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RESUMO 
 

LUPERINI, R. S. Análise fenotípica comparativa de espécies não-
patogênicas Aspergillus fischeri e A. oerlinghausenensis 
filogeneticamente próximas à espécie virulenta A. fumigatus. Dissertação 
(Mestrado em Bioquímica – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 
A seção Fumigati é composta por cepas fúngicas do gênero Aspergillus 

com patogenicidade variável. Dentro dessa seção, Aspergillus fumigatus, um 
patógeno oportunista, é a principal espécie responsável pelo quadro de 
aspergilose pulmonar invasiva (API), respondendo por cerca de 90% dos casos 
de API no mundo. Alguns estudos indicam que a maior virulência da espécie A. 
fumigatus em relação a outras espécies filogeneticamente próximas, pode estar 
relacionada à capacidade dessa espécie de crescer em altas temperaturas e 
em condições limitantes de nutrientes, além da habilidade de produzir 
metabólitos secundários (MSs) específicos que, em conjunto, favorecem a 
patogenicidade e auxiliam a sobrevivência do patógeno no ambiente 
encontrado dentro do pulmão dos hospedeiros humanos. API é estabelecida 
após a inalação de conídios onipresentes, suspensos no ar ambiente, pelo 
hospedeiro humano. Em indivíduos saudáveis, após a inalação dos conídios, 
estes são prontamente eliminados por células do sistema imune inato, como 
macrófagos e neutrófilos. Entretanto, em pacientes com disfunções imunes ou 
condições pulmonares preexistentes, a eliminação do conídio pode falhar, 
permitindo a germinação dos esporos, o crescimento fúngico no epitélio 
pulmonar e, consequentemente, o desenvolvimento da API.  

Devido a temperatura intracorpórea do hospedeiro humano, a 
termotolerância é uma característica fundamental para o estabelecimento da 
API. No entanto, pouco se conhece acerca de genes de A. fumigatus 
expressos exclusivamente em situação de adaptação a temperaturas elevadas. 
O objetivo dessa dissertação foi analisar, de forma comparativa, as 
características fenotípicas que diferem A. fumigatus de outras 3 espécies da 
sessão Fumigati, não frequentemente relacionadas a API, porém 
filogeneticamente próximas: A. oerlinghausenensis, A. fischeri e A. lentulus. As 
quatro espécies passaram por uma série de análises, sendo as espécies A. 
fumigatus, A. fischeri e A. oerlinghausenensis selecionadas para uma análise 
de sequenciamento de RNA (RNAseq) cujo principal objetivo foi a identificação 
de genes diferencialmente expressos em A. fumigatus após a transição de 
30°C para 37°C. Genes com maior taxa de transcrição em A. fumigatus e 
pouco expressos nas demais espécies (e vice-versa) podem fornecer boas 
pistas a respeito das vias metabólicas responsáveis pela maior virulência 
observada em A. fumigatus.  

Em resumo, este estudo promove ferramentas para futuras discussões 
em busca de um maior entendimento dos mecanismos e fundamentos 
moleculares que conferem um maior índice de patogenicidade à A. fumigatus, 
uma das principais espécies de patógenos fúngicos humanos. 
 
Palavras-chave: Aspergillus fumigatus, Aspergillus oerlinghausenensis, 
Aspergillus fischeri, RNAseq, virulência. 
 



ABSTRACT 
 

LUPERINI, R. S. Comparative phenotypic analysis of non-pathogenic 
species Aspergillus fischeri and A. oerlinghausenensis phylogenetically 
close to the virulent species A. fumigatus. Dissertação (Mestrado em 
Bioquímica – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 
The Fumigati section is composed of fungal strains of the Aspergillus 

genus with variable pathogenicity. Within this section, Aspergillus fumigatus, an 
opportunistic pathogen, is the main species responsible for invasive pulmonary 
aspergillosis (IPA), accounting for about 90% of cases of IPA in the world. 
Some studies indicate that the greater virulence of the species A. fumigatus in 
relation to other species phylogenetically close, may be related to the ability of 
this species to grow at high temperatures and in limiting conditions of nutrients, 
in addition to the ability to produce specific secondary metabolites (SMs) that, 
all together, favor pathogenicity and aid the survival of the pathogen in the 
environment found within the lung of human hosts. IPA is established after 
inhalation of ubiquitous conidia, suspended in ambient air, by the human host. 
In healthy individuals, after inhalation, conidia are promptly eliminated by cells 
of the innate immune system, such as macrophages and neutrophils. However, 
in patients with immune dysfunctions or pre-existing lung conditions, conidial 
clearance may fail, allowing spore germination, fungal growth in the lung 
epithelium and, consequently, the development of IPA. 

Due to the intracorporeal temperature of the human host, 
thermotolerance is a fundamental characteristic for the establishment of IPA. 
However, little is known about A. fumigatus genes expressed exclusively in a 
situation of adaptation to high temperatures. The objective of this dissertation 
was to analyze, in a comparative way, the phenotypic characteristics that differ 
A. fumigatus from other 3 species from the Fumigati session, not frequently 
related to IPA, but phylogenetically close: A. oerlinghausenensis, A. fischeri and 
A. lentulus. The four species underwent a series of analyses, with the species 
A. fumigatus, A. fischeri and A. oerlinghausenensis selected for an RNA 
sequencing analysis (RNAseq) whose main objective was to identify genes 
differentially expressed in A. fumigatus after the transition from 30°C to 37°C. 
Genes with a higher transcription rate in A. fumigatus and little expression in 
other species (and vice versa) may provide good clues regarding the metabolic 
pathways responsible for the greater virulence observed in A. fumigatus. 

In summary, this study provides tools for future discussions in search of a 
greater understanding of the mechanisms and molecular foundations that 
confer a higher pathogenicity index to A. fumigatus, one of the main species of 
human fungal pathogens. 

 
Keywords: Aspergillus fumigatus, Aspergillus oerlinghausenensis, Aspergillus 
fischeri, RNAseq, virulence 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O gênero Aspergillus 

O gênero fúngico Aspergillus compreende mais de 340 espécies de 

fungos filamentosos, saprofíticos, comumente encontrados no ar, solo e em 

materiais em decomposição, sendo um gênero presente nos mais diversos 

ambientes do mundo (DAGENAIS; KELLER, 2009). Esse gênero de fungos 

também exerce um papel importante nos ciclos de carbono e nitrogênio, e 

podem ter relações benéficas ou maléficas com a humanidade e o meio 

ambiente (PARK et al., 2017; VAN DE VEERDONK et al., 2017). 

Espécies do gênero Aspergillus são utilizadas em larga escala e nas 

mais variadas áreas. Neste sentido, A. oryzae é uma espécie utilizada há 

séculos na Ásia em processos tradicionais de fermentação de alimentos e 

bebidas, como saquê, molho de soja (shoyu), vinagres, entre outros 

(ICHISHIMA, 2016). A. niger é um fungo amplamente utilizado na indústria para 

produção de enzimas (amilases, pectinases, fitases e proteases), e ácidos 

orgânicos (ácido cítrico e glucônico) (SCHUSTER et al., 2002). Pode-se 

destacar também a espécie A. terreus, utilizada para produção de lovastatina, 

uma droga utilizada como tratamento em quadros de colesterol alto 

(HENDRICKSON et al., 1999). 

O gênero Aspergillus também engloba espécies que afetam de forma 

negativa os seres humanos, visto que muitas estão envolvidas em processos 

de deterioração de alimentos, sendo que algumas delas também são 

responsáveis pela produção de micotoxinas, gerando grandes prejuízos 

econômicos em produções agrícolas, entre outros severos problemas para a 

saúde (HOUBRAKEN; DE VRIES; SAMSON, 2014). A. niger também é 

conhecido por causar doenças em plantas, como cebola, alho, amendoim e 

uvas, podendo causar problemas também após a colheita, gerando perda de 

qualidade e desvalorização dos produtos (SHARMA; BANERJEE; 

CHOUDHURY, 2012). A. flavus e A. parasiticus são espécies que crescem em 

milho, amendoim e soja, tanto no campo como durante o seu armazenamento, 

onde são secretadas aflatoxinas, uma das mais potentes substâncias 

carcinogênicas conhecidas na natureza. Exposição de animais e seres 

humanos à aflatoxina resulta em aflatoxicose, necrose hepática, seguida de 
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cirrose ou câncer de fígado, em decorrência da ligação irreversível dos 

metabólitos de aflatoxina a resíduos de DNA, resultando em mutações de 

grande impacto (ENGIN; ENGIN, 2019). 

Existem algumas espécies conhecidas por serem virulentas, como A. 

fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. flavus e A. terreus. Enquanto a grande 

maioria das espécies do gênero é considerada como não virulenta, sendo 

raramente encontradas em casos médicos, A. fumigatus é responsável por 

cerca de 90% dos casos de infecções. (HUBKA et al., 2018; KOCSUBÉ et al., 

2016; SAMSON et al., 2007; STEENWYK et al., 2019). 

 

1.2. Casos clínicos relacionados ao gênero Aspergillus 

Coletivamente, o gênero Aspergillus afeta milhões de seres humanos, 

apresentando altas taxas de infecções fatais todos os anos (BONGOMIN et al., 

2017; DENNING, 2017). Espécies desse gênero produzem esporos assexuais, 

que devido às proteínas hidrofobinas em sua superfície, podem ser carregados 

pelo vento, fazendo com que estejam presentes no ar, tanto em ambientes 

fechados, como abertos, em concentrações que podem variar de 1 a 100 

esporos por m³, podendo chegar a 108 esporos por m3 em certos tipos de 

ambientes (WÉRY, 2014). As infecções são causadas por esses esporos 

podem causar uma variedade de reações alérgicas e doenças infecciosas, a 

depender da situação imunológica do hospedeiro (LATGÉ, 1999; LATGÉ; 

CHAMILOS, 2019). Em indivíduos saudáveis, os esporos são eliminados 

rapidamente por células epiteliais ciliadas, pelas substâncias secretadas por 

essas células epiteliais, macrófagos e neutrófilos alveolares (KWON-CHUNG; 

SUGUI, 2013).  

Portanto, pode-se dizer que existe um amplo espectro de espécies com 

diversas características no gênero Aspergillus, podendo ser consideradas 

patogênicas ou não. Ao analisar filogeneticamente esse gênero, nota-se que a 

capacidade de virulência possui origens em diversos momentos da evolução do 

grupo, indicando o aparecimento desse caractere em diversos pontos da 

evolução do gênero Aspergillus, sendo a espécie A. fumigatus a espécie 

predominante na maioria dos casos (HUBKA et al., 2018; STEENWYK et al., 

2019). 
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Células epiteliais do hospedeiro secretam compostos antimicrobianos 

solúveis, os quais tem um papel fundamental na defesa das vias aéreas 

(ALEKSEEVA et al., 2009), incluindo também citocinas e quimosinas 

responsáveis por iniciar a ativação da resposta pró-inflamatória (BELLANGER 

et al., 2009). Em geral, as proteínas e metabólitos da superfície dos conídios 

contribuem tanto para a dispersão das células fúngicas, como para a evasão 

do sistema imune, além de também mediarem a aderência dos esporos às 

células presentes no tecido epitelial do hospedeiro (VOLTERSEN et al., 2018). 

Os conídios assexuais, quando não são prontamente eliminados após o 

contato com as substâncias presentes no epitélio pulmonar, passam por um 

processo de entumecimento celular, rompendo a camada hidrofóbica e 

expondo os chamados padrões moleculares associados a patógenos (PMAPs), 

como as moléculas β-1,3-glucano, α-glucano, galactomanana e quitina (ABAD 

et al., 2010; DAGENAIS; KELLER, 2009). O reconhecimento dos PMAPs pelos 

receptores de reconhecimento de padrão (PRRs ou RRPs) do hospedeiro leva 

à ativação de macrófagos alveolares, desencadeando fortes respostas 

inflamatórias no local da infecção (IBRAHIM-GRANET et al., 2003), fagocitose 

de conídios inchados, acidificação de fagolisossomos e espécies reativas de 

oxigênio (EROs) dos macrófagos para matar os invasores. Esporos não 

fagocitados germinam após 4 a 6 horas nos pulmões, tornando-se alvos 

também de neutrófilos, que similarmente aos macrófagos, utilizam EROs para 

matar as hifas, ou podem grudar-se a elas, liberando grânulos que contém uma 

variedade de compostos antimicrobianos, como proteases, defensinas, 

lisossomos e lactoferrina (NAUSEEF, 2007; VAN DE VEERDONK et al., 2017), 

responsáveis por gerar estresses diversos, danos à integridade e escassez de 

nutrientes fundamentais para a sobrevivência das células de Aspergillus. 

As diversas doenças causadas por Aspergillus spp. em humanos, 

podem ser classificadas em três grupos, a depender das reações do sistema 

imune do hospedeiro, mecanismos patogênicos manifestados e manifestações 

clínicas, baseando-se em seu grau de seriedade e importância (KOSMIDIS; 

DENNING, 2015; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; VAN DE VEERDONK et al., 

2017). Em pacientes saudáveis com lesões pulmonares prévias, formas 

crônicas não invasivas de infecção por Aspergillus spp., com características 

comuns entre si, podem variar de aspergiloma até quadros de aspergilose 
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crônica pulmonar (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2018a; DENNING, 2017; 

MOODLEY; PILLAY; DHEDA, 2014). O aspergiloma caracteriza-se por uma 

colonização saprofítica da cavidade parenquimal pulmonar por Aspergillus e 

consiste tanto em elementos vivos e mortos do micélio fúngico, células 

inflamatórias, fibrina, muco e componentes de sangue e epitélio degenerado. A 

massa micelial pode se depositar livre dentro da cavidade, ou estar aderida à 

parede da cavidade pulmonar através de um tecido de granuloma/inflamatório. 

Esse processo pode causar bloqueio de vasos sanguíneos, causando 

hemoptise severa (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2018b; DENNING, 2017; 

MOODLEY; PILLAY; DHEDA, 2014; PATTERSON et al., 2016; TAKAZONO; 

IZUMIKAWA, 2018). 

A forma mais severa de aspergilose entre pacientes com sintomas 

atópicos é a aspergilose bronco-pulmonar alérgica (ABPA) (AGARWAL et al., 

2013), a qual se desenvolve após sensibilização aos compostos alérgenos em 

pacientes com fibrose cística (PRICE et al., 2015), ou indivíduos com 

predisposições genéticas para ABPA (AGARWAL et al., 2013; KOSMIDIS; 

DENNING, 2015; VACHER; NICULITA-HIRZEL; ROGER, 2015). ABPA é uma 

doença causada pela hiper sensitividade do pulmão, geralmente devido à 

espécie A. fumigatus, sendo que quase todos os pacientes com ABPA, 

apresentam histórico de asma crônica. Clinicamente, sintomas da ABPA 

incluem chiado no peito, mal-estar, febre e tosse leves e crônica, escarro 

contendo muco marrom, coágulos e dor no peito. Conforme ABPA progride, o 

inchaço nos brônquios (bronquiectasia) torna-se um sintoma dominante da 

doença, e pode resultar em secreção pulmonar crônica, e ocasionalmente, 

tosse com sangue (hemoptise), assim como anormalidades em exames 

radiográficos (raio-x). Em pacientes com fibrose cística, um sintoma 

característico da ABPA é a hemoptise, que pode se complicar causando 

colapso pulmonar, devido à um pneumotórax (AGARWAL et al., 2013; 

DENNING; PLEUVRY; COLE, 2013; PATTERSON et al., 2016; UEKI et al., 

2018). 

Em pacientes severamente imunocomprometidos, a colonização do 

epitélio pulmonar por A. fumigatus pode avançar para outros órgãos em 

sequência, gerando uma condição denominada aspergilose pulmonar invasiva 

(API). Essa é a forma mais grave da doença, acometendo principalmente 
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pacientes incluídos em grupos de risco, tais como aqueles submetidos aos 

tratamentos que debilitam o sistema imune, como a administração de 

imunossupressores (quimioterapia). Neste grupo enquadram-se pacientes com 

tumores malignos e transplantados, por exemplo. Neste cenário, cerca de 50% 

dos casos de API acometem pacientes com leucemia ou receptores de medula 

óssea, e neste grupo a taxa de mortalidade pode chegar a 90%, dependendo 

do quadro clínico (GUPTA et al., 2011; IMBERT et al., 2021; KONTOYIANNIS 

et al., 2010; PERLIN, 2015; SEGAL, 2009). 

 

1.3. A seção Fumigati e a evolução da virulência 

Durante o decorrer dos últimos anos, a taxonomia das espécies que 

compõem gênero Aspergillus mudou bastante, com a utilização de novas 

metodologias, adicionando maiores níveis de detalhamento nas análises, o que 

acabou levando a utilização de um novo conceito, o das chamadas “espécies 

crípticas”. Essa mudança tornou possível classificar de forma mais apurada, 

espécies morfologicamente indistinguíveis, as quais foram agrupadas em uma 

mesma “seção” taxonômica. Estudos recentes sobre a taxonomia do grupo, 

relatam 436 espécies de Aspergillus, distribuídas dentro de 27 seções 

(HOUBRAKEN et al., 2020). A presença de um número maior de espécies 

crípticas de Aspergillus tem aumentado em amostras clínicas nos últimos anos, 

indicando mudanças na epidemiologia em casos de aspergilose (GAUTIER; 

NORMAND; RANQUE, 2016). Atualmente, mais de 100 espécies já foram 

reportadas em amostras clínicas, incluindo 30 espécies relacionadas a casos 

de AIP (TSANG et al., 2018).  

Para além do interesse taxonômico, a noção de espécies crípticas é de 

grande interesse, dado que permite traçar relações entre as espécies, e seus 

respectivos níveis de susceptibilidade a drogas, por exemplo, já foi 

demonstrado um campo de promissor para pesquisa em diversas seções 

(ALASTRUEY-IZQUIERDO; ALCAZAR-FUOLI; CUENCA-ESTRELLA, 2014; 

IMBERT et al., 2020). A espécie A. fumigatus, a mais frequentemente 

identificada em casos de aspergilose, foi classificada dentro da seção batizada 

Fumigati, composta por cerca de 50 espécies do gênero Aspergillus, sendo 

poucas patogênicas (HUBKA et al., 2018; LAMOTH, 2016; SUGUI et al., 2014). 

