estudo realizado para avaliar a presenga de espécies do género Aspergillus em
amostras clinicas e ambientais foi possivel identificar 8,7% de A. fumigatus em amostras
clinicas e 7,2% em amostras ambientais com a técnica de PCR-RFLP, em que foi amplificado
um gene da regido ITS e clivado pela enzima de restrigdo Mwol (DIBA et al., 2008). Ja em
outro estudo acerca dos fungos filamentosos que infectavam vinicolas, foi possivel ter
discriminacdo entre as espécies com a amplifica¢do da regido ITS, porém foram necessarias
de quatro a oito enzimas de restricdo para uma melhor diferenciacdo entre as espécies
(DIGUTA et al., 2011).

50/27 50/21 50/06

<+— 50pb
<+— 35pb

Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida 40 % apds clivagem com a enzima de
restricdo Mspl dos produtos de amplificagdo do gene bend de cepas de Aspergillus
Sfumigatus. 56C, 51C, 33C, 27C (cepas isoladas de ragdo) e 50/27, 50/21, 50/06, 133
(cepas isoladas de silagem): produtos de amplificagdo do gene bend de cepas de
Aspergillus fumigatus apos clivagem com Mspl. 50pb: marcador de peso molecular de
50 pb. C+: produto de amplificacdo do gene bend de cepa de Aspergillus fumigatus
sem clivagem com Mspl.
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Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida 40 % apds clivagem com a enzima de
restricdo Hinfl dos produtos de amplificagdo do gene bend de cepas de Aspergillus
fumigatus. 27C, 15, 04, 01, 17N, 19N, 08 e 06 (cepas isoladas de ragdo) e 113, 114,
115, 116, 117, 118 e 119 (cepas isoladas de amostras clinicas humanas): produtos de
amplificacdo do gene benA de isolados de Aspergillus fumigatus apds clivagem com
Hinfl. 50pb: marcador de peso molecular de 50 pb. +: produto de amplificacdo do gene
benA de cepa de Aspergillus fumigatus sem clivagem com Hinfl.

A técnica de PCR-RFLP do gene benA utilizada por Staab et al. (2009) e nesse estudo,
possibilitou a distingdo entre trés espécies do género Aspergillus se¢do Fumigati, uma vez que
a enzima de restricdo utilizada, Bccl, gerou um polimorfismo estavel entre as espécies
analisadas o que a torna um bom marcador para a discrimina¢do de morfotipos de Aspergillus
fumigatus. Além disso, foram usadas mais duas enzimas de restricdo, Mspl e Sau3 Al, que
também foram capazes de distinguir cepas de Aspergillus fumigatus strictu sensu (Tabela 11).

Em estudo com isolados clinicos morfologicamente identificados por 4. fumigatus de
diferentes regides geograficas, apds analises: genética, da concentrag@o inibitéria minima de
antimicoticos e da temperatura de crescimento, foi possivel identificar que dentre os 50
isolados, 16 ndo eram A. fumigatus, sendo que oito foram identificados como A. lentulus e
oito como A. udagawae (BALAIJEE et al., 2006). Neste estudo os genes benA e rodA foram
amplificados e os produtos de amplificagdo foram clivados com a enzima Styl. Além disso, os
produtos de PCR foram sequenciados e as sequencias geradas foram comparadas com
sequéncias depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information) de
morfotipos de Aspergillus fumigatus, ¢ a técnica de PCR-RFLP usada por Balajee et al.
(2006) foi considerada eficaz para diferenciagdo entre esses morfotipos.
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Figura 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida 40 % apés clivagem com a enzima de
restricdo Sau3AIl dos produtos de amplificagdo do gene PB-tubulina de isolados de
Aspergillus fumigatus. 120, 105 e 104 (cepas isoladas de silagem de sorgo), 131, 124,
123, 108 e 94 (cepas isoladas de silagem de milho) : produtos de amplificagdo do gene
B-tubulina de isolados de Aspergillus fumigatus apos clivagem com Sau3Al. 50pb:
marcador de peso molecular de 50 pb. C+: produto de amplificagdo do gene B-tubulina
de isolado de Aspergillus fumigatus sem clivagem com Sau3Al.

As técnicas de AFLP e ITS PCR-RFLP foram comparadas na andlise de espécies do
género Ganoderma (ZHENG et al, 2009). Nessa comparagdo a técnica de AFLP foi mais
sensivel e pratica, j4 que produziu um maior nimero de polimorfismo entre as espécies
estudadas, enquanto a técnica de ITS PCR-RFLP até demonstrou variabilidade intra-
especifica, porém se fez necessario um sequenciamento da regido ITS (ZHENG et al., 2009).

A identificagdo de espécies do género Aspergillus com base exclusivamente nas
caracteristicas morfoldgicas ¢ insuficiente e levou ao desenvolvimento de métodos
moleculares com esta finalidade. Assim, a técnica de PCR-RFLP usada nesse estudo foi 1util
para diferenciagdo entre trés espécies pertencentes a Secdo Fumigati, que estdo envolvidas na
Aspergilose Invasiva (Al) humana.
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5 CONCLUSOES

Todas as cepas de Aspergillus fumigatus de origem clinica foram capazes de produzir
gliotoxina em quantidade detectavel, e isso pode estar relacionado a patogenicidade dessas
cepas, uma vez que a gliotoxina pode ser um fator relevante para causar doenca no
hospedeiro. Além disso, todas as cepas de origem clinica humana produziram uma maior
quantidade da toxina, acima de 20 pg/g.

A analise enzimatica de cepas de 4. fumigatus de distintas origens foi satisfatoria para
caracterizar algumas cepas, por exemplo, as cepas de origem clinica animal isoladas de
mastite bovina se relacionaram com a variavel produgdo de caseinase. Foi possivel verificar
também que algumas variaveis consideradas nesse estudo podem ser excluidas em estudos
posteriores ja que foram indiferentes na caracterizagdo das cepas de distintas origens.

O uso de uma andlise multivariada como a Andlise em Componentes Principais
expressada em graficos Biplot foi util, uma vez que pode dentre as 17 variaveis avaliar
aquelas que melhor se relacionaram de acordo com as diferentes origens, por exemplo, a
variavel producao de gliotoxina melhor caracteriza cepas de origem clinica humana.

A técnica de PCR-RFLP do gene benA com as enzimas de restricdo Becel, Mspl, Hinfl,
Sau3A foi util para confirmar que todas as cepas previamente identificadas morfologicamente
pertencem a espécie Aspergillus fumigatus stricto sensu, ¢ para diferenciar outras duas
espécies da secdo Fumigati muito préximas entre si morfologicamente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

E de suma importancia a continuagdo da caracterizacdo genética de cepas de
Aspergillus fumigatus e a pesquisa por técnicas moleculares que também possam ser aplicadas
na deteccao dos genes relacionados a producao de gliotoxina.

Também seria de grande valia a execucdo de experimentos in vivo que pudessem
correlacionar a patogenicidade de cepas de A. fumigatus potenciais produtoras de gliotoxina,
assim como a identificagado e caracterizacao dos fatores de viruléncia dessas cepas.
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