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RESUMO

Introducéo: Colecgdes de cultura séo infraestruturas que comportam organismos ou parte
deles, com conservagdes possiveis de curto, médio e longo prazo, permitindo estudos
retrospectivos e prospectivos, quanto a biologia, etiologia e aspectos de viruléncia dos fungos.
Objetivos: Esta pesquisa teve como objetivo analisar a viabilidade, termoresisténcia e
potencial enziméatico de Aspergillus ssp. depositados na Central de Cole¢des Microbioldgicas
da Universidade do Estado do Amazonas (CCM-UEA). Meios e Métodos: Trata-se de uma
pesquisa experimental desenvolvida na CCM-UEA, verificada viabilidade fungica através de
caracteristicas macro e microscopicas como também realizados ensaios térmicos e
enzimaticos. Resultados: Das 18 culturas de origem ambiental 100% foram viaveis, tendo
armazenamento de 16, 13 e 12 anos. Nos Bioensaios térmicos de 37°C, 40°C e 45°C, foram
positivas 67% das cepas a 37°C e 56% em 40°C no periodo de 72h. Nos Bioensaios
enzimaticos 55 % das cepas positivaram para proteinases e 11% para fosfolipases.
Conclusdo: Fungos Amazonicos do género Aspergillus, com conservacdo por periodos
superiores a 10 anos permanecem viaveis para manuseio laboratorial, sendo termotolerantes e
produtores enzimaticos de proteinases e fosfolipases, sinalizando uma via de indugdo para
patogenia.

Palavras-Chave: Fungos filamentosos, Viruléncia, Aspergillus.

Key words: Filamentous fungi, Virulence, Aspergillus.
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Introducéo

O conhecimento de toda diversidade de fungos em seus habitats naturais ainda é
limitado, o que torna necessario estoca-los para uso na posteridade, conservando os aspectos
quimicos, genéticos e morfofisiologicos, refletindo no incentivo ao desenvolvimento de

9 Desse modo, fungos, devidamente

linhas de pesquisas micoldgicas em Vvarios paises
organizados, documentados e guardados no método de conservacdo adequado, esbogam
grande valor para nosso mundo globalizado ©®.

A conservacdo de cepas fungicas dispde de uma variedade de opcdes, visto que nao
ha uma técnica generalizada capaz de conserva-las adequadamente ®%. Dentro dos estudos
existem as analises das melhores técnicas a serem empregadas e da disponibilidade de
recursos locais, assim a escolha deve ser baseada nas caracteristicas dos microrganismos,
vantagens e desvantagens, considerando local e técnica 9.

No ano de 1729, Padre Micheli, que na época era também micologista, fez a descricéo
do género fungico Aspergillus, que recebeu esse nome pela semelhanca ao Aspergillum
“instrumento litargico” “¥. Ao longo da histéria o género foi explorado e se conhecem cerca
de mais de 200 espécies *®, das quais 180 sdo denominadas anamérficas, divididas em
secdes, tem uma taxonomia ampla e complexa, com necessidade de constantes estudos para
evolucéo no que tange a identificacdo, correcdo de espécies descritas erroneamente, potencial
biotecnolégico e médico @©.

Os fungos do género Aspergillus sdo amplamente distribuidos, e tém papéis
importantes diretamente relacionados a vida do homem, como o grande potencial
biotecnoldgico a partir da producdo de metabdlitos secundarios, alguns deles conhecidos
como enzimas, que podem se influenciar pelas condicbes de temperatura “”. Quando

preservados em colecdes permitem a andlise das atividades de viruléncia através de

bioensaios, como termoresisténcia e producdo de fosfolipases e proteinases as quais podem



inferir viruléncia “®. O levantamento de dados como estes sdo necessarios para fortalecer os
alicerces de conhecimento dentro da micologia médica .

As espécies de Aspergillus de interesse médico estdo em constante exploracdo ao
longo dos anos, apesar dos avangos a enfermidade causada por fungos desse género ainda é

@) Ha um amplo espectro de

um problema de salde em determinados grupos de risco
doencas em humanos causadas por espécies de Aspergillus, influenciadas na maioria das
vezes pelo estado imunolégico subjacente do hospedeiro com diagnostico geralmente tardio e
letal @Y.

Desta forma, o estudo de microrganismos estocados previamente em cole¢fes déo
margem para exploracéo in vitro de todos os seus potenciais, possibilitando abastecimento do
banco de dados de colecGes de cultura fungica. Dados que podem refletir no entendimento
das caracteristicas de invasdo e adaptacéo do patogeno ao hospedeiro 2.