Dado que, em termos taxonômicos, a definição de seção refere-se a uma 
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classificação entre gênero e espécie, uma análise filogenética da distribuição 

de espécies patogênicas e não patogênicas nesta seção sugere que a 

patogenicidade destas espécies que acometem o hospedeiro humano evoluiu 

múltiplas vezes, e de maneira independente ao longo da evolução do grupo 

(HUBKA et al., 2018; SUGUI et al., 2014). Existem espécies da seção Fumigati 

em que ainda não foram observadas formas de reprodução sexuada. Espécies 

capazes de realizar reprodução sexuada eram antigamente classificadas como 

Neosartorya, e a partir da proposta elaborada por Samson et al. (2014), todas 

as espécies da seção passaram a ser classificadas dentro do gênero 

Aspergillus, sendo A. fumigatus a espécie mais comumente encontrada nos 

mais diversos ambientes. (SAMSON et al., 2007; STEENWYK et al., 2019; 

SUGUI et al., 2014). 

Enquanto A. fumigatus infecta mais de 200 mil pessoas anualmente, A. 

fischeri, um fungo evolutivamente próximo à A. fumigatus, cujo transcriptoma 

apresenta aproximadamente 95% de similaridade com A. fumigatus, raramente 

é reportado como agente causador de doenças e, portanto, não é clinicamente 

relevante (BALAJEE et al., 2009; FEDOROVA et al., 2008). Da mesma forma, a 

espécie A. thermomutatus responde por aproximadamente 1% das infecções 

causadas por organismos da seção Fumigati ao passo que A. turcosus 

(filogeneticamente relacionado à A. thermomutatus- 89% de similaridade 

proteômica) foi isolado de apenas quatro pacientes no Canadá (PARENT-

MICHAUD et al., 2019) e não é considerado clinicamente relevante. 

Como já citado, espécies dessa seção também são consideradas 

importantes na indústria de alimentos, devido à capacidade de causar 

deterioração de alimentos e graves intoxicações em humanos (SAMSON; 

CENTRE, 2010). Um dos exemplos é a espécie A. fischeri (Neosartorya 

fischeri), com alguns relatos de cepas termotolerantes e resistentes à 

pasteurização industrial (HOUBRAKEN; DYER, 2015). Com o objetivo de 

investigar melhor aspectos relacionados à virulência, epidemiologia, e 

aplicações na indústria, A. fischeri e A. fumigatus estavam entre as primeiras 

espécies pertencentes ao gênero Aspergillus a ter os genomas sequenciados 

(FEDOROVA et al., 2008).  

Durante a última década, a incidência de cepas de A. fumigatus 

resistentes a azóis tem crescido consideravelmente (SNELDERS et al., 2008). 



 

19 
 

Estudos conduzidos na Alemanha (BADER et al., 2015) encontraram, a partir 

de amostras de solo, duas colônias visualmente parecidas com A. fumigatus, 

porém não foi possível identificá-las em análises de Ionização e dessorção a 

laser assistida por matriz (MALDI-TOF) utilizadas nesse estudo. Após análises 

de sequenciamento de regiões de íntrons (ITS), verificou-se que ambas as 

colônias pertenciam à seção Fumigati, porém não foram encontradas 

correspondências de similaridade com nenhuma outra espécie do gênero 

Aspergillus (HOUBRAKEN et al., 2015). Utilizando uma abordagem polifásica, 

combinando dados de sequenciamento, de β-tubulina (BenA) e calmodulina 

(CaM), características de macro e micro morfologia e dados relacionando 

temperatura-crescimento, mostrou que ambos os isolados eram representantes 

de uma espécie até então não descrita na literatura, propondo então o nome A. 

oerlinghausenensis(HOUBRAKEN et al., 2015). 

Por sua vez, a espécie A. lentulus, foi descrita em 2005, relatada em um 

caso de aspergilose em humanos (BALAJEE et al., 2009). Em um estudo 

recente, (DOS SANTOS et al., 2020), foram relatadas diferenças quanto à 

resistência a drogas antifúngicas e sequência genética de cinco cepas das 

espécies A. lentulus, A. fumigatus e Aspergillus fumigatiaffinis, indicando que 

os níveis de resistência a drogas antifúngicas podem variar bastante entre as 

diferentes cepas de cada espécie, encontrando cepas mais sensíveis e mais 

resistentes a diferentes concentrações testadas. A busca por um melhor 

entendimento das características relevantes para patogenicidade entre 

diferentes cepas das espécies do gênero Aspergillus, responsáveis pela grande 

maioria dos casos de aspergilose em humanos podem trazer avanços 

significativos para um melhor entendimento dos genes e vias metabólicas mais 

importantes para a virulência, bem como os mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento de resistência a drogas antifúngicas (DOS SANTOS et al., 

2020; STEENWYK et al., 2019).  

As diferenças na patogenicidade não parecem estar diretamente 

relacionadas à ecologia das várias espécies de Aspergillus, já que espécies 

patogênicas podem ser isoladas em ambientes com as mais variadas 

características, não sendo tão comuns e nem tão frequentes quanto esperado 

em ambientes hospitalares, ao passo que espécies não patogênicas, como A. 

fischeri, são comumente isoladas em diversos ambientes, incluindo hospitais 
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(FRĄC; JEZIERSKA-TYS; YAGUCHI, 2015; HONG et al., 2010; KLICH, 2002; 

TONG et al., 2017). Estudos anteriores a respeito de A. fumigatus 

demonstraram que muitos dos genes envolvidos com maior virulência da 

espécie estão também relacionados com processos também relacionados com 

a sua versatilidade em habitar os mais diversos e variados ambientes, 

enfrentando frequentes mudanças geradoras de estresse para o organismo, 

exigindo uma resposta, como pode ser observado nos casos do estresse 

térmico, mudanças de pH, luminosidade e concentrações de O2 por exemplo 

(ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

Para fins comparativos, o presente estudo utilizou as espécies A. fumigatus, A. 

oerlinghausenensis, A. fischeri e A. lentulus para buscar possíveis explicações 

para a maior virulência de A. fumigatus. 

 

1.4. Principais mecanismos envolvidos na progressão da API 

Pela maior relevância clínica, diversos estudos lançam olhares para a 

espécie A. fumigatus e para as possíveis explicações por trás de sua maior 

virulência, com o intuito de compreender quais são os elementos genéticos, 

moleculares e bioquímicos envolvidos na maior patogenicidade observada 

nessa espécie. Vários desses estudos apontam que o processo de seleção de 

genes, proporcionado pelas altas temperaturas atingidas em grandes massas 

de material orgânico em decomposição, contribuíram para essa grande 

capacidade de A. fumigatus de se adaptar, não só a ambientes mais quentes, 

como também a condições variáveis de pH, disponibilidade de nutrientes e 

diferentes relações com a microbiota de maneira geral (BASTOS et al., 2022; 

HUBKA et al., 2018; STEENWYK et al., 2019; WAGENER et al., 2008). 

Durante o processo de infecção, assim como em certas condições 

encontradas no meio ambiente, o patógeno também se depara com diversos 

estresses, como defesas do sistema imunológico (mesmo em hospedeiros 

imunocomprometidos com sistema imune fragilizado), mudanças nas 

concentrações de O2 e CO2, pH, temperatura, estresse oxidativo, limitação de 

nutrientes, como ferro, zinco, cálcio e magnésio. Esses estresses são sentidos 

pelos receptores celulares do fungo, os quais são responsáveis por disparar 

sinais que partem da superfície das células. Esses sinais são então 

transmitidos através de cascatas de sinalização enzimática até o núcleo, onde 
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podem ser ativadas diferentes classes de proteínas, conhecidas como fatores 

de transcrição (FTs), ou repressores (ABAD et al., 2010; BULTMAN; 

KOWALSKI; CRAMER, 2017; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; NIERMAN et al., 

2005).  

Os FTs ou repressores são responsáveis por ativar ou reprimir, 

respectivamente, a transcrição de uma série de outros genes e/ou enzimas, 

cujos impactos serão responsáveis pela reorganização celular e 

reprogramação metabólica das células, evitando o desperdício de energia e 

mantendo ativas somente as vias fundamentais para a sobrevivência das 

células fúngicas em determinada condição, resultando assim em mecanismos 

de adaptação aos diferentes estresses impostos pelo organismo hospedeiro 

e/ou ambiente, promovendo, portanto, a sobrevivência do organismo durante o 

processo de colonização dos mais variados ambientes (BULTMAN; 

KOWALSKI; CRAMER, 2017; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; NIERMAN et al., 

2005).  

Portanto, os mecanismos envolvidos na resposta a estresses são 

compostos de interações genéticas complexas, permitindo que um único fator 

de transcrição seja responsável pela regulação de diversos genes e/ou vias 

metabólicas essenciais para a patogenicidade, assim como a ausência ou o 

bloqueio de um único fator de transcrição pode desregular toda uma rede de 

genes previamente adaptada que permitiria a sobrevivência do fungo em um 

determinado ambiente (BULTMAN; KOWALSKI; CRAMER, 2017). Respostas 

desencadeadas por diversos estresses ambientais envolvem produção de 

componentes específicos, como por exemplo, aqueles ligados à síntese de 

componentes da estrutura da parede celular, matriz extracelular, biofilme e 

metabólitos secundários (MSs). 

Esses mecanismos mencionados são considerados como importantes 

para o estabelecimento da infecção por A. fumigatus por aumentarem sua 

resistência contra os mecanismos da imunidade inata, além de aumentar a 

capacidade dessa espécie de causar dano e sobreviver no tecido de 

hospedeiros (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; NIERMAN et al., 

2005; PEREZ-CUESTA et al., 2021). Todos os fatores citados, quando 

somados, contribuem para a patogenicidade, além de também influenciarem no 

desenvolvimento de mecanismos de resistência a drogas, característica 
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fundamental para fungos patogênicos. (BIGNELL et al., 2016; JEANVOINE et 

al., 2017; MANFIOLLI et al., 2018; RAFFA; KELLER, 2019). Portanto, pode-se 

dizer que A. fumigatus é um fungo patogênico e oportunista, que devido à 

versatilidade e resistência a diversos estresses ambientais, desenvolveu 

também a capacidade de ser um patógeno de diversos organismos, incluindo 

seres humanos (LATGÉ; CHAMILOS, 2019). Danos epiteliais pré-existentes 

podem favorecer a fixação e germinação no epitélio pulmonar, sendo que 

ambos esporos e hifas são capazes de produzir e secretar compostos 

formadores de biofilme, MSs e proteases capazes de causar dano epitelial e 

modular resposta imune, facilitando no estabelecimento da infecção e na 

evasão das defesas do hospedeiro (HAGAG et al., 2012).  A seguir, serão 

descritos alguns caracteres considerados como importantes para a virulência 

de A. fumigatus. 

 

1.4.1. Matriz extracelular, biofilme, proteínas estruturais e MSs 

Em casos em que o hospedeiro possui um sistema imune fragilizado, os 

esporos conseguem germinar, gerando hifas. Conforme crescem, as hifas se 

aglomeram e produzem uma matriz extracelular (MEC) responsável por formar 

biofilme, cujo principal componente é o polissacarídeo galactosamina-galactano 

(GAG). GAG é produzido e secretado constantemente pelas hifas, sendo 

extremamente importante para evitar o reconhecimento dos PMAPs fúngicos 

pelas células do sistema imune do hospedeiro, como macrófagos e neutrófilos, 

gerando um efeito altamente imuno modulatório. A MEC de biofilme fúngico é 

composta também de outras classes de macromoléculas além dos 

polissacarídeos, como proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. (CEGELSKI, 

2015; MARTINS et al., 2010; ZARNOWSKI et al., 2014). A formação de 

biofilme também tem um papel crucial, na adesão celular ao epitélio, processo 

considerado essencial para a sobrevivência no hospedeiro (BEAUVAIS et al., 

2014). A produção dos compostos relacionados com a formação de biofilme já 

foi diversas vezes relacionada com uma maior resistência a tratamentos com 

equinocandinas observada em A. fumigatus. Esses mecanismos de produção 

de MEC normalmente são associados com as vias das MAPKs envolvendo a 

biossíntese de componentes da parede celular, bem como as vias envolvidas 
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na manutenção da estrutura da parede celular (BOM et al., 2015; KERKAERT 

et al., 2022; MANFIOLLI et al., 2018).  

Também é importante destacar as defesas presentes unicamente nos 

esporos assexuais, dado que são o primeiro ponto de contato do fungo com o 

hospedeiro. Por exemplo, a proteína RodA, uma hidrofobina, forma uma 

camada proteica em torno de conídios dormentes e, além de auxiliar a 

dispersão de esporos pela corrente de ar, dificulta o reconhecimento fúngico 

pelas células do sistema imune do hospedeiro, favorecendo assim a 

sobrevivência do patógeno (AIMANIANDA et al., 2009; DE JESUS CARRION 

et al., 2019; VALSECCHI et al., 2020). A proteína CcpA, também presente em 

conídios, foi recentemente caracterizada e demonstrou ser importante para a 

virulência de A. fumigatus, atuando via inibição do reconhecimento do sistema 

imune inato e dificultando o acesso aos PMAPs (VOLTERSEN et al., 2018). O 

pigmento melanina, também é um importante componente da parede celular 

dos conídios de A. fumigatus. Além de proteger os conídios contra danos 

causados pelas radiações UV, as moléculas de melanina também podem 

neutralizar partículas de EROs produzidas por macrófagos, diminuindo a acidez 

nos fagolisossomos e, consequentemente, a efetividade dessas células em 

matar (JACKSON; HIGGINS; LIN, 2009).  

  A versatilidade de A. fumigatus e a capacidade de suas hifas de 

reorganizarem a parede celular também é um importante aspecto que contribui 

com sua maior relevância clínica. Um exemplo importante pode ser observado 

em tratamentos com drogas antifúngicas, como por exemplo a caspofungina 

(CSP). Quando presente em altas concentrações, a CSP gera desaceleração 

do crescimento fúngico, hiper ramificação das hifas e ocasional lise dos 

compartimentos apicais das hifas. Como resposta, A. fumigatus é capaz de se 

adaptar e transferir as enzimas 1,3-β-D-glucano sintase dos compartimentos 

afetados para vacúolos, fazendo com que essas enzimas, e consequentemente 

as moléculas que elas sintetizam, desapareçam da parede celular. Após 

aproximadamente 2 a 3 dias de adaptação, novas hifas começam a apresentar 

crescimento paradoxal, em um efeito conhecido como efeito paradoxal da 

caspofungina (CPE) (ZHAO et al., 2022).  

Durante o CPE, A. fumigatus é capaz de crescer a partir de 

microcolonias desprovidas de β-1,3 glucano e β-D-glucano. Essas hifas são 
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caracterizadas por crescimento rápido, morfologia normal, nova localização 

celular das enzimas 1,3-β-D-glucano sintase e β1,3-glucano sintase, o que 

consequentemente retoma a produção de β-1,3 glucano e β-D-glucano, bem 

como normalização dos níveis de quitina presentes na parede celular 

(COLABARDINI et al., 2022; WAGENER; LOIKO, 2018). Os mecanismos 

genéticos e moleculares responsáveis por esse fenômeno ainda são 

desconhecidos, com algumas evidências apontando para as vias de 

integridade da parede celular reguladas pela MpkA e RlmA como responsáveis 

por regular esses fenótipos observados (COLABARDINI et al., 2022). 

De forma resumida, pode-se dizer que CPE está associado à 

modificações na parede celular em termos de estruturação e quantidade 

relativa de cada componente. Após a exposição de grandes concentrações de 

CSP, podem ser observados alguns fenótipos marcantes, como aumentos 

drásticos na quantidade de quitina, desaparecimento de β-1,3-glucano, bem 

como podem ser observadas mudanças na morfologia e crescimento dos 

fungos (STEINBACH; LAMOTH; JUVVADI, 2015; WAGENER; LOIKO, 2018). 

As vias de sinalização de cálcio-calcinerina, Hsp90 e certas proteínas quinase 

ativadas por mitogênio (MAPKs) parecem desempenhar um papel importante 

na regulação dessas mudanças estruturais e conformacionais, permitindo a 

maior resistência observada na espécie A. fumigatus (ALTWASSER et al., 

2015; JUVVADI; STEINBACH, 2015; LAMOTH et al., 2014; RIES et al., 2017).  

Com relação aos MSs, pode-se dizer que são moléculas bioativas e não 

diretamente envolvidas com o crescimento e desenvolvimento do organismo, 

sendo mais importantes em termos de melhoras de longo prazo, em relação à 

adaptabilidade e sobrevivência do organismo em condições extremas (Myers et 

al., 2017). Isso acontece porque durante a patogênese, alguns metabólitos são 

responsáveis por combater o sistema imune e promover a aquisição de 

nutrientes e cofatores enzimáticos essenciais (LIND et al., 2017). Também 

deve ser destacado que as hifas e conídios são capazes de produzir MSs 

diversos. Alguns são importantes por possuírem a função de induzir a produção 

de citocinas anti-inflamatórias (GRESNIGT et al., 2014), reduzindo assim as 

respostas inflamatórias geradas pelo sistema imune.  

Um bom exemplo é a gliotoxina, um metabólito secundário considerado 

um dos principais fatores de virulência relacionados a A. fumigatus já 
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identificado, o qual inibe fortemente o sistema mucociliar, interferindo também 

no processo de fagocitose de macrófagos, a proliferação e citotoxicidade de 

células T (KWON-CHUNG; SUGUI, 2009). A secreção de MSs, como a 

gliotoxina, ou a tripacidina também variam de acordo com a temperatura de 

cultivo (LIND et al., 2017), indicando que há um papel importante da 

temperatura envolvendo a regulação da produção e secreção desses 

compostos 

 

1.4.2. Metabolismo dos macronutrientes, carbono e nitrogênio 

Os tecidos infectados por A. fumigatus não possuem uma grande 

quantidade de nutrientes facilmente assimiláveis, o que dificulta a obtenção de 

compostos orgânicos, cátions e metais essenciais para o crescimento fúngico. 

Portanto, para poder ter acesso a esses nutrientes, ambos os esporos e hifas, 

devem ser capazes de produzir proteases, enzimas diversas, e moléculas 

carreadoras, responsáveis por digerir as macromoléculas presentes no epitélio, 

e posteriormente, captar os componentes orgânicos digeridos (DE VRIES; 

VISSER, 2001; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021).  

Para exemplificar a importância dessas vias secundárias, foram feitos 

estudos com cepas mutantes com fatores de transcrição CreA ou AreA 

deletados. Em A. fumigatus, a repressão do catabolismo de carbono (RCC) é 

um processo celular que direciona o metabolismo de carbono para a utilização 

da principal fonte de carbono disponível no ambiente. RCC é responsável por 

reprimir o uso de fontes menos favoráveis de carbono quando há alguma fonte 

mais facilmente assimilável disponível.  

A glicose é a fonte preferencial de carbono para a maioria dos 

microrganismos, devido à sua fácil assimilação e metabolização pelo 

organismo, gerando crescimento rápido. Em A. nidulans a RCC é mediada pelo 

fator de transcrição CreA, uma proteína que se liga ao DNA através de um 

domínio C2H2, resultando na repressão dos genes necessários para a utilização 

de fontes alternativas de carbono, como o acetato, quando há glicose no 

ambiente (ADNAN et al., 2018). 

Já com relação ao metabolismo de nitrogênio, as numerosas vias e 

fatores de transcrição envolvidos, tornam seu estudo um grande desafio. O 

gene AreA é um fator de transcrição que está principalmente envolvido na via 
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de repressão de metabólitos de nitrogênio (RMN). A principal função da RMN é 

a priorização do uso de formas facilmente assimiláveis de nitrogênio, sendo 

AreA, o principal gene atuante na regulação dessa via, responsável por regular 

o catabolismo de nitrogênio seguindo esse princípio (HYNES et al., 2011). Esse 

fator de transcrição também está envolvido em quase todas as vias de 

assimilação de carbono, visto que cepas mutantes ∆AreA a expressão de 

muitos genes responsáveis pelo catabolismo de nitrogênio é afetada, como por 

exemplo os genes amdS (REIS et al., 2013) e fmdS (CHILDERS et al., 2016) 

para amidas, gdhA (RAFFA; KELLER, 2019) para amônia, hxA,uaZ e uapA 

(BIGNELL et al., 2016; TOMODA et al., 1996) para purinas e crnA e niaD 

(ALBRECHT et al., 2010) para nitrato. Consequentemente, esse mutante 

∆AreA só é capaz de utilizar amônia ou glutamina como fonte de nitrogênio. 

Não obstante, a deleção desses fatores de transcrição responsáveis pela 

regulação da expressão de enzimas envolvidas na aquisição de carbono 

(CreA) e nitrogênio (AreA), geraram fenótipos de menor virulência em 

experimentos de aspergilose com camundongos para ambos os genes 

(HENSEL et al., 1998; RIES et al., 2016).  

 

1.4.3. Metabolismo dos micronutrientes, ferro, cálcio e zinco 

Ferro, cálcio e zinco também desempenham papéis fundamentais em 

diversas reações celulares, tanto em células do hospedeiro, como de 

patógenos. Portanto, a habilidade de sequestrar esses íons do hospedeiro 

propicia uma vantagem competitiva para A. fumigatus (HAAS, 2014; PEREZ-

CUESTA et al., 2021). 

Ferro é um metal, e o elemento traço mais abundante em diversos 

organismos, sendo um cofator indispensável para muitos processos 

metabólicos essenciais na manutenção do organismo, como a cadeia 

transportadora de elétrons nas mitocôndrias, metabolismo de aminoácidos, 

síntese de DNA, formação de esteróis e processos de desintoxicação para lidar 

com estresses oxidativos (ANDREINI et al., 2008; GERWIEN et al., 2018; 

HAAS, 2012).  

A presença e disponibilidade desse metal no ambiente dependem do 

tipo de atmosfera e do pH, sendo o pH o fator mais determinante na 

solubilidade de íons de ferro, visto que é um metal solúvel em condições de pH 
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ácido e na presença de O2, tendendo a precipitar em condições de pH neutro e 

alcalino. Assim como outros fungos e bactérias, A. fumigatus podem obter ferro 

e manter a sua homeostase dentro das células fúngicas de diferentes formas 

(BUNNEY et al., 2017; WALLNER et al., 2009). O equilíbrio constante e 

variável entre consumo e estocagem de ferro é crucial para a manutenção das 

células e sobrevivência do fungo (HAAS, 2012).  

As diferentes formas de ferro presentes no ambiente demandam 

estratégias diversas para obtenção desse composto essencial. 

Especificamente, A. fumigatus conta com dois mecanismos de alta afinidade 

por íons ferro, sendo eles a assimilação via redução de íons ferro, e a absorção 

mediada por sideróforos (SCHRETTL et al., 2004), e ainda um sistema de 

baixa afinidade aos íons ferro, conduzido por permeases de metal genéricas 

(KAPLAN; KAPLAN, 2009). Esse processo de aquisição começa com uma 

enzima metal redutase de membrana que reduz um ion Fe3+ para a sua forma 

solúvel Fe2+, e então a ferroxidase FetC o re-oxida para permitir o transporte 

através da permease de ferro FtrA (SCHRETTL et al., 2004).  

Já os sideróforos são divididos em duas classes, sendo os sideróforos 

extracelulares os responsáveis pela obtenção de ferro e sua homeostase, 

como a fusarinina C e triacetilfusarinina C, enquanto sideróforos intracelulares, 

ferricrocina e hidroferricrocina são responsáveis pela homeostase do ferro e 

armazenamento nas células do organismo (SCHRETTL et al., 2008). 

Também é importante salientar que A. fumigatus precisa se adaptar a 

condições neutras e alcalinas, como o pH fisiológico do epitélio pulmonar. 

Como já discutido, pH é o principal fator determinante na solubilidade dos íons 

de ferro, e os ambientes neutros para alcalinos do epitélio pulmonar diminuem 

drasticamente os níveis de ferro disponível (LATGÉ; CHAMILOS, 2019; 

PEREZ-CUESTA et al., 2021). O fator de transcrição PacC é responsável por 

reprimir genes expressos em condições de pH ácido, sendo também 

responsável por ativar a transcrição de genes relacionados à adaptação a 

ambientes alcalinos, induzindo a produção de sideróforos necessários para 

obtenção de ferro e, consequentemente, permitindo a sobrevivência no epitélio 

pulmonar, e consequentemente, a maior virulência observada em A. fumigatus 

(BERTUZZI et al., 2014; BIGNELL et al., 2005). 
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Cálcio também é um íon crítico para sinalização intracelular e diversas 

vias celulares, e assim sendo, a homeostase de cálcio também é regulada por 

uma grande gama de canais de cálcio, bombas de cálcio e transportadores de 

cálcio (BROWN; GOLDMAN, 2016; JUVVADI; STEINBACH, 2015). O cálcio, 

portanto, participa da regulação da maioria dos processos que controlam o 

crescimento e a morfogênese no fungo (ESPESO, 2016). O sistema de 

sinalização baseado em cálcio é capaz de mudar a concentração de cálcio livre 

no citoplasma em resposta aos estímulos externos, especialmente em resposta 

às flutuações de concentração de cálcio dentro dos fagolisossomos, durante a 

infecção (KYRMIZI et al., 2018). O metabolismo de cálcio é controlado por uma 

série de recursos bioquímicos organizados em sequência, envolvendo os já 

mencionados canais, bombas, transportadores e proteínas ligantes à cálcio. 

Canais de cálcio de alta afinidade acoplados à membrana, Cch1 e Mid1 

já foram caracterizados (DE CASTRO et al., 2014). O vacúolo fúngico serve 

como o principal compartimento de estocagem de cálcio, juntamente com o 

reticulo endoplasmático, o aparato de Golgi e as mitocôndrias. Existe 

comunicação direta entre as diferentes organelas de estocagem. O canal de 

cálcio vacuolar YvcA, ATPases vacuolares de Ca2+ PmcA, PmcB e PmcC, a 

ATPase de Ca2+/Mn2+ localizada no aparato de golgi PmrA, o unimportador 

mitocondrial de Ca2+ MucA, e a proteína carreadora mitocondrial AgcA, já 

foram todos identificados como extremamente importantes no equilíbrio celular 

de cálcio em A. fumigatus (DINAMARCO et al., 2012a; PINCHAI et al., 2010; 

SONG et al., 2016).  

Deleções dos genes codificadores para esses transportadores 

geralmente afetam o crescimento vegetativo das hifas, aumentam a 

susceptibilidade à agentes oxidantes, azóis e drogas perturbadoras da 

integridade da parede celular, processos de homeostase de cálcio em geral, 

integridade da parede celular, localização dos septos nas hifas e virulência, o 

que também define o cálcio como tendo um papel fundamental na biologia de 

A. fumigatus. Os mecanismos de transdução de sinal via Ca2+ também já foram 

analisados, e definidos como similares àqueles encontrados em outros 

sistemas fúngicos que classicamente envolvem a proteína ligante a cálcio, 

calmodulina, a calcineurina fosfatase de serina/treonina e o fator de transcrição 

CrzA. Um mutante ∆CrzA não é capaz de germinar devido a problemas de 
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integridade na parede celular e capacidade de virulência, o que confirma 

novamente os papeis essenciais desempenhados pelo cálcio no metabolismo, 

e consequentemente na virulência, de A. fumigatus (CRAMER et al., 2008; 

JUVVADI et al., 2013, 2015, 2016, 2011; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; SORIANI 

et al., 2008). 

Há também mecanismos para aquisição de zinco, mediada pelos 

transportadores de zinco, ZrfA, ZrfB e ZrfC, que são controlados pelo fator de 

transcrição ZafA (MORENO et al., 2007). Os genes envolvidos na aquisição de 

zinco, são de suma importância para a virulência, visto que são regulados de 

acordo com as mudanças de pH do ambiente. A expressão do gene zrfC é 

fundamental para sobrevivência em condições de pH neutro e alcalino, 

condições também encontradas no epitélio pulmonar, condição que não só 

dificulta a obtenção de íons de ferro, como também limita a disponibilidade de 

íons zinco (PEREZ-CUESTA et al., 2021). Testes in vivo realizados com cepas 

mutantes ∆zrfC comprovam essa teoria, onde a cepa teve seus níveis de 

virulência reduzidos em modelo leucopênico e não leucopênico de infecção em 

camundongos(AMICH et al., 2014), enquanto o mutante duplo ∆zrfAB 

apresentou níveis de virulência semelhantes aos da cepa selvagem (AMICH et 

al., 2014; MORENO et al., 2007). Cepas ∆zafA também são avirulentas, dado 

que esse gene é o principal regulador de todos os genes da família zrf, o que 

também é válido para a cepa triplo mutante ∆zrfABC (AMICH et al., 2014; 

MORENO et al., 2007). zrfC é a única proteína dos genes zrf que possui uma 

incomum longa N-terminação localizada para o lado de extracelular da 

membrana, permitindo a obtenção de Zn diretamente dos pulmões (AMICH et 

al., 2014), tornando A. fumigatus uma espécie resistente à calprotectina, visto 

que a cepa ∆zrfC apresenta um comprometimento no crescimento quando essa 

proteína de defesa de hospedeiros está presente no meio (AMICH et al., 2014). 

Consequentemente, os genes de A. fumigatus envolvidos no metabolismo do 

Zn, que é um nutriente essencial, podem ser bons alvos para estudos 

terapêuticos, especialmente os genes zrfC e zafA, os quais não possuem 

nenhum ortólogo em seres humanos, e são fundamentais para gerar infecção 

fúngica (PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

De maneira geral, a aquisição de nutrientes é parte do metabolismo 

primário de A. fumigatus, e que por sua vez, é a fonte de precursores para o 
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metabolismo secundário. Um exemplo é o gene areA, já discutido 

anteriormente, responsável por exercer funções regulatórias no metabolismo 

de nitrogênio, e que também é responsável por modular a produção de 

aflatoxina em Aspergillus flavus (FASOYIN et al., 2019). Portanto, devido a 

todos os motivos supracitados, seria extremamente interessante determinar as 

interconexões entre metabolismo primário e secundário. Tais interações 

provavelmente acontecem ao nível de regulação gênica, tendo em vista que os 

sinais das vias dos sistemas globais de detecção, das TOR e MAP kinases 

estão implicados na detecção de nitrogênio, atuando sobre HapX e regulando a 

produção de sideróforos (BALDIN et al., 2015). Evidências dessa interconexão 

já foram descobertas em Fusarium fujikuroi, onde TOR kinases controlam, 

parcialmente via AreA, os genes responsáveis pela biossíntese do composto 

bikaverina (TEICHERT et al., 2006).  

Além disso A. fumigatus produz mais gliotoxina em ambientes onde há 

limitação de zinco, e mutantes com o gene zafA deletado são incapazes de 

produzir gliotoxina (SEO et al., 2019). Os mecanismos regulatórios da 

biossíntese de gliotoxina por meio de zinco foram descritos recentemente, e 

correspondem aos processos que ocorrem durante a infecção. As baixas 

concentrações de zinco aumentam a expressão do gene zafA, que além de 

aumentar a expressão de genes relacionados com a aquisição e metabolismo 

de zinco, também aumentam a expressão de genes relacionados à via de 

biossíntese da gliotoxina, através da ativação do gene GliZ (SEO et al., 2019). 

A associação entre baixas concentrações de zinco e a produção da toxina, 

juntamente com a regulação de outros metabolismos, como de aquisição de 

ferro, cálcio, nitrogênio e carbono, poderiam explicar o sucesso por trás da 

resposta de A. fumigatus à escassez de nutrientes e a atividade da imunidade 

inata do hospedeiro. 

 

1.4.4. Adaptações à falta de oxigênio 

Oxigênio também é essencial para A. fumigatus em seus processos de 

crescimento e patogênese (LATGÉ; CHAMILOS, 2019). O fungo pode 

encontrar baixas concentrações de oxigênio, geralmente devido à ativação 

contínua de respostas inflamatórias, que somado aos danos causados nos 

vasos sanguíneos no local de infecção, geram escassez de oxigênio disponível 
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(GRAHL et al., 2012; PEREZ-CUESTA et al., 2021). A proteína SrbA, é crucial 

para a biossíntese de esteróis formadores das membranas celulares e 

vesículas, também está relacionada à maior sobrevivência sob condições de 

hipóxia, ambientes com escassez de ferro, estando envolvida também no 

desenvolvimento de resistência antifúngica a azóis e na virulência de A. 

fumigatus. (CHANG et al., 2007; CHUN; LIU; MADHANI, 2007; HUGHES; 

TODD; ESPENSHADE, 2005).  

Ao encontrar situações de hipóxia, consequentemente há uma queda na 

disponibilidade de íons ferro, obrigando A. fumigatus aumentar a expressão da 

proteína SrbA de ligação ao elemento regulador de esterol, que também ativa o 

gene HapX, induzindo a produção de sideróforos. Ambos esses processos são 

responsáveis por regular grandes mudanças transcricionais e metabólicas nos 

mecanismos celulares de resposta à hipóxia e escassez de ferro, permitindo a 

sobrevivência do fungo no epitélio pulmonar onde esses componentes podem 

tornar-se escassos, como discutido. A deleção do gene SrbA resultou uma 

cepa de A. fumigatus incapaz de sobreviver a ambientes em condições de 

hipóxia, menos virulentas quando testadas em dois modelos diferentes de 

infecção em camundongos, e mais susceptíveis à ação de azóis, indicando que 

a proteína SrbA possui um importante papel em todas essas diversas 

respostas à estresses comumente encontrados durante a colonização de 

hospedeiros (WILLGER et al., 2008). Essas descobertas apontam para as vias 

de homeostase de ferro e biossíntese de ergosterol como importantes 

caminhos metabólicos atuantes em uma melhor resistência a condições de 

hipóxia e escassez de ferro, provavelmente gerando maior capacidade de 

virulência e desenvolvimento de mecanismos de resistência a antifúngicos em 

A. fumigatus (PEREZ-CUESTA et al., 2021; WILLGER et al., 2008).  

 

1.4.5. Termotolerância 

Um dos principais traços relacionados à virulência de A. fumigatus é a 

sua termotolerância, visto que é uma espécie que apresenta melhor 

crescimento em temperaturas de 40°C a 55°C (temperaturas comuns em casos 

de febre e em composteiras, respectivamente), do que em temperaturas 

próximas da temperatura média ambiente, como 25°C até 30°C. Entretanto, até 

os dias atuais, não foi identificada nenhuma via específica, responsável por 
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controlar exclusivamente a termofilia de A. fumigatus (DO; YAMAGUCHI; 

MIYANO, 2009; GAO et al., 2016; LAMARRE et al., 2008). Apesar disso, 

diversas vias metabólicas já foram indiretamente associadas com 

termotolerância como, por exemplo, a via de biossíntese da trealose.  

Trealose é um dissacarídeo formado pela união de duas α-glicose, e 

está presente tanto em conídios, como nas hifas, sendo responsável por atuar 

na resistência a altas temperaturas de diversas formas (THAMMAHONG; 

PUTTIKAMONKUL; PERFECT, 2017). Isso ocorre porque esse composto pode 

ser rapidamente degradado e utilizado como fonte de energia para o 

metabolismo central após a germinação dos conídios (LATGÉ; CHAMILOS, 

2019). Para além dessa função, a trealose também possui um papel crítico na 

estrutura celular, atuando como um protetor da integridade celular, 

especialmente em resposta à desidratação e estresse térmico. Como exemplo, 

foi proposto que a trealose forma ligações de hidrogênio com proteínas, 

interagindo com a cabeça polar dos grupos fosfolipídicos da membrana celular, 

mantendo a estrutura da membrana íntegra em casos de estresse térmico e 

hídrico. (O’MEARA; COWEN, 2014; THAMMAHONG; PUTTIKAMONKUL; 

PERFECT, 2017).  

Entretanto, estudos a respeito do impacto da temperatura em fungos até 

pouco tempo focavam em estudar adaptações ao choque térmico, ao invés de 

voltar os olhos para adaptações relacionadas à exposição constante a altas 

temperaturas. Por esse motivo, aproximadamente 50 proteínas relacionadas ao 

choque térmico (HSPs) foram reportadas no genoma de A. fumigatus, mas 

essas HSPs são chaperonas de classes geralmente associadas à resistência 

ao estresse térmico agudo e momentâneo, de maneira geral, e não 

exclusivamente relacionadas às adaptações ao calor constante (ROBBINS et 

al., 2011; SCHNEIDER et al., 2016; SUEIRO-OLIVARES et al., 2015). HSPs de 

pequeno peso molecular, como Awh11, Hsp30, Hsp20 e Hsp12 parecem ser 

específicas, tanto para A. fumigatus, como em respostas a altas temperaturas, 

sem estarem envolvidas com crescimento in vivo, como visto para o mutante 

∆awh11. Porém, de maneira geral, apesar de possuir um papel extremamente 

importante na virulência de A. fumigatus, a resposta multigênica envolvida na 

resistência às altas temperaturas ainda necessita de mais investigação. 
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1.5. A importância da termotolerância para a virulência 

Recentemente, novos estudos se aprofundaram no estudo de vias 

relacionadas à termotolerância, visto que há um número crescente, e 

negligenciado, de novas cepas fúngicas termotolerantes, provavelmente em 

consequência do fenômeno do aquecimento global (FABRI et al., 2021). 