Esta pesquisa teve como objetivo analisar a viabilidade, termoresisténcia e potencial
enzimatico de Aspergillus spp. depositados na sub-colecdo da Universidade do Estado do
Amazonas. A relevancia deste trabalho para o Estado permiti fortalecer o conhecimento dos

microrganismos da Amazonia para subsidiar estudos futuros dentro da micologia médica,

tendo em vista seu valor na comunidade cientifica.



Meios e Métodos

Trata-se de uma pesquisa experimental com linhagens fangicas do género Aspergillus
da sub-cole¢do dos Programas de P6s-graduacdo. Realizados ensaios térmicos e enzimaticos,
a fim de verificar potencial termorresisténte e poder patogénico dos fungos.

A pesquisa foi desenvolvida na sub-colecdo, no laboratério de Microbiologia do
Programa de Pés-Graduagdo Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais — (PPG-MBT),
localizado na Escola Superior de Ciéncias da Saude, da Universidade do Estado do
Amazonas — (ESA-UEA).

Obtencdo e reativacdo das cepas fungicas: Foram obtidas 18 cepas de fungos
filamentosos do género Aspergillus estocados previamente em agua destilada estéril, através
da técnica de Castellani ®®, classificados como fungos de origem ambiental. Retirados
fragmentos do micélio para serem transferidos para agar batata dextrose (BDA) e mantidos
em BOD a 25 + 2°C, por aproximadamente 7 dias, ou até o crescimento ideal, as culturas
foram purificadas atraves de repiques sucessivos em diferentes repeti¢cbes. A depender das
exigéncias fisioldgicas foi cogitado o uso de outros meios alternativos com cloranfenicol em
caso de contaminacéo bacteriana.

Viabilidade e Bioensaios: A confirmacdo da viabilidade foi realizada atraves das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas em técnica de microcutivo. Posteriormente, 0s
isolados reativados foram submetidos aos ensaios realizados nas temperaturas de 37°C, 40°C
e 45°C em duplicata, os testes foram analisados de acordo com a medida do raio das coldnias
(24-25).

Na sequéncia, analisados quanto a capacidade de producdo enzimética para
fosfolipases e proteinases, foram transferidos em meio BDA e apds 72 horas iniciados os
testes em meios de culturas especificos, em proteinase utilizou-se meio indutor contendo

Agar Leite e para fosfolipases o meio indutor Agar Sabouraud acrescido de sais e gema de



ovo natural, ambos na busca de detectar a formacgdo de um halo opaco em fosfolipases e
transparente em proteinases, a atividade enzimatica foi mensurada utilizando o valor da zona
de precipitacdo (Pz) dado como a media dos diametros avaliados (coldnia / halo + col6nia)
cuja classificacdo de acordo com o valor do Pz foi: atividade enziméatica muito forte ++++
(Pz < 0,69), forte +++ (Pz entre 0,70 — 0,79), média ++ (Pz entre 0,80 — 0,89) ou fraca + (Pz
entre 0,90 — 0,99) ®).
Resultados

No presente estudo as 18 culturas de origem ambiental conforme (Quadro 1), 100%,
mantiveram suas caracteristicas macro e microscépicas puras, sendo cepas distribuidas nas

idades de 12, 13 e 16 anos de conservagéo.

Quadro 1: Ano de preservacdo, origem, substrato e reativagdo

Ano de deposito/ Planta de
CCM-UEA | Tempo de preservacdo | Classificacdo Substrato origem
10001 2007/16 Fitopatogénico Semente SI
10002 2007/16 Fitopatogénico Fruto SI
10005 2007/16 Degradador Madeira SI
10007 2007/16 Fitopatogénico Fruto SI
10014 2007/16 Fitopatogénico Semente SI
10025 2007/16 Fitopatogénico Folha SI
10026 2007/16 Fitopatogénico Fruto Sl
10027 2007/16 Fitopatogénico Semente SI
10028 2007/16 Fitopatogénico Fruto Sl
10038 2007/16 Endofitico Folha SI
10040 2007/16 Endofitico Raiz SI
10042 2010/13 Endofitico Semente Sl
10236 2010/13 Endofitico Madeira AR
10292 2010/13 Endofitico Madeira AR
10296 2010/13 Endofitico Folha AN
10297 2010/13 Endofitico Madeira AR
10302 2010/13 Endofitico Madeira AR
10308 2011/12 Endofitico Madeira AR

Aspidosperma nitidum (AR), Aniba roseadora (AN) e (SI) Sem identificacdo
Fonte: Arquivos CCM-UEA



Para o teste de crescimento nas temperaturas, os fungos incubados em 37°C, 40°C e
45°C (duplicata), analisados de acordo com a capacidade de crescimento nas respectivas
condicBes térmicas, ficou evidente que os isolados apresentam termotolerancia a temperaturas

de 37°C 67% e 40°C 56% tendo crescimento satisfatorio em 72h (Figura 1) (Grafico 1).