Apenas quatro genes foram descritos e relacionados à sobrevivência de A. 

fumigatus em ambientes com temperaturas altas. O gene thtA é essencial para 

o crescimento de A. fumigatus a 48°C, porém não contribui diretamente com a 

virulência da espécie (CHANG et al., 2004). De maneira similar o gene Afpmt1 

é responsável por codificar uma O-manosil transferase, necessária para o 

crescimento acima dos 37°C, porém também não envolvida diretamente com a 

virulência (ZHOU et al., 2007). Uma putativa α-1,2-manosil transferase 

codificada por Afmnt1 também foi reportada como necessária para o 

crescimento a 48°C (WAGENER et al., 2008). Esses autores mostraram que a 

cepa mutante ∆Afmnt1 cresce normalmente a 37°C, e que os defeitos em 

relação ao crescimento que foram observados em crescimento a 48°C, eram 

decorrentes da instabilidade da parede celular, levando ao vazamento de 

conteúdo nas pontas das hifas. O mutante ∆Afmnt1 apresentou virulência 

atenuada em modelos de infecção em camundongos, e mostrou também uma 

maior sensibilidade a tratamentos com azóis (WAGENER et al., 2008). De 

maneira semelhante, a deleção do gene cgrA, envolvido na biogênese de 

ribossomos, produziu uma cepa menos virulenta em modelo murino de 

aspergilose invasiva, mas não em modelos com mosca da fruta, sendo 

relacionado ao crescimento a 37°C (BHABHRA; ASKEW, 2005). 

Células expostas a temperaturas altas, mas não letais, tornam-se 

transientemente resistentes a choques térmicos subsequentes, produzindo as 

proteínas chamadas de HSPs. O desenvolvimento da termotolerância é 

paralelo à expressão de genes relacionados às HSPs (NOLLEN et al., 1999). 

HSPs foram identificadas como chaperonas moleculares conservadas entre os 

diferentes tipos de organismos (BURNIE et al., 2006). Também já foi reportado 

que uma proteína Hsp1/Aspf12 (KUMAR et al., 1993) classificada como 

membro da família das Hsp90 poderia estar relacionada com a termotolerância. 

Somado a isso, a proteína formada por Hsp1/Aspf12 pode ter também um 

papel relacionado à imunidade protetiva e autoimunidade dos seres humanos, 
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visto que é um dos antígenos imuno dominantes em casos de aspergilose 

alérgica (KUMAR et al., 1993). Nierman et al. (2005) estudou as diferenças de 

expressão gênica entre 30°C e 37°C, e entre 30°C e 48°C, detectando alguns 

genes mais expressos a 37°C, porém até hoje, nenhum dos genes já 

relacionados a aspectos de virulência foi encontrado como sendo mais 

expresso a 48°C do que a 37°C. Após essas descobertas, foi concluído que a 

temperatura encontrada no hospedeiro (37°C) por si só, não é o suficiente para 

ativar a transcrição dos muitos genes já relacionados com a virulência de A. 

fumigatus.  

Por outro lado, foi proposto por Do et al. (2009) que a tolerância térmica 

dessa espécie possa ser devido à eficiente regulação de genes metabólicos 

por parte de proteínas HSPs. Esses autores, através de uma análise de espaço 

de estados, examinaram a regulação transcricional, e descobriram uma 

associação negativa entre muitas HSPs e os genes metabólicos que elas 

regulam. Pouco se sabe a respeito das mudanças que ocorrem no proteoma de 

A. fumigatus ao encontrar temperaturas diferentes, mas um estudo recente 

descreveu 64 proteínas mais ou menos expressas quando comparando entre 

30°C e 48°C. 4 delas, Hsp30/Hsp42 e Hsp90 mostraram maior aumento de 

expressão durante a resposta ao choque térmico em A. fumigatus. Mais 

estudos de mudanças no proteoma e suas relações com mudanças no 

transcriptoma poderiam melhorar o entendimento da termotolerância nessa 

espécie, e ajudariam a identificar possíveis novos alvos para o tratamento da 

AI. Recentemente também foi descoberto que, além de regular a biossíntese 

de parede celular e a sua manutenção, a via de integridade da parede celular 

(CWI) também possui sua atividade modulada durante a regulação da 

termotolerância em A. fumigatus, tendo sido demonstrado que Hsp90 interage 

com os principais membros da cascata de sinalização das vias de integridade 

da parede celular, realizando uma interligação dessas vias (ROCHA et al., 

2021). 

Hsp90 é fundamental para respostas a choque térmico em eucariotos, 

pois promove dobramento e montagem correta de novas proteínas sintetizadas 

(TAIPALE; JAROSZ; LINDQUIST, 2010). O fator de transcrição Hsf1 controla a 

expressão de Hsp90 em outros organismos, como S. cerevisiae, N. crassa, C. 

neoformans e C. albicans, o que permitiu que Fabri et al. (2021) pudessem 
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identificar o gene homólogo a Hsf1 em A. fumigatus. Esse gene possui função 

nas regulações resultantes na termotolerância e também nas respostas 

associadas a estresses na parede celular, causando um aumento na espessura 

da parede, e que foi hipotetizado como um mecanismo chave para a resposta 

ao calor. Também foi revelado que o gene descoberto e nomeado HsfA, é um 

fator de transcrição essencial, necessário para a termotolerância e crescimento 

vegetativo, como também observado em outros organismos fúngicos 

supracitados (NICHOLLS et al., 2009; THOMPSON et al., 2008; 

WIEDERRECHT; SETO; PARKER, 1988; YANG et al., 2017). 

Descobertas feitas por Fabri et al. (2021) indicam que, ao enfrentar 

condições de alta temperatura, ocorre um espessamento da parede celular de 

A. fumigatus devido ao choque térmico, e que HsfA participa desse processo 

através mecanismos interligados com as principais vias de sinalização que 

controlam a integridade celular do organismo, como as vias de integridade da 

parede celular, e as vias reguladas por genes da via HOG (high-osmolarity 

glycerol). De maneira resumida, foi demonstrado que HsfA contribui com a 

manutenção da integridade da parede celular, tendo sido observado também 

interações entre as proteínas HsfA e proteínas HSFs, em especial a proteína 

Hsp90. O estudo também evidenciou que MpkA e PkcA, que são proteínas 

centrais nas vias tradicionalmente reconhecidas como importantes para 

integridade celular, não são essenciais para a ativação de HsfA durante 

eventos de estresse térmico e danos na parede celular. Adicionalmente, foram 

identificados genes modulados por HsfA, incluindo genes relacionados com 

resposta ao choque térmico, biogênese da parede celular, metabolismo de 

lipídeos e homeostase de ferro, reforçando o conceito de que adaptações na 

parede celular contribuem com a termotolerância de A. fumigatus através de 

um mecanismo integrado que abrange respostas ao estresse térmico e a 

regulação das vias de sinalização relacionadas com a integridade da parede 

celular dos fungos, processos que também estão intimamente relacionados 

com as vias de geração de matriz extracelular e biofilme. (ABAD et al., 2010; 

LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

Portanto, pode-se dizer que apesar de alguns estudos terem obtido 

sucesso em identificar aspectos relacionados com a maior termotolerância e 

patogenicidade de A. fumigatus, ainda há muito para ser descoberto com 
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relação às interações existentes entre genes, proteínas e vias metabólicas 

envolvidas nos processos biológicos relacionados com a termotolerância e a 

capacidade de virulência (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; 

PEREZ-CUESTA et al., 2021). Recentemente alguns estudos voltaram-se para 

análises comparativas, buscando traçar paralelos entre o funcionamento das 

variadas vias metabólicas, bem como as diferenças e semelhanças entre os 

mecanismos responsáveis pela virulência em espécies de diferentes gêneros, 

como Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, 

Coccidioides posadasii e Histoplasma capsulatum (SISCAR-LEWIN; HUBE; 

BRUNKE, 2022). Outros estudos voltaram-se unicamente para o gênero 

Aspergillus, em especial para a seção Fumigati, buscando comparar o principal 

patógeno causador da aspergilose, A. fumigatus, com as outras diferentes 

espécies de Aspergillus presentes na seção, porém tidas como menos 

relevantes clinicamente, devido a sua capacidade reduzida, ou incapacidade de 

gerar doença (BROWN et al., 2022; DOS SANTOS et al., 2021; LI et al., 2020; 

ROKAS et al., 2020). É possível detectar uma série de diferenças fundamentais 

através de análises comparativas entre as diferentes espécies da seção 

Fumigati, como screenings de resistência a drogas antifúngicas, crescimento 

em diferentes fontes de nutrientes, análises metabolômicas e proteômicas, 

análises a nível genômico e transcriptômico, entre muitos outros.  

Estudos comparativos são importantes por tornarem possível a 

identificação de caracteres comuns entre as diferentes espécies, bem como 

aqueles que estão presentes unicamente em A. fumigatus. É grande a 

importância e o potencial de análises comparativas, visto que ao entendermos 

a evolução da virulência entre os patógenos, podemos descobrir também quais 

as principais características, genes, proteínas e vias metabólicas envolvidas 

nas vias de virulência. Além disso, a descoberta de mecanismos de virulência 

exclusivos de A. fumigatus, o principal patógeno causador da aspergilose, 

podem ajudar a elucidar os principais genes, proteínas e vias metabólicas 

envolvidas na maior patogenicidade observada nessa espécie. Com base no 

que foi descrito, o estudo aqui relatado visa comparar e identificar as principais 

diferenças, entre A. fumigatus e outras três espécies, A. lentulus, A. fischeri e 

A. oerlinghausenensis, todas pertencentes à seção Fumigati, e consideradas 

como menos relevantes para casos clínicos. Para esse fim, foram feitas 
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análises de sequênciamento de RNA, buscando analisar o perfil 

transcriptômico dessas espécies quando germinadas a 30°C e 37°C, buscando 

identificar possíveis novos genes, vias metabólicas e metabólitos induzidos 

pela resposta à mudança de temperatura. Além de possibilitar um melhor 

entendimento dos genes e vias metabólicas relacionadas com a 

termotolerância, o presente estudo pretende também identificar possíveis 

genes relacionados a essa via, e que também sejam responsáveis pela maior 

patogenicidade de A. fumigatus, em comparação com outras espécies do 

gênero Aspergillus, consideradas clinicamente menos relevantes (HUBKA et 

al., 2018; STEENWYK et al., 2019, 2020). 

Também buscando um melhor entendimento a respeito das principais 

vias exclusivas de A. fumigatus envolvidas com a sua maior termotolerância e 

virulência, foram realizadas, análises fenotípicas diversas, comparando as 

quatro espécies com relação às suas diferentes taxas de virulência em testes in 

vivo. Também, foram feitas análises das taxas de crescimento das quatro 

espécies em temperaturas variadas, diferentes formas de cultivo, como cultivo 

em meio sólido e meio líquido com agitação, em ambos os casos utilizando 

diferentes fontes de Carbono e Nitrogênio. Também foram testadas condições 

de escassez de nutrientes essenciais (oxigênio e ferro) e crescimento sob o 

efeito de drogas antifúngicas, assim como análises relacionadas à formação de 

biofilme e análises de perfil metabólico, buscando por possíveis diferenças e 

semelhanças entre os metabolismos primário e secundário das quatro 

espécies. Por fim, o presente estudo encontrou diferenças significativas entre 

A. fumigatus e as outras três espécies filogeneticamente próximas em diversos 

aspectos, trazendo importantes insights sobre possíveis vias metabólicas, e 

novos genes e proteínas importantes para os ainda não tão bem explicados 

mecanismos envolvidos na termotolerância, e maior patogenicidade de A. 

fumigatus em relação a outras espécies filogeneticamente próximas. Esses 

resultados podem fornecer importantes insights para estudos futuros que 

busquem preencher as lacunas de conhecimento que existem por trás das 

principais vias metabólicas envolvidas na maior patogenicidade e 

termotolerância de A. fumigatus, impactando positivamente futuros estudos que 

busquem também o desenvolvimento de medicamentos úteis nos mais 

diversos casos relatados de aspergilose, especialmente a aspergilose invasiva. 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS GERAIS 

A partir da hipótese de que o conjunto de genes, proteínas e o conjunto 

de vias metabólicas presentes exclusivamente em A. fumigatus possam 

explicar o maior sucesso dessa espécie como patógeno humano, o presente 

estudo caracterizou fenotipicamente quatro diferentes espécies do gênero 

Aspergillus pertencentes à seção Fumigati: A. fumigatus (cepa CEA17), A. 

oerlinghausenensis (cepa CBS139.183), A. fischeri (cepa NRRL181) e A. 

lentulus (cepa CNM-CM6069). As quatro espécies foram testadas em diversos 

métodos de cultivo e fontes variadas de nutrientes. Também foram avaliadas 

características do biofilme produzido durante o desenvolvimento das quatro 

espécies em condições semelhantes às encontradas durante o contato com um 

organismo hospedeiro, bem como ensaios in vivo para analisar os níveis de 

virulência de cada espécie. Após a caracterização fenotípica, foram avaliados 

os níveis de modulação gênica, através de um sequenciamento e RNA, de 

durante o desenvolvimento em condições de temperatura semelhantes às do 

organismo hospedeiro, comparando A. fumigatus com A. oerlinghausenensis e 

A. fischeri, que são duas outras espécies consideradas menos relevantes 

clinicamente. Os dados do sequenciamento de RNA foram analisados e 

validados posteriormente via outros ensaios fenotípicos, em busca de possíveis 

características exclusivas de A. fumigatus capazes de explicar seus maiores 

índices de virulência. Descobertas a respeito das características exclusivas de 

A. fumigatus, espécie relatada em 90% dos casos de AI, podem ajudar na 

elucidação dos meios pelos quais A. fumigatus obtém maior sucesso na 

colonização de indivíduos humanos, bem como auxiliar a desvendar possíveis 

vias alvo de tratamentos médicos no futuro. 

 

2.1. Objetivos específicos 

1) Avaliação fenotípica de espécies de Aspergillus na seção Fumigati (A. 

fumigatus, A. fischeri, A. oerlinghausenensis e A. lentulus) através de ensaios 

de em diferentes condições de crescimento  

2) Avaliar as diferenças na composição da parede celular, matriz 

extracelular e biofilme das quatro espécies de Aspergillus em questão. 
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3) Avaliar o perfil transcriptômico de de A.  fumigatus comparativamente 

com A. fischeri e A. oerlinghausenensis durante a transição térmica de 30 para 

37 C  

4) Avaliação da patogenicidade de espécies de Aspergillus da seção 

Fumigati (A. fumigatus, A. fischeri, A. oerlinghausenensis e A. lentulus) através 

de ensaios in vivo utilizando-se diferentes modelos animais 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Linhagens utilizadas neste trabalho 

Para o presente estudo, foram utilizadas as linhagens A. 

oerlinghausenensis (cepa CBS139.183), A. lentulus (cepa CNM-CM6069), A. 

fischeri (cepa NRRL181) e A. fumigatus (cepa CEA17).  

 

3.2. Meios de Cultura 

3.2.1. Meio mínimo (MM, MM+UU) 

Solução de sais 20X (Kafer, 1997) - 1X 

Solução de elementos traços - 0,1% (v/v) 

Glicose - 1% (p/v) 

Agar - 2% (p/v) 

MM+UU indica o meio mínimo de cultura (MM) suplementado com uridina 5 

mM e uracila 5 mM. Para a regeneração de protoplastos, utilizou-se meio 

completo + KCl (0,6M). Os meios MM e MM+UU líquidos são iguais em 

composição, respectivamente, aos meios sólidos, entretanto sem a adição de 

ágar 2% (p/v). Para meio Top Agar de regeneração dos protoplastos foi 

adicionado 1% (p/v) de ágar. O volume final foi ajustado com água destilada. O 

pH foi ajustado para 6,5 com hidróxido de sódio (2M). Esterilizou-se em 

autoclave. 

 
3.2.2. Meio mínimo adaptado (MMA) 

Foram utilizadas diversas versões de Meio Mínimo Adaptado.  

 

3.2.2.1. Meio de cultura para ensaios de escassez de ferro 

Para os ensaios de escassez de ferro foi utilizado meio mínimo, onde os 

elementos traços originais foram substituídos por uma solução de elementos 
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traços sem ferro. Após preparo do meio de cultura (sólido e/ou líquido), o 

material foi esterilizado em autoclave. 

 

3.2.2.2. Meio de cultura para ensaios de escassez de glicose 

Para os ensaios com fontes alternativas de carbono, foi utilizado meio mínimo 

líquido sem adição de glicose. Com relação às fontes alternativas de carbono, 

foram preparadas soluções estoque de Tween 20 [25%(p/v)], Tween 80 

[25%(p/v)], e óleo de oliva [100%(p/v)]. Após preparo do meio de cultura e das 

soluções, o material foi esterilizado em autoclave. O meio mínimo adaptado 

sem glicose foi então adicionado das respectivas soluções até que estivessem 

todos os frascos com um volume final de 50mL e a concentração final de 1% 

(p/v), sendo que apenas uma fonte alternativa de carbono foi adicionada por 

frasco. Foram feitos testes em triplicata para cada espécie em cada meio. 

 

3.2.3. Potato Dextrose Ágar modificado (PDA) 

Solução de sais 20X (Kafer, 1997) - 1X 

Elementos traços - 0,1% (v/v) 

Agar - 2% (p/v)  

Difco Potato Dextrose Broth - 24g/L 

O meio PDA líquido é igual em composição, respectivamente, ao meio sólido, 

entretanto sem a adição de ágar 2% (p/v). O volume final foi ajustado com água 

destilada. Esterilizou-se em autoclave. 

 
3.2.4. Meio completo (YAG, YUU, YG e YG+UU) 

Extrato de levedura - 0,5% (p/v) 

Glicose - 2% (p/v) 

Ágar - 2% (p/v) 

Solução de elementos Traços - 0,1% (v/v) 

O volume final foi ajustado com água destilada. Esterilizou-se em autoclave. 

YUU indica o meio de cultura completo YAG suplementado com uridina 4 mM e 

uracila 10 mM. Para a regeneração dos protoplastos, utilizou-se meio completo 

+ KCl (0,6M). Os meios YG e YG+UU são iguais em composição, 

respectivamente, aos meios YAG e YUU, entretanto sem a adição de ágar 2% 

(p/v). Para meio Top Agar de regeneração dos protoplastos foi adicionado 1% 
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(p/v) de ágar. Em experimentos onde se necessitava de repressão do promotor 

alcA, foi utilizado meio contendo glicose 4%. 

 

3.2.5. Meio YPD 

Extrato de levedura - 0,5% (p/v) 

Peptona de caseina - 0,5% (p/v)  

Glicose – 1,5% (p/v) 

Os componentes foram dissolvidos em água destilada, o pH foi ajustado para 

6,3 e o meio foi esterilizado em autoclave. Para meio sólido foi adicionado 2% 

(p/v) ágar. 

 

3.2.6. Meio Luria Bertani (LB) 

Extrato de Levedura - 0,5% (p/v) 

Cloreto de Sódio - 0,17M 

Triptona - 1% (p/v) 

Os componentes foram dissolvidos em água destilada e o meio foi esterilizado 

em autoclave. Para meio sólido foi adicionado 2% (p/v) ágar. 

 

3.2.7. Meio Beef extract 

Ágar - 2% (p/v) 

Gibco Beef Extract Powder - 1% (p/v) 

O volume final foi ajustado com água destilada. Esterilizou-se em autoclave. 

 

3.2.8. Meio Ágar + Soro Fetal Bovino 

Ágar - 2% (p/v) 

Gibco Fetal Bovine Serum (FBS) - 10% (v/v) 

O volume final foi ajustado com água destilada. Esterilizou-se em autoclave. 

 

3.2.9. Meio RPMI-1640 

Roswell Park Memorial Institute 1640 medium em pó - 1 sachê/L 

Tampão HEPES - 2,4g/L 

Tampão MOPS - 0,165M 
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Esterelizado via filtração à vácuo em sistema de filtração Kasvi. Quando 

utilizado com tampão MOPS, o pH foi ajustado para 7 com hidróxido de sódio 

(2M). 

 

3.3. Soluções e Tampões 

3.3.1. Solução de elementos traços 

 
Sulfato de zinco heptahidratado - 75 mM 

Ácido bórico - 180 mM 

Cloreto de manganês tetrahidratado - 25 mM 

Sulfato de ferro heptahidratado - 18 mM 

Cloreto de cobalto pentahidratado - 6 mM 

Sulfato de cobre pentahidratado - 6 mM 

Molibdato de amônio tetrahidratado - 1 mM 

EDTA - 140 mM 

Os componentes foram adicionados na ordem listada em 1/8 do volume final de 

água destilada. Cada componente foi dissolvido completamente antes de 

adição do próximo. A solução foi aquecida até 100°C e então resfriada para 

60°C. Ajustou-se o pH entre 6,5 e 6,8 com solução de hidróxido de sódio (10 

M). Deixou-se resfriar até atingir a temperatura ambiente para acerto do volume 

final. 

 

3.3.2. Solução de sais 20X concentrada para MM (KÄFER, 1977) 
 
Nitrato de Sódio - 3,2M 

Cloreto de Potássio - 0,14M 

Dihidrogenofosfato de Potássio - 0,2M 

Sulfato de Magnésio heptahidratado - 0,04M 

Os componentes foram dissolvidos em água destilada e utilizados na 

composição do Meio Mínimo. 
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3.3.3. Soluções de protoplastização para transformação em 

Aspergillus 

 
3.3.3.1. Solução 1 de protoplastização 

 
Sulfato de amônio - 0,8M 

Ácido cítrico pH 6 - 100mM 

Dissolveu-se o sulfato de amônio em água destilada e adicionou-se o volume 

adequado de solução de ácido cítrico 1M, pH 6 previamente preparada. 

Ajustou-seo volume e esterilizou-se em autoclave. 

 

3.3.3.2. Solução 2 de protoplastização 

 
Extrato de levedura - 1% (p/v) 

Sacarose - 2% (p/v) 

Os componentes foram dissolvidos em água destilada. Esterilizou-se em 

autoclave. 

 

3.3.3.3. Solução 3 de protoplastização 

 
Sulfato de amônio - 0,4M 

Sacarose - 1% (p/v) 

Ácido cítrico pH 6 - 50mM 

Sulfato de amônio e sacarose foram dissolvidos em água destilada. Adicionou-

se o volume necessário de uma solução de ácido cítrico 1M, pH 6 previamente 

preparada. Esterilizou-se em autoclave. 

 

3.3.3.4. Solução 4 de protoplastização 

 
Polietilenoglicol PM 6000g/mol - 25% (p/v) 

Cloreto de cálcio dihidratado - 100mM 

Cloreto de potássio - 0,6M 

Tris HCl pH 7,5 - 10mM 

Dissolveram-se os componentes em água destilada e acrescentou-se o volume 
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necessário de solução Tris HCl, pH 7,5 (1M) previamente preparada. 

Esterilizou-se em autoclave. 

 

3.3.3.5. Solução 5 de protoplastização 

 
Cloreto de cálcio dihidratado - 50mM 

Cloreto de potássio - 0,6M 

MES pH 6,0 - 10mM 

Os componentes foram dissolvidos em água destilada. Esterilizou-se em 

autoclave. 

 

3.3.4. Solução depurinizante 

Ácido clorídrico - 0,25M 

O volume necessário de ácido foi diluído em água destilada e o volume final 

acertado. 

 

3.3.5. Solução salina citrato (SSC) 20X concentrada 

Cloreto de sódio - 3M 

Citrato de sódio dihidratado - 300mM 

Dissolveu-se em água destilada, ajustou-se em pH 7,0 com hidróxido de sódio 

(4M) e completou-se o volume com água destilada. 

 

3.3.6. Solução SDS 10% 

SDS - 10g 

Água destilada q.s.p. - 100 ml 

Dissolveu-se em água destilada e acertou-se o volume. 

 

3.3.7. Soluções estoque de drogas utilizadas 

Dissolveu-se metil metanossulfonato (MMS) agente alquilante do DNA 5% em 

água. Dissolveu-se menadiona (MENA) indutor de estresse oxidativo 0,5M em 

DMSO. Dissolveu-se óxido de 4-nitroquinolina (4NQO) mimetizante de radiação 

UV 100 μg/ml em DMSO. Dissolveu-se caspofungina (CSP) a 1mg/mL em 

água. Dissolveu-se bromidrato de piritiamina a 5mg/mL em água. 
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3.3.8. Tampão PBS (“Phosphate buffered saline”) 10X concentrado 

Cloreto de sódio - 350mM 

Cloreto de potássio - 180mM 

Hidrofenofosfato de sódio - 25mM 

Dihidrogenofosfoato de potássio - 18mM 

Dissolveu-se em água destilada até o volume final. Esterelizado via filtração à 

vácuo em sistema de filtração Kasvi ou autoclave. 

 

3.3.9. Tampão de amostra para eletroforese de DNA 

Azul de Bromofenol - 0,1mg/ml 

Xileno cianol - 0,1mg/ml 

Glicerol - 50%(v/v) 

Dissolveu-se os componentes no volume necessário. 

 

3.3.10. Tampão TRIS-Acetato-EDTA (TAE) 50X concentrado 

Tris Base - 242g 

Ácido Acético Glacial - 57,1ml 

EDTA 0,5M pH 8,0 - 100ml 

Água destilada q.s.p. - 1L 

Acertou-se para pH 8 e esterilizou-se em autoclave. Para uso na eletroforese 

de DNA, o tampão foi diluído 1X. 

 

3.3.11. Tampão de extração de DNA 

Tris-HCl pH 8,5 - 200mM 

Cloreto de sódio - 250mM 

EDTA - 25mM 

SDS - 0,5%(p/v) 

Dissolveu-se em água destilada. 

 

3.3.12. Tampões para hibridização de sondas de Southern Blotting 

3.3.12.1. Tampão de Hibridização 

Adicionar NaCl (apropriado para pesquisa) ao tampão de hibridização fornecido 

pelo kit “Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection 

System” da GE Healthcare, para deixá-lo com uma concentração de 0,5M. 
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Adicionar reagente de bloqueio fornecido pelo kit, de maneira lenta, gradual e 

sob agitação magnética constante para obter melhor resultado, até atingir uma 

concentração final de 4% (p/v). Deixar misturando por 1 a 2 horas a 

temperatura ambiente, podendo ser utilizado imediatamente após o término do 

processo. 

 

3.3.12.2. Tampão de Lavagem 1 

Água - 1 litro 

Uréia - 120g - 2M 

SDS - 1g - 0,1% (p/v) 

100mL de fosfato de sódio 0,5M e pH 7- 50mM 

NaCl - 8,7g – 150mM 

1mL de MgCl2 1M- 1mM 

Reagente blocking - 2g - 0,2% (p/v) 

 

3.3.12.3. Tampão de Lavagem 2 

Água - 1 litro 

TRIS base - 121g - 1M 

NaCl - 112g - 2M 

Diluir a solução em 1:20 e adicionar 2mL/L de MgCl2 a 1M para chegar à 

concentração final de 2mM de magnésio no tampão 

 

3.4. Protocolos adotados 

3.4.1. Métodos de coleta de esporos e cultivo 

3.4.1.1. Suspensão, contagem e diluição de esporos 

Todos os experimentos aqui descritos foram realizados em câmara de 

fluxo laminar estéril para evitar contaminações no processo. Para obtenção dos 

esporos das espécies de Aspergillus utilizadas nesse trabalho, foram feitos 

cultivos em placas de petri em Potato Dextrose Ágar ou Meio Mínimo, a 

depender do ensaio a ser realizado. As condições de temperatura para o 

cultivo também foram variáveis, hora 30°C, hora 37°C, a depender do ensaio a 

ser realizado. Após passado o tempo de incubação nas estufas, os esporos 

foram coletados das placas por meio de raspagem com swab estéril 

descartável e água ultrapura autoclavada, ou tampão PBS 1x para 
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experimentos in vivo. A suspensão de esporos em meio líquido foi então 

coletada com auxílio de pipetas pasteur estéreis e descartáveis de 3mL, em 

tubos falcon estéreis de 50 mL. As suspensões de esporos foram filtradas 

através de filtros miracloth estéreis, e em casos de experimentos in vivo, 

também eram lavadas através de 3 rodadas de centrifugação a 13000rpm e 

ressuspensão em solução PBS 1x estéril. As suspensões prontas foram então 

diluídas e contadas em câmara de Neubauer com o auxílio de um microscópio. 

As suspensões eram então diluídas nas concentrações e volume desejados 

para cada experimento a ser realizado.  

 

3.4.2. Ensaios de fenotipagem  

3.4.2.1. Crescimento radial em meio sólido 

Crescimento radial foi determinado a partir da incubação de placas com 

gotas de 5µL de suspensão contendo 105 esporos de cada cepa, aplicadas no 

centro de uma placa de petri com meio sólido, e incubadas por um total de 5 

dias, até a medição do diâmetro das colônias formadas. Todos os 

experimentos foram feitos com pelo menos triplicatas biológicas, tendo sido 

cultivadas a 30°C, 37ºC e 44°C e nos diversos meios de cultura descritos 

nesse trabalho, a depender da situação.  

Em experimentos que visavam avaliar o crescimento de todas as 

espécies sob condições de hipóxia (1% O2, 5% CO2) ou normóxia 

(aproximadamente 20% O2 e 0.04% CO2) placas de petri com meio sólido, 

foram incubadas a 37°C em estufa capaz de manter condições de hipóxia 

através da injeção de gases, ou estufa comum para condições de normóxia, 

por um período de 5 dias, alterando apenas o meio de cultivo utilizado, a 

depender do experimento.  

Experimentos com escassez de ferro foram feitos com meio mínimo 

suplementado com concentrações de 200µM de agentes quelantes de ferro 

ácido batofenantrolinadissulfônico (BPS) e 300µM de ferrozina (3-[2-pyridyl]-

5,6-bis[4-phenylsulfonic acid]-1,2,4-triazine). Compostos indutores de estresse 

na parede celular utilizados foram: menadiona [0,015mM; 0,03mM; 0,06mM; 

0,12mM], 4-Nitroquinolina 1-óxido (4-NQO) [0,01µg/mL; 0,1µg/mL; 1µg/mL], 

Miracle Mineral Supplement (MMS)[0,0001%; 0,005%; 0,02%; 0,05%], Congo 

Red (CR) e Calcofluor white (CFW) [30µg e 50µg] e (CSP) [0,125µg/mL; 
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0,25µg/mL; 0,5µg/mL; 1µg/mL; 8µg/mL]. Todos os compostos foram 

adicionados a partir de uma solução estoque de concentração conhecida, de 

acordo com o volume necessário para atingir suas diferentes concentrações 

desejadas, com o meio sólido ainda fundido, porém em temperatura morna 

para ambiente. 

 

3.4.2.2. Crescimento em meio líquido e análises de peso seco 

Em experimentos de peso seco, foram incubados 106 esporos por um 

período de 3 dias de crescimento, em 30ml de meio líquido a 160 rpm. Foram 

feitos inóculos em triplicatas para cada espécie em cada meio de cultura 

testado. Os micélios foram então coletados através de um sistema composto 

por uma bomba de sucção a vácuo e membrana de papel filtro. Após esse 

processo, os micélios foram então embrulhados em papel alumínio, 

identificados e congelados em nitrogênio líquido. Após congelados, passaram 

por um processo de 48h de liofilização a vácuo, sendo pesados e 

documentados logo em seguida. 

 

3.4.3. Quantificação da média esporos produzidos por cada espécie 

Após passados os cinco dias de incubação de experimentos de 

crescimento radial das quatro espécies de Aspergillus cultivadas em meio PDA 

sólido modificado, as mesmas placas foram utilizadas para a coleta de três 

amostras de mesmo tamanho, de pontos com fungo cultivado em cada uma 

das placas, de cada espécie, em cada temperatura. Após homogeneização via 

vórtex em solução de tween 20 a 0,05%, os esporos foram diluídos e contados 

em câmara de Neubauer e com auxílio de microscópio. 

3.4.4. Incubação de esporos, extração de RNA  

Para a obtenção do RNA utilizado tanto para a análise transcriptômica 

como para a síntese do cDNA foram cultivados esporos das três espécies 

analisadas (A. fumigatus, A. oerlinghausenensis e A. fischeri) a 30°C para 

simular temperatura ambiente, os quais foram coletados pelo método descrito 

previamente. Após contagem e diluição dos esporos cultivados a 30°C, foram 

feitos três inóculos em 30mL de meio PDA líquido (PD) contendo 4x107 

esporos para cada espécie em cada tratamento de temperatura (30°C e 37°C), 

por um período de 24h. Após o período de inóculo, os micélios cultivados foram 
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filtrados em miracloth estéril e rapidamente envoltos por papel alumínio, 

identificados e congelados em nitrogênio líquido. Após o congelamento, o RNA 

do micélio cultivado foi extraído via maceração com um pistilo e um cadinho 

diferentes para cada espécie e cada tratamento. Após macerados, os micélios 

foram rapidamente dissolvidos utilizando 1mL do reagente TriZol (Invitrogen) 

para cada amostra, sendo imediatamente vortexados vigorosamente para 

promover a quebra das células presentes nas amostras. Foram então 

adicionados 300µL de clorofórmio puro em cada amostra, as quais foram 

vortexadas novamente e colocadas em repouso durante cinco minutos a 

temperatura ambiente para que as moléculas de RNA fossem dissolvidas 

adequadamente, e então centrifugadas por 15 minutos a 13000 rpm a 4°C para 

separação das partes indesejadas. O sobrenadante de cada amostra, contendo 

o material genético e transcriptômico foi coletado e misturado por inversão com 

500µL de isopropanol. Feito isso, as amostras foram então novamente 

centrifugadas por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C. Nesse ponto as moléculas de 

interesse foram precipitadas devido à presença do isopropanol, o sobrenadante 

da amostra foi descartado, sendo preservado o pellet, que foi então 

ressuspendido em 1mL de etanol 75% gelado. As amostras foram novamente 

centrifugadas a 4°C e 12000 rpm para realizar a lavagem do material. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi seco a 

temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos. Passado esse tempo, 

as amostras foram ressuspendidas em 30µL de água DEPC RNAse free da 

marca Ambion. Após esse processo de extração as amostras tiveram suas 

concentrações checadas via nanodrop. Após terminada a extração de RNA, as 

amostras foram tratadas com DNAse 0,5U/µg de RNA tratado, para que fossem 

mantidas apenas moléculas de RNA nas amostras. Após adicionados o tampão 

e a DNAse, as amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C. Após o 

tratamento com DNAse, as amostras de RNA foram então purificadas com a 

utilização do kit RNAeasy Mini kit (Qiagen), de acordo com as instruções do 

fabricante. O RNA de cada espécie em cada tratamento foi então quantificado 

utilizando o Fluorometro Qubit, e a qualidade do RNA foi avaliada utilizando o 

Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) com um número de integridade 

mínima de RNA (RIN) de valor 7.0 
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3.4.5. Sequenciamento de RNA 

Foi utilizado um Illumina NovaSeq 6000 System mRNA Sample 

Preparation kit. Moléculas de RNAm contendo cauda poli A foram selecionados 

utilizando beads magnéticas contendo cauda poli T. Fragmentação e 

preparação de bibliotecas com finais pareados foi feita utilizando cations 

divalentes e fragmentação termal. Síntese da primeira fita de cDNA foi feita 

utilizando-se transcriptase reversa (Superscript II) e primers aleatórios. Em 

seguida, uma segunda fita de cDNA foi sintetizada utilizando DNA polimerase I 

e RnaseH e dUTP. Bibliotecas foram preparadas utilizando o TruSeq Stranded 

mRNA LT Set B kit (Illumina) e sequenciados (2 X 100 pb) em um instrumento 

LNBR NGS sequencing facility HiSeq 2500. Os dados do sequenciamento de 

RNA (RNAseq) foram processados para checagem de qualidade versão 0.11.5 

da ferramenta FastQC, limpeza e remoção de RNAr com o software 

Trimmomatic, e mapeamento genômico foi feito com o software HISAT2 e as 

anotações dos genomas sequenciados em Steenwyk et al. (2020). Os dados 

foram em seguida filtrados e organizados com o software SAMtools. Após esse 

processo, foi feita a contagem das leituras de cada gene detectado com o 

software digital HTseq-Count, e finalmente foi feita a análise de expressão 

diferencial com o software DESeq2 (versão 1.24.0). O método padrão de 

Benjamini e Hochberg foi utilizado para correção múltipla de hipóteses de 

genes diferencialmente expressos em DESeq2. As análises aqui descritas 

foram adaptadas a partir dos métodos descritos em Wu et al. (2021) 

 

3.4.6. Extração de DNA genômico  

Para a produção de biomassa de micélio, 107 esporos das quatro 

espécies foram inoculados em meio de cultura líquido (MM, PDB ou meio 

completo, a depender da situação) e incubados por aproximadamente 16 horas 

a 37°C e 200 rpm. Os micélios foram coletados por filtração a vácuo e 

congelados imediatamente em nitrogênio líquido para serem triturados com 

pistilo e cadinho. Para cada cerca de 40 mg de micélio foram acrescentados 

500 μl de Tampão de Extração de DNA. Foi adicionado em cada amostra, um 

volume igual de fenol:clorofórmio (1:1) e vortexado por 1 minuto por três vezes. 