Figura 1: CCM-UEA 10042 A: Positivo a 37°C; B: Positivo a 40°C; C: Negativo a 45°C.
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Grafico 1: Relagdo de termotolerancia de todos os isolado e temperaturas testadas.

Quanto a atividade enzimatica, em proteinases 55% das cepas foram positivas,
enquanto em fosfolipases apenas 11% (Grafico 2). O espécime CCM-UEA 10296 foi o Unico
a expressar atividade nos dois meios, sendo assim selecionado para as técnicas de microscopia

de transmissdo e varredura (Figura 2), e o seu predominio foi de atividade enzimatica

classificada como muito forte (Figura 3).
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Gréfico 2: Biensaio enzimético proteinases (10) e fosfolipases (2).
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Figura 2: CCM-UEA 10296, A: Microscopia de varredura com presenca de conidiéforo verrucoso,
vesicula, fialides e fialoconidios, demonstrando a viabilidade microscopica, B: Microscopia de transmisséo,
com visualizagdo do esporo flngico, demonstrando estruturas internas, parede celular vacuolo lipidico,
mitocdndrias e nicleos.

Figura 3: CCM-UEA 10296 A e B teste de proteinases. Em A: Resultado positivo para proteinase com
presenca do halo transparente, B: Controle negativo para proteinase, C e D teste de fosfolipases. Em C:
Resultado positivo para fosfolipases com presenca de halo opaco, D: Controle negativo para
fosfolipases.



Discussao

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, com destaque para a regido
amazénica que detém grande diversidade microbiana, sobretudo de fungos, que ainda é pouco
explorada ®”. Entretanto, para estudar e analisar os beneficios e maleficios causados por esses
organismos € necessario a sua preservacdo e conservagao para o futuro, em técnicas
especializadas ®®.

Para 0 armazenamento em curto prazo € utilizado o repique continuo, sendo este mais
propenso a contaminacgdes, j& em médio prazo utiliza-se preservacdo em Oleo mineral,
preservacao em agua esterilizada e congelamento a -20°C, nos métodos de longo prazo
destacam-se liofilizaco e criopreservagéo .

Estudos que buscaram analisar a conservacdo em agua destilada estéril conseguiram
comprovar a viabilidade e capacidade de esporulacdo dos isolados, além de fundamentar o
facil manuseio e armazenagem ©. A exemplo disso tem-se estudos como os desenvolvidos
na Micoteca URM, Brasil, onde das 79 culturas de dermatofitos preservados de 17 e 18 anos
em agua destilada esterilizada, apenas (49%) foram vidveis e mantiveram suas caracteristicas
morfoldgicas estaveis V. Os resultados, utilizando a mesma técnica de conservacdo, foram
promissores em relacdo a viabilidade e tempo de estocagem, sobretudo levando em
consideracdo a climatologia regional amazénica. As cepas conservadas na CCM-UEA com
idade aproximada ao estudo anterior se mostram 100% viaveis e com suas caracteristicas
microscopicas mantidas.

Estes fungos podem ganhar grande valor se mantidos devidamente organizados e
documentados, pois cole¢cbes como a CCM-UEA funcionam como uma arca de preservacao
de fungos com interesse médico e biotecnologico. O que reflete em recursos estratégicos de

seguranca nacional, que podem fazer parte da infraestrutura e inovacéo do Amazonas ©2.



Fungos do género Aspergillus, sdo tidos como microrganismos que apresentam
facilidade para cultivo em laboratério, e os isolados deste género quando apresentam
termotolerancia, predominam crescimento positivo respectivamente a 37° e 40° C ©®. Nos
bioensaios realizados nesta pesquisa 0s isolados do género Aspergillus demonstram
crescimento completo e satisfatorio em 72h a 37° e 40° C, confirmando assim sua
termotolerancia e facilidade de manipulacdo em ambiente laboratorial controlado.