Para sedimentar as proteínas precipitadas e debris celulares, as amostras 

foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida 
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para um novo tubo de microcentrífuga onde foi adicionado o mesmo volume de 

clorofórmio para a retirada de resíduos de fenol ou clorofórmio. As amostras 

foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa superior foi 

novamente transferida para outro tubo, onde foi adicionado 540 μl de 

isopropanol para precipitar o DNA. A amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 

5 minutos e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com etanol 

70% e centrifugado novamente a 13000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi 

novamente descartado e o resíduo de etanol evaporado a temperatura 

ambiente por 30 minutos. O pellet foi ressuspendido em água ultrapura estéril e 

estocado a 4°C e quantificado por nanodrop (espectofotômetro). 

 

3.4.7. Produção de cDNA a partir das amostras utilizadas para o 

RNAseq 

Foi utilizado 1mg de RNA, o qual foi reversamente transcrito para cDNA 

utilizando ImProm II™ Reverse Transcriptase Kit (Promega), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 

3.4.8. Análises via qPCR 

Análises quantitativas de PCR em tempo real (qPCR) foram realizadas a partir 

das amostras de cDNA produzidas a partir do RNA utilizado nas análises de 

RNAseq. Para as análises, primeiro foram feitas curvas padrão de 

quantificação para cada par de primers, utilizando quantidades conhecidas de 

DNA alvo em diluições seriadas em diversas ordens de magnitude. O montante 

de DNA genômico alvo utilizado em misturas de reações paralelas foi calculado 

utilizando o tamanho do genoma das espécies avaliado em torno de 30-35 Mb. 

Foi obtida uma relação linear traçando o ciclo de limiar contra o logaritmo da 

quantidade conhecida de material inicial. A equação da linha que melhor se 

adequou aos dados obtidos foi obtida através de uma análise de regressão 

linear. Os valores obtidos de R2 foram calculados para o conjunto de dados de 

cada espécie para estimar a precisão do método de quantificação via qPCR. O 

número de cópias do gene alvo contias em uma amostra desconhecida foi 

determinado pela extrapolação da regressão linear da curva padrão obtida para 

cada primer. Em todos os experimentos foram utilizados controles negativos 

apropriados, contendo nenhum DNA alvo e passando pelo mesmo 
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procedimento, para excluir ou detectar quaisquer contaminações. Cada 

amostra foi repetida pelo menos três vezes. Todas as misturas de reação foram 

analisadas via gel de agarose para confirmar que apenas um produto de PCR 

foi sintetizado. Os resultados foram analisados utilizando os CTs obtidos para 

os genes alvo. Todas as reações de PCR foram realizadas com um sistema 

ABI 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) e SYBR® Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems). Os genes e primers analisados estão listados na 

tabela 1. 

Gene Primer Foward Primer Reverse 

AFUB_053180 GCTGTCGTTGATGATTGCGG GGTTCCAAACACACAGCACC 

AFUB_075600 CTCTGGTTCGGCTTCTTCGT ACTCGACGACCCGGAAGATA 

AFUB_077810 ATTCGGTCAGTGTTTCGGCT GCTTTTCCTCCTGCTCGGTA 

AFUB_077820 CGACTGGCCGAATACCTTCA CATGTCTCTGGCCTGTGTGT 

AFUB_081810 TATTCCTCGTCTCTGCGCTG AAAGTGGAAGATCGCCTGCA 

Tabela 1: Genes detectados na análise de RNAseq como significativamente mais expressos 

(log2 ≥ 1) e seus respectivos primers utilizados nas análises de qPCR para confirmação do 

sequênciamento de RNA. 

 

3.4.9. Ensaios in vivo  

3.4.9.1. Declaração de ética 

Os princípios que guiam esse estudo são baseados na declaração dos 

direitos dos animais ratificada pela UNESCO no dia 27 de janeiro de 1978 nos 

artigos 8° e 14°. Todos os protocolos utilizados nesse estudo foram aprovados 

pelos comitês de ética locais para experimentação em animais da Universidade 

de São Paulo, Campus de Ribeirão Preto (número de licença 08.1.1277.53.6). 

Todos os animais foram tratados em estrita conformidade com os princípios 

delineados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) – 

Princípios Éticos na Experimentação Animal. 

 

3.4.9.2. Modelo de Galleria mellonella 

Para análise da patogenicidade de cada uma das cepas estudadas 

neste projeto, foram feitos testes em Larvas de Galleria mellonella, tanto a 

30°C como a 37°C. Por possuírem um sistema imune inato bastante 

semelhante com o dos mamíferos, as larvas são utilizadas também como um 
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bom modelo para predição de virulência de cepas de Aspergillus, bem como 

outros fungos patogênicos. Como são animais incapazes de controlar a 

temperatura do corpo, experimentos feitos em 30°C e 37°C permitem avaliar se 

a temperatura também é um fator importante para a virulência observada pelas 

cepas sendo testadas. As larvas são cultivadas em estufas a 30°C, mantidas 

em jarros, nos quais são separadas por fase de vida: Ovos, larvas. pupas e 

mariposas. As larvas foram alimentadas uma vez por semana, com 

alimentação composta de extrato de levedura 1,5%, soja 1%, leite em pó 1%, 

mel 1% e cera de abelha 2%. Durante a sexta semana da fase larval, as larvas 

estão adultas e em maior tamanho, facilitando a infecção. As larvas foram 

separadas em grupos de 10 larvas em placas de petri descartáveis. Os grupos 

foram compostos de larvas com aproximadamente 300mg em peso, com 2cm e 

comprimento. O sexo das larvas não foi levado em conta, visto que com 

apenas 6 semanas de estágio larval é impossível detectar o sexo de cada 

espécime. 

 

3.4.9.3. Modelo quimioterápico de infecção em camundongos 

O modelo de aspergilose invasiva em camundongos quimioterápicos foi feito de 

acordo com Dinamarco et al. (2012b). Foram utilizados camundongos fêmeas 

da linhagem BALB/c com peso de 20 a 22g foram mantidos em grupos de 5 

animais em caixas ventiladas. Os camundongos foram imunossuprimidos com 

uma concentração de 150mg por kg de peso corporal de ciclofosfamida 

administrada via intraperitoneal nos dias -4, -1 e 2 após a infecção (dia 0). 

Acetato de Hidrocortisona (200mg/kg) foi injetado via subcutânea no dia -3. 

Conídios assexuais de cada uma das cepas de Aspergillus utilizados durante a 

inoculação foram crescidos em meio PDA modificado por 5 dias antes da 

infecção. Conídios frescos foram coletados em PBS e filtrados em miracloth 

(Calbiochem). Suspensões de conídios foram centrifugadas por 5min a 3000xg, 

lavados 3x em PBS, contados com hemocitômetro, e então ressuspendidos a 

uma concentração de 5,0×106 conídios/ml. A viabilidade das contagens 

administradas nos inóculos foi determinada seguindo uma diluição seriada e 

plaqueamento de Aspergillus em MM e incubação a 37°C. Os camundongos 

foram anestesiados via inalação de halotano e infectados via instilação 

intranasal de 1,0×105 conídios em 20μl de PBS. Como controle negativo, um 
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grupo de cinco camundongos recebeu apenas PBS. Os camundongos foram 

pesados a cada 24h, e inspecionados visualmente duas vezes por dia, todos os 

dias, desde o dia das infecções. Na grande maioria dos casos, ao ponto final 

do experimento de sobrevivência os camundongos perderam 20% de sua 

massa corporal, período no qual os sobreviventes foram sacrificados. A 

significância estatística das análises comparativas de sobrevivência foi 

calculada utilizando a ferramenta log rank analysis do software Prism statistical 

analysis. 

 

3.4.10. Análises da aderência de biofilme com Cristal Violeta 

Após a incubação de 2x103 esporos em meio RPMI + HEPES, por um 

período de 24h em placas descartáveis de 96 poços, a produção de biofilme foi 

quantificada através do método de coloração com cristal violeta (CV). O 

biofilme aderido à placa foi seco a 37°C por 30 min e então tingido com 200µl 

de CV - 0.05% (p/vol) por 10min. As placas foram então lavadas com 200µl de 

PBS por 10x, e o CV foi solubilizado com 200µl de etanol 95% e transferido 

para uma nova placa de 96 poços, sendo a absorbancia de 570nm 

determinada para a análise das amostras em espectofotômetro. 

 

3.4.11. Análises via imagens geradas em microscópio 

3.4.11.1. Medição de diâmetro de esporos 

Os diâmetros de 100 esporos de cada espécie foram medidos por um 

microscópio de fluorescência Carl Zeiss (Jena, Germany) AxioObserver.Z1, 

equipado com uma lâmpada de mercúrio 100-W HBO. Foi utilizada a objetiva 

de 100x de magnificação de imagem com óleo de imersão. O AxioVision 

software v.3.1 foi utilizado para captação das imagens e a medição dos 

esporos. 

 

3.4.11.2. Análises de biofilme das espécies de Aspergillus  

Foram geradas uma série de imagens através de 300µm de biofilme em 

pratos de MatTek com uma objetiva multi-imersão de ×20 (Nikon). Para 

geração de biofilme, as espécies de Aspergillus foram incubadas numa 

concentração de 1×105 esporos/ml em MM líquido por 24 horas a 37˚C e 5% 

CO2. Para a quantificação da arquitetura de biofilme, a matriz foi corada com 
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25µg de Calcofluor White e analisada sob 405nm. Imagens foram analizadas 

de acordo com a verticalidade e o biovolume utilizando o BiofilmQ em 

colaboração com os Drs. Robert A. Cramer Jr., Charles Puerner, Carey Nadel 

na faculdade de Dartmouthhere, EUA, utilizando a metodologia publicada em 

Kowalski et al. (2020). 

3.4.12. Análise estatística 

As análises estatísticas desse estudo variaram de acordo com o teste 

mais adequado para cada situação. As análises foram feitas no programa 

GraphPad prism 8, e foram utilizados testes de ANOVA de um e dois fatores, 

múltiplos testes t student, Análises de Mantel-Cox e teste exato de Fisher. 

Foram escolhidos os testes mais apropriados para cada experimento. 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Caracterização fenotípica das cepas 

4.1.1. A. fumigatus apresenta maior crescimento radial que outras 

espécies em temperaturas elevadas em diversos meios de 

cultura 

 

Inicialmente, as quatro espécies aqui estudadas foram analisadas 

quanto a seus respectivos crescimentos radiais em meio de cultura mínimo 

sólido, contendo glicose como fonte de Carbono. A Figura 1 mostra o 

crescimento das quatro espécies de Aspergillus nas mencionadas condições. 
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Figura 1: Perfil de crescimento radial das espécies de Aspergillus em Meio Mínimo A. Análise 
do crescimento radial das cepas de interesse em meio mínimo sólido. ANOVA para a 
comparação de dois fatores comparando o crescimento das espécies após cinco dias de cultivo 
em três temperaturas diferentes. B. Histogramas com os dados, apontadas diferenças em 
relação ao crescimento de A. fumigatus. 

Conforme observado, quando as placas foram incubadas à 30°C, dentre 

as 4 espécies analisadas, A. fumigatus foi a espécie que apresentou o menor 

crescimento radial, 3,4cm ± 0,08, enquanto A. oerlinghusenensis e A. fischeri 

foram as espécies que apresentaram o maior crescimento radial nessa 

temperatura, 5,1cm ± 0,14 e 4,7cm ± 0,75, respectivamente. Quando 

incubadas à 37°C, as placas contendo A. fumigatus exibiram maior crescimento 

radial quando comparado a todas as espécies analisadas (8,3cm ± 0,6) 
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seguido das espécies A. oerlinghausenensis, A. lentulus e A. fischeri (7 cm ± 

0,16; 5,9cm ± 0,08; 5,7cm ± 0,14, respectivamente). Esses dados indicam que 

em temperaturas próximas à temperatura intracorpórea do hospedeiro humano 

(37°C) A. fumigatus é mais eficaz em termos de crescimento, sugerindo que 

essa espécie pode ter sofrido alguma adaptação evolutiva ao longo do tempo, 

favorecendo o seu crescimento em temperaturas mais elevadas (LATGÉ; 

CHAMILOS, 2019; ROKAS et al., 2020). A. fumigatus é uma espécie 

reconhecidamente termotolerante, além de também ser termofílica, ou seja, o 

seu melhor crescimento em temperaturas mais elevadas que a temperatura 

ambiente é uma de suas características mais marcantes (ABAD et al., 2010), 

visto seu pior desempenho dessa espécie a 30°C quando comparado ao 

crescimento das outras espécies.  

Curiosamente, apesar da termotolerância ser uma característica 

marcante em A. fumigatus, em 44°C apenas A. fischeri apresentou crescimento 

significativamente menor quando comparado com A. fumigatus, indicando que 

a tolerância térmica em temperaturas próximas à 44°C pode ser encontrada 

tanto em outras espécies não virulentas (A. oerlinghausenensis), como em 

outras espécies com virulência atenuada (A. lentulus), não sendo, portanto, 

uma característica exclusiva do principal agente causador da API, A. fumigatus. 

Para verificar se o resultado obtido estava relacionado ao tipo de meio 

de cultura utilizado, o crescimento radial das mesmas espécies foi analisado 

utilizando-se um meio de cultura complexo, o meio PDA, adicionado de solução 

de sais e solução de elementos traços, o que acaba por tornar o meio 

considerado rico em nutrientes para crescimento pleno desses microrganismos. 

Os experimentos foram executados exatamente da mesma forma descrita 

anteriormente alterando-se apenas o meio de cultura utilizado (Figura 2). 
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Figura 2: Perfil de crescimento radial das espécies de Aspergillus em Ágar Dextrose de Batata 
A. Análise do crescimento radial das cepas de interesse em meio de PDA. ANOVA de dois 
fatores para a comparação de dois fatores comparando o crescimento das espécies após cinco 
dias de cultivo em três temperaturas diferentes. B. Histogramas com os dados, apontadas 
diferenças em relação ao crescimento de A. fumigatus. 

  

 Pode-se notar que a presença de um meio mais rico em nutrientes, 

igualou o crescimento das quatro espécies a 30°C e 37°C, o que indica que 

abundância de nutrientes disponíveis pode ser suficiente para suprir o impacto 

da temperatura a 37°C. O mesmo não pode ser dito para as espécies A. 

fischeri e A. lentulus, (0,16cm ± 0,2 e 1,6cm ± 0,12, respectivamente) que em 

44°C demonstraram uma maior sensibilidade, quando comparados com A. 
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fumigatus (8,1cm ± 0,23). Curiosamente, a espécie A. oerlinghausenensis teve 

crescimento comparável ao de A. fumigatus em todas as temperaturas, 

mostrando-se bastante tolerante também a 44°C (7,16cm ± 0,28) apesar de 

tratar-se de uma espécie relatada como não virulenta. Também foi realizada 

contagem do número de esporos presentes em amostras iguais das placas de 

todas as espécies e em todas as três temperaturas com PDA modificado, como 

mostrado na figura 3. 

Figura 3: Histogramas com a quantificação de esporos das espécies de Aspergillus em Ágar 
Dextrose de Batata. Histogramas com a contagem de esporos, apontadas diferenças em 
relação a A. fumigatus, também analisado via ANOVA de dois fatores. 

 

A composição desse meio de cultura além de favorecer o crescimento, 

também permite maior esporulação, o que facilita a definição da abundância de 

esporos. Após a medição do crescimento radial de cada uma das placas, todas 

tiveram três pontos de 17,5mm2 equidistantes coletados com ponteiras p1000 

estéreis, homogeneizados, diluídos e contados, como mostra a figura 3. A. 

fumigatus apresentou uma média de concentração de esporos maior que as 

outras três espécies em todas as três temperaturas testadas (30°C, 37°C e 

44°C). Esses resultados estão de acordo com estudos anteriores que indicam 

que a grande quantidade de esporos produzidos por A. fumigatus contribui para 

que essa espécie seja a mais frequente em casos de aspergilose invasiva 

(AGARWAL et al., 2013; KOSMIDIS; DENNING, 2015). A capacidade de 

produzir esporos em grande quantidade favorece a detecção de conídios em 

praticamente qualquer tipo de ambiente, o que também aumenta sua 
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capacidade de virulência, uma vez que quanto maior o número de esporos 

inalados por hospedeiros, maior o desafio para o sistema imune ao lidar com 

as ameaças, aumentando a probabilidade do desenvolvimento de quadros 

clínicos como a ABPA e a AI (AGARWAL et al., 2013; KOSMIDIS; DENNING, 

2015).  

 Após as observações relatadas nos experimentos anteriores foram 

iniciados testes com outros meios de cultura, que levam em sua composição 

diferentes concentrações e formas disponíveis de nutrientes fundamentais para 

o desenvolvimento, como carbono e nitrogênio. Os meios contendo soro fetal 

bovino (SFB) inativado 10% (v/v) e beef extract 1% (p/v), possuem em sua 

composição, compostos normalmente utilizados como fontes secundárias de 

obtenção de carbono e nitrogênio por A. fumigatus, simulando o tecido epitelial 

de hospedeiro. Isso torna possível o teste de crescimento radial comparando 

as diferentes espécies em meios semelhantes ao epitélio pulmonar (BASTOS 

et al., 2020; PEREZ-CUESTA et al., 2021; RIES et al., 2021). Os resultados 

dos testes de crescimento radial, feitos da mesma forma que os testes 

anteriores, mudando-se apenas o meio de cultura testado, estão apresentados 

nas Figuras 4 e 5.  
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Figura 4:  Perfil de crescimento radial das espécies de Aspergillus em Beef Extract Agar A. 
Análise do crescimento radial das cepas de interesse em meio de cultura Beef Extract sólido. 
ANOVA para a comparação de dois fatores comparando o crescimento das espécies após 
cinco dias de cultivo em três temperaturas diferentes. B. Histogramas com os dados, 
apontadas diferenças em relação ao crescimento de A. fumigatus. 
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Figura 5: Perfil de crescimento radial das espécies de Aspergillus em Ágar com Soro Fetal 
Bovino. A. Análise do crescimento radial das cepas de interesse em meio de cultura ágar + 
SFB sólido. ANOVA para a comparação de dois fatores comparando o crescimento das 
espécies após cinco dias de cultivo em três temperaturas diferentes. B. Histogramas com os 
dados, apontadas diferenças em relação ao crescimento de A. fumigatus. 

 

Os resultados das figuras 4 e 5 apontam para um melhor desempenho 

de A. fumigatus nesses meios sólidos de maneira geral. Conforme 

demonstrado, quando as cepas foram crescidas em meio beef extract (Figura 

4A), o qual é composto principalmente por aminoácidos, elastina e colágeno 
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como fontes de carbono e nitrogênio, A. fumigatus demonstrou maior 

crescimento (4,7cm ± 0,16) que as outras 3 espécies a 30°C. Esses dados 

indicam que, diferente do que foi observado em meio mínimo, A. fumigatus 

cresce melhor em Beef Extract Agar, mesmo em temperatura ambiente, o que 

indica que essa espécie possui adaptações para obter nutrientes essenciais a 

partir dessas fontes de carbono e nitrogênio (Figura 4B). Curiosamente, esse 

fenótipo não é observado a 37°C, temperatura média encontrada dentro do 

corpo humano, onde apenas A. lentulus apresentou crescimento 

significativamente menor que A. fumigatus (3,6cm ± 0,29 e 4,2cm ± 0,21 

respectivamente). Já em condições que mimetizam o estado febril do 

hospedeiro e composteiras (44°C), as espécies A. fischeri e A. lentulus não 

apresentaram qualquer tipo de crescimento, revelando novamente um limite em 

suas capacidades de termotolerância. Assim como observado anteriormente, 

A. oerlinghausenensis (1,7cm ± 0,08) se mostrou tão tolerante termicamente 

quanto A. fumigatus (1,5cm ± 0,2), apesar de não se tratar de uma espécie 

virulenta.  

O crescimento em meio de cultura suplementado com SFB 10% (v/v) 

(Figura 5A) simula condições encontradas no plasma sanguíneo, e 

consequentemente, na camada epitelial pulmonar, contendo lipídeos, 

hormônios e outros compostos que servem como fonte de energia e 

crescimento para células. Quando as cepas foram incubadas a 30°C, 

novamente A. fumigatus apresentou crescimento significativamente maior 

(7,5cm ± 0,7) do que A. fischeri (6,1cm ± 0,12) e A. lentulus (5,6cm ± 0,12).  

À 37°C, as espécies demonstraram um perfil de crescimento semelhante 

ao observado a 30°C, com a diferença de que as espécies com crescimento 

significativamente menor foram A. oerlinghausenensis (7cm ± 0) e A. lentulus 

(6,3cm ± 0,21), indicando uma possível preferência pela temperatura de 37°C 

na espécie A. fischeri (7,7cm ± 0,2), nas condições testadas. O resultado mais 

impactante, porém, foi em relação aos testes a 44°C onde A. fumigatus (5,4cm 

± 0,04) apresentou maior vantagem do que as observadas nas outras duas 

temperaturas, e dessa vez, superando todas as outras 3 espécies testadas 

(Figura 5B).  

Esses resultados sugerem que A. fumigatus parece ter maior resistência 

a estresses térmicos nas mais diversas situações incluindo meios que simulam 
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compostos encontrados no corpo do hospedeiro. Como já observado (ABAD et 

al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021), a maior 

eficiência e flexibilidade metabólica de A. fumigatus em obter e utilizar 

diferentes compostos para a geração de energia e a síntese de material celular, 

indica um aparato bioquímico e molecular mais eficiente e adaptado aos 

diversos desafios e mudanças encaradas por essa espécie durante o processo 

de colonização de um hospedeiro humano, o que inclui não somente a 

eficiência em adquirir nutrientes de formas e fontes alternativas, como também 

a maior termotolerância dessa espécie. Os resultados indicados nas figuras 4 e 

5, demonstram que ambos os fatores, versatilidade/adaptação bioquímica, e 

termotolerância, são extremamente importantes, não só para garantir a 

sobrevivência, como a predominância (maior crescimento) de A. fumigatus ao 

colonizar um determinado ambiente. 

 

4.1.2. Em meio líquido, Aspergillus spp. apresentam padrões de 

crescimento variados em diferentes meios de cultura 

Após feitas as caracterizações de crescimento radial em meio sólido, 

buscando entender melhor se A. fumigatus possui maior crescimento que as 

outras três espécies em termos de massa seca, foram feitos ensaios de 

crescimento em meio líquido contendo fontes alternativas de carbono a 37°C, 

seguidas de análises de peso seco dos micélios coletados. Os ensaios de peso 

seco em meio líquido são importantes, tanto para avaliar o crescimento das 

espécies em termos de biomassa produzida, quanto para avaliar o 

desempenho de cada espécie quando em contato com um substrato não 

sólido, onde há maior facilidade na obtenção e metabolização dos nutrientes 

disponíveis no meio. Os ensaios foram executados de acordo com (BASTOS et 

al., 2020), conforme mostra a Figura 6. 
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Figura 6: Peso seco após cultivo em diversos meios de cultura líquidos ANOVA de dois fatores 
comparou as amostras de peso seco das quatro espécies após 72h de cultivo, a 37°C, em 
diversos meios de cultura. Apontadas diferenças em relação a A. fumigatus. 

 

Os resultados apresentados na Figura 6 mostraram que não houve 

diferença significativa no peso seco das amostras cultivadas por 72h em meio 

RPMI 1640 + MOPS, o qual simula condições encontradas no plasma de 

organismos hospedeiros. Também foram feitos testes com amostras crescidas 

em meios de cultura contendo fontes de carbono alternativas, como os lipídeos 

Tween 20 (mistura de ácido láurico, ácido palmítico e ácido mirístico), Tween 

80 (contém principalmente oleato) e óleo de oliva (triacilglicerol e ácidos graxos 

livres). Ao comparar o peso seco das amostras cultivadas em Tween 20, assim 

como no meio RPMI + MOPS, não foram observadas diferenças em relação ao 

crescimento de A. fumigatus com relação às outras espécies. Já as amostras 

crescidas em Tween 80 demonstraram um padrão de crescimento diferente, 

onde houve um menor crescimento das espécies A. fischeri e A. lentulus, em 

comparação com A. fumigatus. As amostras contendo apenas Óleo de Oliva 

mostraram apenas um maior crescimento de A. lentulus em comparação com 

fumigatus. Curiosamente, A. fumigatus apresentou os menores índices de 

crescimento (0,14g ± 0,01) nos testes realizados em meio mínimo contendo 
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apenas a glicose, a fonte preferencial de obtenção de carbono e energia, por 

parte dos fungos, apresentando valores significativamente menores que as 

espécies A. fischeri (0,18g ± 0,01) e A. lentulus (0,2g ± 0,01) de acordo com os 

testes ANOVA de dois fatores realizados. Esses resultados indicam que existe 

uma grande diversidade entre as preferências de cada espécie em utilizar as 

diferentes fontes de carbono disponíveis no ambiente. Também é importante 

destacar que, diferentemente dos testes realizados em meio sólido, quando em 

meio líquido A. fumigatus não foi a espécie com maior crescimento observado 

em meio contendo unicamente glicose como fonte de carbono, indicando uma 

possível preferência de A. fumigatus, ou uma maior dificuldade por parte das 

outras espécies, em substratos sólidos e mais estáveis. Também foi possível 

observar um melhor desempenho de A. fumigatus e A. oerlinghausenensis ao 

crescer utilizando principalmente o oleato (tween 80) como fonte alternativa de 

carbono, indicando que essas espécies desenvolveram vias metabólicas mais 

eficientes em obter e utilizar essas fontes alternativas de carbono do ambiente, 

ao longo de sua história evolutiva. Esse resultado pode ser um indício de que 

as vias metabólicas responsáveis por metabolizar oleato também podem 

exercer papéis importantes em um cenário de colonização de hospedeiro 

humano. 

Quando tomados em conjuntos todos os resultados que foram 

apresentados até o momento, pode-se dizer que existem características muito 

particularidades em cada uma das espécies analisadas, tanto com relação ao 

tipo de cultivo (em meio sólido ou líquido), ou em relação às fontes de carbono 

e nitrogênio disponíveis no meio, além da temperatura. Em suma, os resultados 

sugerem que cada espécie apresenta um padrão distinto e peculiar de 

consumo e crescimento nas mais variadas formas de crescimento e fontes 

energéticas aqui testadas. Esses resultados, quando olhados em conjunto, 

sugerem uma maior adaptabilidade de A. fumigatus a essas diversas variáveis. 

Esses atributos podem ser muito importantes para a sobrevivência da espécie 

e explicam seu maior sucesso, quando comparado com outras espécies de 

Aspergillus, em processos de colonização dos mais diversos ambientes, 

incluindo também, a capacidade patogênica observada (ABAD et al., 2010; 

LATGÉ; CHAMILOS, 2019; NIERMAN et al., 2005; PEREZ-CUESTA et al., 

2021). 
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4.1.3. Diferenças entre tamanho de esporos não aparentam 

importância quanto ao fator virulência 

Visando a comparação e a caracterização das cepas utilizadas nesse 

estudo, foram feitas fotografias de 100 esporos produzidos por cada espécie 

crescidas no meio PDA modificado, via microscopia. Os esporos foram 

medidos, comparados, e os dados estão ilustrados pelo gráfico em box-plot 

representado na Figura 7 

 

Figura 7: Tamanho médio de esporos produzidos por cada espécie, analisados via captura de 
imagens de microscopia e medição através AxioVision software v.3.1. ANOVA comparou as 
amostras de esporos. Apontadas diferenças em relação a A. fumigatus. 

 

A. fumigatus, principal patógeno dentre as espécies aqui estudadas, 

apresenta esporos de tamanho semelhante aos da espécie A. fischeri, que não 

é considerada como virulenta (Figura 7). Corroborando com essa discussão, os 

dados referentes à outra espécie reportada como virulenta utilizada nesse 

estudo, A. lentulus, possui esporos de tamanho comparável aos esporos da 

outra espécie não virulenta desse estudo, A. oerlinghausenensis. Sobre esses 

resultados, pode-se dizer que as diferenças e semelhanças encontradas entre 

o tamanho dos esporos das quatro espécies, provavelmente não é um fator 

determinante quanto à capacidade de colonizar, ou não, um hospedeiro. 
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4.1.4. A. fumigatus apresenta melhor desempenho ao se adaptar a 

danos na parede celular 

Ainda buscando por possíveis explicações das causas diretas, e 

indiretas, da maior patogenicidade observada pela espécie A. fumigatus, as 

quatro espécies foram avaliadas em relação às suas capacidades de lidar com 

a presença de compostos responsáveis por causar dano à parede celular, 

como CSP, Congo Red (CR) e Calcofluor White (CFW). Como já discutido, 

CSP é uma droga recentemente descoberta, a qual pertence à classe das 

equinocandinas. Seu mecanismo e ação se baseia na inibição não-competitiva 

da enzima 1,3-β-D-glucano sintase, que é responsável pela assimilação de 

polímeros de β-D-glucano, perturbando, portanto, a integridade da parede 

celular fúngica (ONISHI et al., 2000). CSP é recomendada como um 

medicamento secundário em casos de aspergilose pulmonar, mesmo que em 

A. fumigatus seu efeito seja apenas fungistático, e não fungicida (WALSH et al., 

2008). 

A respeito dos compostos Congo Red (CR) e Calcofluor White (CFW), é 

sabido que atuam como agentes intercalantes e perturbadores da parede 

celular, que diferentemente da CSP, ligam-se às cadeias de glucano e quitina, 

respectivamente, quando essas são recém-sintetizadas pelos fungos, 

impedindo a ligação dessas moléculas com outras moléculas formadoras da 

parede celular, como β-1,3-glucano e β-1,6-glucano, enfraquecendo a parede 

celular e comprometendo o crescimento fúngico através dessas duas diferentes 

vias (BASTOS et al., 2022). Por esse motivo, as espécies fúngicas estudadas 

foram submetidas ao crescimento na presença de MM sólido acrescido de 

CSP, CR e CFW nas concentrações indicadas nas figuras 8, 9 e 10, 

respectivamente. 
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Figura 8: Avaliação do efeito paradoxical sob presença de caspofungina A. Placas com os 
resultados de cinco dias de crescimento radial em MM comum e MM + caspofungina em duas 
concentrações diferentes. B. Histogramas com as médias e desvio padrão do crescimento. Foi 
feita ANOVA de dois fatores para avaliar diferenças entre as espécies e tratamentos. 
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Figura 9: Avaliação de crescimento radial na presença de Congo Red A. Placas com os 
resultados de cinco dias de crescimento radial em MM comum e MM + congo red em duas 
concentrações diferentes. B. Histogramas com as médias e desvio padrão do crescimento. Foi 
feita ANOVA de dois fatores para avaliar diferenças entre as espécies e tratamentos. 
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Figura 10: Avaliação de crescimento radial na presença de calcofluor-white. A. Placas com os 
resultados de cinco dias de crescimento radial em MM + calcofluor-white. B. Histogramas com 
as médias e desvio padrão do crescimento. Foi feita ANOVA de dois fatores para avaliar 
diferenças entre as espécies e tratamentos. 
 

Conforme mostra a Figura 8, a presença de grandes concentrações 

[8µg/mL] de CSP faz com que A. fumigatus apresente uma maior taxa de 

crescimento do que em concentrações mais baixas [1µg/mL], demonstrando, 

portanto, o já discutido CPE (ZHAO et al., 2022). Quando comparando com as 

outras três espécies aqui testadas, A. fumigatus apresenta o maior crescimento 

(0,58 ± 0,01 normalizado pelo controle sem droga) em concentrações mais 



 

72 
 

altas. Porém, ao se comparar as quatro espécies, é possível notar que A. 

oerlinghausenensis (0,34 ± 0,001) e A. lentulus (0,61 ± 0,02) possuem maior 

resistência que A. fumigatus em concentrações mais baixas [1µg/mL] da droga. 

A maior resistência de A. fumigatus a concentrações maiores da droga indica 

uma melhor capacidade dessa espécie de se adaptar, sendo capaz até de 

reordenar a parede celular, e substituir componentes como β-1,3-glucano e β-

D-glucano, que tem sua produção inibida pela ação de CSP, por quitina. 

(STEINBACH; LAMOTH; JUVVADI, 2015; WAGENER; LOIKO, 2018). Esses 

resultados apontam que A. fumigatus possui uma melhor capacidade de 

reordenar a parede celular, e substituir componentes como β-1,3-glucano e β-

D-glucano por quitina de maneira mais eficiente, quando lidando com grandes 

quantidades de droga presente no meio, em comparação com as outras 3 

espécies aqui testadas (STEINBACH; LAMOTH; JUVVADI, 2015; WAGENER; 

LOIKO, 2018).  

Como indicado na figura 9, quando as espécies cresceram na presença 

de CR, não foram observadas diferenças significativas em termos de 

crescimento radial. No entanto, em presença de CFW, A. oerlinghausenensis e 

A. lentulus apresentaram maior crescimento radial demonstrando uma maior 

resistência dessas espécies frente ao CFW (Figura 10), indicando que ambas 

as espécies possuem mecanismos de adaptação à perda de moléculas de 

quitina que são mais eficientes. Esse padrão de crescimento assemelha-se ao 

perfil de susceptibilidade observado em baixas concentrações de CSP, por 

exemplo (Figura 8). Em conjunto, esses resultados apontam para uma maior 

resistência inicial a distúrbios da parede celular vista nas outras espécies de 

fungos aqui estudadas. Porém, esses resultados também revelam uma 

capacidade única de A. fumigatus de se adaptar a condições mais extremas, 

como altas concentrações de caspofungina presentes no meio, revelando que 

os mecanismos por trás da resistência às maiores concentrações de drogas 

antifúngicas, a maior termotolerância, plasticidade celular e capacidade de se 

adaptar às mudanças do ambiente podem compartilhar diversos mecanismos 

em comum, especialmente os ligados às vias de biossíntese e integridade da 

parede celular reguladas pelas MAPKs (BASTOS et al., 2022; COLABARDINI 

et al., 2022; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; WAGENER; LOIKO, 2018). 
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4.1.5. A. fumigatus apresenta melhor desempenho ao se adaptar a 

condições de hipóxia e escassez de ferro 

Estudos relatam que o crescimento fúngico em condições de hipóxia 

está associado com as principais vias metabólicas celulares, como as vias de 

síntese de esteróis, como o ergosterol, as vias de biossíntese de sideróforos e 

de respiração mitocondrial. A expressão do fator de transcrição SrbA é induzida 

tanto em condições de hipóxia, como em situações de escassez de ferro, o que 

subsequentemente regula as vias de síntese de ergosterol e sideróforos 

(BLATZER et al., 2011; CHUNG et al., 2014; GRAHL et al., 2012; WILLGER et 

al., 2008; WILLGER; GRAHL; CRAMER, 2009). 

Isso acontece porque o metabolismo de ferro em A. fumigatus está 

coordenado com diversas outras vias metabólicas. O ferro é necessário para as 

reações que ocorrem em processos relacionados à glicólise, o ciclo de Krebs, 

na cadeia transportadora de elétrons da respiração mitocondrial, as vias de 

transdução de sinal coordenadas pela proteína kinase ativada por mitógeno, 

MpkA, vias de integridade e biossíntese de componentes da parede celular e, 

por esses motivos, as vias de obtenção de ferro, e consequentemente as 

concentrações intracelulares de ferro são aumentadas quando essas vias 

metabólicas são estimuladas, como pode ser visto na Figura 11 (BLATZER et 

al., 2011; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

 



 

74 
 

Figura 11: Fonte: Latgé et al., 2020. Mapa resumido das vias de regulação integradas ao 

metabolismo e regulação das concentrações de ferro intracelulares. 

Tendo essas informações em vista, foi feito um experimento de 

crescimento radial comparando o crescimento de cada uma das quatro 

espécies avaliadas nesse presente trabalho em ambientes de normóxia e 

hipóxia para avaliar a performance de cada espécie nessas condições 

frequentemente encontradas em diversas situações microambientes aonde há 

infecção por A. fumigatus, como por exemplo dentro dos fagolisossomos de 

macrófagos, ou em meio a camada de biolfilme formada pela matriz extra 

celular secretada pelas células fúngicas enquanto crescem (BASTOS et al., 

2021; BOM et al., 2015; KROLL et al., 2014; MANFIOLLI et al., 2018) (Figura 

12) 

 

Figura 12: Histogramas contendo os dados do perfil de crescimento radial das espécies de 
Aspergillus em condições de hipóxia e normóxia em meio mínimo sólido. ANOVA de dois 
fatores para a comparação do crescimento das espécies após cinco dias de cultivo nas duas 
condições. Apontadas diferenças em relação ao crescimento de A. fumigatus. 