O crescimento em temperaturas elevadas é de grande relevancia na expressao
enzimatica e contribui para os fatores de viruléncia, sinalizando uma via de inducdo para
patogenia ®?. No estudo que explorou a diversidade flngica associada a diferentes altitudes
de rochas no deserto do Atacama, observou caracteristicas termoresisténtes em condicGes
extremas, dentre os géneros avaliados o género Aspergillus, apresentou boa desenvoltura ©°.
O que indica que os isolados do género em questdo neste trabalho possuem caracteristicas
termoresisténtes notaveis a serem testadas de forma mais profunda em ensaios térmicos
posteriores.

Um bioensaio enzimatico com fungos de origem amazonica testou cepas no periodo
de 48 h de incubacédo, dos 10 exemplares apenas um ndo apresentou atividade proteolitica,
tendo, portanto 90% dos fungos ©®. O indice de atividade proteolitica foi alto nos
Asperggillus nesse estudo, sendo assim isso demonstra que fungos desse género, isolados no
Estado do Amazonas sdo Otimos produtores de enzimas proteinases mesmo levando em
consideracdo sua origem ambiental e conservacédo por periodos extensos.

A atividade fosfolipasica é presente preferencialmente em leveduras do género
Candida, quando comparado ao género Aspergillus ©”. Desta forma com o baixo resultado de
atividade enzimatica para fosfolipases obtido com os fungos filamentosos selecionados

sugere-se que este género € pouco produtor desta enzima, porém sua atividade néo é nula.



Enzimas como as fosfolipases e proteinases, quando associadas a fatores como a
pressdo da hifa em &reas fragilizadas ou a inalacdo de conidios, permitem a instalacdo de
infeccBes em humanos, evento este facilitado pelo estado imunolégico subjacente do
hospedeiro ®. As fosfolipases desintegram camadas epiteliais facilitando a fixac&o da hifa no
interior citoplasmatico e as proteinases estdo envolvidas na invasdo tecidual por degradacéo
macica de proteinas, em especial as que participam de agdes imunoldgicas ©.

A queda da defesa imunitaria com o declinio no funcionamento dos macréfagos
alveolares somados a expressao enzimatica e fatores como o nimero de propagulos fungicos
ha exposicdo, pactuam para o desenvolvimento da enfermidade de forma invasiva “. O
conhecimento destes processos fortalecem os alicerces terapéuticos vinculados a exploracao
da biodiversidade fungica, baseada na Micologia Médica.

Tendo em vista que a Aspergilose é uma doenca geralmente negligenciada e pouco
explorada na regido Amazonica, a conservacao de cepas ambientais com potencial virulento
ddo a oportunidade de realizacdo de bioensaios controlados para exploracdo do
comportamento dos fungos em diferentes condi¢des, as quais possam simular seu
comportamento como patégeno humano.

Concluséao

Conclui-se que fungos Amazonicos do género Aspergillus, tem possibilidade de
conservacao por periodos extensos em técnicas pouco laboriosas e onerosas, sua manipulagédo
em ambiente laboratorial é satisfatéria, sendo um fungo de facil manuseio e de bom
crescimento em clima equatorial quente e imido.

As cepas isoladas de substratos ambientais emanam potencial termotolerante que pode
influenciar em suas agdes enzimaticas, sobretudo para via de inducdo patogénica, o
mecanismo de acdo de destaque é o das proteinases, sendo as principais expressadas pelas

cepas dessa regido. As fosfolipases tem sua positividade baixa nas cepas amazonicas, porém



quando encontrada sua classificacdo de viruléncia é, sobretudo alta requerendo assim estudos
mais profundos a cerca do seu perfil patogénico desses fungos.

A manipulacdo de cepas ambientais em ensaios que buscam identificar viruléncia é
fundamental no seu entendimento, ndo havendo assim a constante necessidade de isolamentos
clinicos para estudos, tornando possivel conhecer o poder patogénico dos fungos antes mesmo
da enfermidade ser instalada nos hospedeiros suscetiveis.

Percebe-se a importancia das cepas amazonicas da CCM-UEA serem exploradas em
diferentes estudos para o enriquecimento do seu banco de dados. Como o aprofundamento dos
potenciais enziméticos de diversas enzimas sejam elas de interesse medico ou industrial.
Além de se ter a necessidade de aplicacbes em técnicas de biologia molecular, afim de

construir suas arvores filogenéticas com possibilidade de chegada até suas espécies de fato.
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