 

A Figura 12 mostra que A. fumigatus possui melhor desempenho, tanto 

em condições de normóxia, como em hipóxia, confirmando que, de maneira 

geral, A. fumigatus tem vantagem sobre outros fungos da seção Fumigati ao 

enfrentar ambientes com baixas concentrações de oxigênio, condição 

frequentemente encontrada durante o processo de colonização de um 

hospedeiro pelo fungo.  Como apontado por estudos anteriores e pelos dados 

já discutidos no presente estudo, é provável que A. fumigatus apresente maior 

crescimento em condições de hipóxia devido ao seu aparato único de 
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modulação gênica e adaptação às respostas induzidas por estresses como 

hipóxia e estresse térmico. A indução das vias de produção de ergosterol, 

captação de ferro e adaptações nas vias de biossíntese e integridade da 

parede e membrana celular, tornam possível para A. fumigatus realizar a 

desafiadora tarefa de sobrevivência dentro de um hospedeiro humano 

(BASTOS et al., 2021; BOM et al., 2015; MANFIOLLI et al., 2018).  

Ainda investigando características importantes para a maior virulência de 

A. fumigatus em comparação com as outras três espécies, devido aos já 

discutidos indícios de que o metabolismo de obtenção e homeostase de ferro 

estão envolvidos nas vias de termorregulação, adaptações às condições de 

hipóxia, consequentemente impactando os níveis de virulência observados 

nessa espécie, foram testados meios de cultura com drogas quelantes de ferro 

(BPS + Ferrozina), mostrados na Figura 13 (BLATZER et al., 2011; LATGÉ; 

CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

 

Figura 13: Avaliação de crescimento radial em meio com escassez e quelantes de 
ferroHistogramas com os resultados. Foi feita ANOVA para avaliar diferenças entre as espécies 
a 37°C. 
 

Os resultados da Figura 13 mostram que, em comparação com os 

controles de crescimento, A. fumigatus não possui um maior crescimento 

quando cultivado em meio rico em glicose, sem ferro, e adição de agentes 
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quelantes e de ferro (BPS e ferrozina). A captação de ferro pode ser um grande 

desafio para organismos patogênicos, especialmente durante a germinação de 

esporos, o que indica que de fato essa espécie possui melhores mecanismos 

de adaptação a essas condições (BASTOS et al., 2020). Os resultados indicam 

que A. oerlinghausenensis e A. lentulus possuem um melhor desempenho que 

A. fumigatus, quando comparados com controles de crescimento. Esses 

resultados indicam uma boa aptidão das espécies da seção Fumigati a 

ambientes onde ferro é escasso. Esses resultados também indicam que a 

aptidão aos ambientes onde o ferro é escasso, por si só, não é o suficiente 

para garantir a sobrevivência de um fungo quando em contato com um 

organismo hospedeiro. 

 

4.1.6. A. fumigatus apresenta maior aderência de biofilme em 

condições de hipóxia e normóxia 

É descrito que durante a infecção A. fumigatus é capaz de formar 

estruturas complexas denominadas biofilmes. Nos biofilmes as células fúngicas 

se aderem a um substrato, como por exemplo, o epitélio pulmonar, e secretam 

a MEC a qual é composta principalmente por polissacarídeos.  Assim, a MEC 

oferece uma estrutura de apoio para coesão entre as células e as superfícies, 

podendo ainda favorecer a retenção de nutrientes essenciais para a 

sobrevivência, água e contribuir com integridade estrutural e proteção das 

células do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010; MANFIOLLI et al., 2018). 

Foi avaliado, in vitro, a capacidade de formação e aderência do biofilme de 

cada uma das espécies fúngicas em condições de hipóxia e normóxia (figura 

14). Ambas essas condições podem ser encontradas por esses 

microrganismos dentro dos pulmões dos hospedeiros e nos microambientes 

gerados durante o crescimento do microrganismo, a formação de biofilme e em 

processos de onde há fagocitose de hifas e esporos por macrófagos no 

decorrer do processo de infecção.  
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Figura 14: Avaliação da capacidade de aderência do biofilme em condições de normóxia e 
hipóxia. Esporos de cada espécie foram inoculados em meio RPMI+Hepes, em placas de 
poliestireno de 96 poços. Após 24h de incubação em condições de hipóxia e/ou normóxia, a 
formação do biofilme foi avaliada mediante adição de cristal violeta 0,05% e quantificação em 
espectrofotômetro. A. Dados em normóxia indicam maior aderência das células de A. fumigatus 
ao substrato nessas condições. B. Dados em hipóxia indicam maior aderência das células de 
A. fumigatus ao substrato nessas condições. A análise via ANOVA e plotagem dos dados em 
Box-plot foi feita para avaliar diferenças entre as espécies. 
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De acordo com os dados obtidos observa-se que A. fumigatus foi mais 

eficaz em aderir ao poliestireno das placas quando comparado com as outras 

espécies em ambos os casos. A diferença é ainda mais evidente em hipóxia, 

corroborando com dados anteriores que sugerem que a formação de biofilme 

parece favorecer a evasão do sistema imune de hospedeiros (BOM et al., 

2015; MANFIOLLI et al., 2018). (FLEMMING; WINGENDER, 2010; MANFIOLLI 

et al., 2018) Em cenários envolvendo a colonização do epitélio pulmonar 

humano, o biofilme também funciona como uma camada protetora, isolando e 

protegendo as células fúngicas da ação das células do sistema imune, 

promovendo também uma maior resistência a tratamentos com drogas 

antifúngicas (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019).  

A partir dos resultados obtidos no experimento ilustrado na figura 14, o 

fenótipo de maior aderência do biofilme de A. fumigatus ao substrato foi 

investigado em maiores detalhes. Para esse fim, foram feitas imagens de 

microscopia após 24h de crescimento em condições de hipóxia. A conformação 

de hifas formadas por cada espécie, bem como o ângulo de crescimento das 

hifas em relação ao substrato, bem como o volume de biomassa produzido por 

cada espécie, ao serem cultivadas em hipóxia, foram analisadas e são 

mostradas na figura 15. 
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Figura 15: Análises de conformação espacial de hifas, verticalidade de hifas e volume de 
biomassa produzidos em biofilme de A. fumigatus em condições de hipóxia A. Avaliação da 
conformação de biofilme de Aspergillus spp. em condições de hipóxia após incubação de 24h a 
37°C em condições de hipóxia. Barras de escala equivalem 100µm B. Heatmap mostrando os 
índices de verticalidade do crescimento das hifas C. Gráfico de pontos analisado via ANOVA 
mostra as quantidades de biovolume de matriz extracelular formada por cada espécie. 

 

As imagens da microscopia demonstram que de fato não há grandes 

diferenças com relação à conformação e a verticalidade das hifas durante o 

crescimento das quatro espécies (Figura 15A e 15B, respectivamente). Os 

resultados apontados na figura 15C demonstram que A. oerlinghausenensis foi 
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a única espécie em que foi possível observar uma diferença estatisticamente 

significativa em relação ao biovolume total produzido, em comparação com A. 

fumigatus. A. oerlinghausenensis, apresentou a menor produção de biomassa 

nesse experimento, quando comparada com todas as outras espécies. 

Visto que não foram observadas grandes diferenças entre as espécies 

quanto ao volume de biomassa e morfologia de colônias formadas, tomando 

em conjunto os resultados da figura 14 e 15, pode-se inferir que A. fumigatus 

possui maior capacidade de aderência em seus esporos e hifas ao substrato 

testado (poliestireno). É possível que haja uma maior quantidade de compostos 

hidrofóbicos, adesinas e moléculas responsáveis por dar maior aderência, 

como o GAG, nas células e MEC de A. fumigatus, em comparação com as 

outras espécies (BOM et al., 2015; KOWALSKI et al., 2019; MANFIOLLI et al., 

2018). Isso explicaria os resultados da figura 11, onde os experimentos de 

coloração de biofilme com cristal violeta (CV) apontaram uma maior coloração 

dos biofilmes produzidos pela espécie A. fumigatus, tanto em normóxia, como 

em hipóxia. 

 

4.2. Caracterização de virulência das cepas em modelos in vivo 

 

A fim de avaliar o perfil de virulência das quatro espécies fúngicas do 

gênero Aspergillus estudadas neste projeto, foram realizados experimentos de 

infecção in vivo em modelos de larvas de Galleria mellonella. Para tanto, as 

larvas foram divididas em grupos de 10, cada grupo infectado com esporos de 

cada espécie e incubadas 14 dias, a 30°C ou a 37°C a fim de mimetizar tanto a 

temperatura ambiental como de possíveis hospedeiros. Todos os ensaios 

foram repetidos duas vezes.  
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Figura 16: Perfil de virulência das espécies de Aspergillus em modelo de infecção de larvas de 
G. mellonella. Análises de Mantel-Cox sobre as curvas de sobrevivência de larvas de G. 
mellonella. Apontadas diferenças em relação a A. fumigatus. A. Curvas de sobrevivência a 
30°C mostram que não há diferenças entre as quatro espécies testadas B. Curvas de 
sobrevivência a 37°C mostram que há diferenças estatísticas quando comparando A. fumigatus 
e as outras 3 espécies testadas. 

 

Conforme os resultados mostrados na figura 16, quando as larvas foram 

incubadas à 37°C, A. fumigatus reduziu a sobrevivência das larvas, sugerindo 

uma maior virulência quando comparada com as demais espécies. Isso sugere 

uma maior virulência dessa espécie em modelo de G. mellonella. 

Adicionalmente, não foram observadas diferenças significativas entre as 

espécies nos experimentos com incubação a 30°C. Esse resultado, juntamente 

com os resultados obtidos nos experimentos de crescimento radial em 

diferentes condições de temperatura, sugere que, de fato, a temperatura e a 
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termotolerância de A. fumigatus parece ser fundamental na maior taxa de 

virulência observada por essa espécie. 

Posteriormente, a patogenicidade de Aspergillus spp. Também foi 

avaliada em modelo quimioterapêutico de infecção em camundongos, a fim de 

confirmar também esse padrão de virulência em um cenário de infecção de um 

mamífero com sistema imune suprimido, condições predominantemente 

encontradas em casos clínicos de aspergilose invasiva (Figura 17). 

 

Figura 17: Perfil de virulência das espécies de Aspergillus em testes com infecção de 
camundongos num modelo quimioterápico. Análises de Mantel-Cox sobre as curvas de 
sobrevivência modelo quimioterápico de infecção em camundongos indicou diferenças 
significativas entre A. fumigatus e as outras 3 espécies testadas. 

 

Os resultados obtidos são apresentados na figura 17 e demonstram que 

há uma diferença estatisticamente significante entre as curvas de sobrevivência 

dos camundongos infectados com A. fumigatus. Há uma notável diferença 

entre a taxa de sobrevivência dos camundongos infectados com A. fumigatus 

(0%), e camundongos infectados com as outras duas espécies não relatadas 

como patogênicas, A. oerlinghausenensis (60%) e A. fischeri (50%). Esses 

resultados fortalecem a hipótese de que A. fumigatus possui maior eficiência 

em infectar seres vivos de maneira geral devido à sua termotolerância, o que 

pode se relacionar diretamente aos maiores níveis de patogenicidade descritos 

para essa espécie (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019). 
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4.3. Análise transcriptômica para identificação de genes 

relacionados à termotolerância em A. fumigatus 

 

Com o intuito de identificar genes que favorecem a resistência ao 

estresse térmico e patogenicidade em A. fumigatus foi feito um 

sequenciamento de RNA utilizando as cepas A fumigatus (CEA17), A. 

oerlinghausenensis (CBS139.183) e A. fischeri (NRRL 181). O planejamento 

desse experimento visou simular o crescimento fúngico no meio ambiente 

(30°C para obtenção dos esporos) seguido de um cenário que mimetizava a 

germinação em temperatura ambiente (30°C), ou germinação sob temperaturas 

encontradas no tecido epitelial pulmonar do corpo de um hospedeiro humano 

(37°C). Assim, esporos das três espécies foram recuperados após 7 dias de 

incubação à 30°C, simulando a temperatura ambiental. Os esporos de cada 

espécie foram inoculados em meio líquido, em triplicatas a 30°C e 37°C 

durante 24 horas. Após extração do RNA e preparo das bibliotecas de cDNA o 

material foi sequenciado. A análise dos dados gerados possibilitou a 

identificação de genes com expressão modulada (induzida ou reprimida) de A. 

fumigatus em comparação com as demais espécies crescidas à 30C e 37°C, 

bme como de A. fumigatus à 37°C em comparação com a mesma espécie 

germinada à 30°C. 

Foram identificados um total de 659 genes, que em valores absolutos do 

sequênciamento, são mais expressos exclusivamente em A. fumigatus e a 

37°C. Destes, 599 genes também estão presentes ou em A. fischeri, ou A. 

oerlinghausenensis ou em ambos. Apenas 60 genes são exclusivos de A. 

fumigatus, ou seja, não possuem ortólogos em nenhuma das duas outras 

espécies aqui testadas, como mostra a figura 18. 
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Figura 18: Perfil total de genes induzidos em A. fumigatus. Diagrama de Venn indicando o 
número total de genes induzidos detectados em A. fumigatus a 37°C, e seu respectivo número 
de genes ortólogos encontrados nas outras duas espécies.  

 

Ao filtrar unicamente os genes que com um valor de pelo menos 1 em 

uma escala de log 2-fold change (ao menos duas vezes mais expresso), uma 

lista final composta de 289 genes classificados como significativamente 

induzidos (mais expressos) exclusivamente pela espécie A. fumigatus, no 

tratamento de 37°C. Após a realização de buscas em bancos de dados, e de 

um levantamento bibliográfico, foram encontrados 30 genes (Figura 19) já 

previamente estudados e portanto, já descritos e nomeados em trabalhos 

publicados a respeito desta espécie.  

É válido ressaltar que esses 30 genes induzidos nesse experimento, 

apesar de já terem sido descritos em trabalhos anteriores, de maneira geral 

ainda não foram relacionados como envolvidos exclusivamente em processos 

relacionados à termotolerância e/ou fundamentais para a virulência, sendo, 

portanto, alvos de grande interesse. A partir dessa análise, foram identificados 

259 genes induzidos pelo tratamento, que não haviam sido previamente 

caracterizados na literatura, o que sugere que esses genes podem possuir um 

papel importante na regulação metabólica envolvida em processos de 
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termotolerância da espécie A. fumigatus. Os dados aqui citados estão 

sumarizados na Tabela 2 e na Figura 19. 

 

Genes induzidos Quantidade 

Total sequenciados 659 

Log 2-fold change 289 

Não caracterizados 259 

Caracterizados  30 

Tabela 2: Número de genes induzidos detectados como diferencialmente expressos por A. 
fumigatus a 37°C. 

Figura 19: Comparação dos principais genes já descritos na literatura disponível, e detectados 
como induzidos unicamente em A. fumigatus a 37°C pelas análises computacionais do RNAseq 
(log 2-fold increase ≥ 1). Heatmap gerado a partir dos dados de fpkm produzidos pela análise 
de RNAseq, comparando os níveis de expressão de cada gene a 30°C e 37°C. 
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A respeito dos genes mais expressos por A. fumigatus, podem ser 

destacados os genes nscB (Afu7g00120), nscE (Afu7g00180), nscD 

(Afu7g00170), nscC (Afu7g00150), nscR (Afu7g00130), tpsD (Afu5g14300), 

hppD (Afu2g04200), tpcD (Afu4g14550), tpcA (Afu4g14580), mep (Afu8g07080) 

e mep20 (Afu4g13750). Especificamente, nscB é um gene responsável por 

codificar uma proteína da família das policetídeo sintase (PKS), a tioesterase 

metalo-β-lactamase-like, a qual está envolvida na biossíntese de neosartoricina 

A e fumiciclina A, MSs importantes, e já relacionados com as vias de produção 

de melanina e no metabolismo de ferro (FUJII et al., 2004; MANFIOLLI et al., 

2017; NIERMAN et al., 2005). Em nossa análise transcriptômica esse gene 

apresentou-se cerca de 11 vezes mais induzido em A. fumigatus a 37°C (log 2 

fold increase 5,53), o que sugere que esse gene possua um importante papel 

nas vias metabólicas relacionadas à resposta ao estresse térmico nessa 

espécie, possivelmente aumentando a capacidade de virulência de A. 

fumigatus. 

De forma semelhante ao gene nscB, os genes nscE (log 2 fold increase 

5,33), nscD (log 2 fold increase 4,34), nscC (log 2 fold increase 2,27) e nscR 

(log 2 fold increase 2,25) também foram induzidos na análise de RNAseq. 

Esses genes pertencem ao cluster de genes biossintéticos (BSGs) responsável 

pela síntese de neosartoricina A, sendo o 23° cluster dentre os mais de 26 

BSGs envolvidos na produção de MSs já relatados em A. fumigatus. (BIGNELL 

et al., 2016; MANFIOLLI et al., 2017). Já se sabe que esses MSs possuem 

propriedades citotóxicas e imunomodulatórias importantes para o 

estabelecimento do fungo no epitélio pulmonar do hospedeiro (BIGNELL et al., 

2016). Esses mesmos genes também já foram relacionados com respostas 

desencadeada por estresse oxidativo, sendo também influenciadores nas vias 

das proteínas MAPKs, que coordenam as vias de biossíntese e integridade da 

parede celular (BIGNELL et al., 2016; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; LIND et al., 

2017; MATTERN et al., 2015; NIERMAN et al., 2005; THROCKMORTON et al., 

2016). Os achados do presente trabalho reforçam a importância desses genes, 

não somente na produção de MSs, como também mostra que esses 

metabólitos podem possuir papéis importantes nas vias de termotolerância, 

fundamentais para a sobrevivência do fungo no organismo hospedeiro.  
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Ainda a respeito de genes e clusters genéticos relacionados às vias de 

produção de policetídeos detectados na análise de RNAseq, os genes tpcA 

(Afu4g14580 - log 2fold increase 2,38) que codifica para uma O-

metiltransferase e tpcD (Afu4g14550 - log 2fold increase 2,64) que codifica um 

coativador de transcrição, pertencem ao BSG de produção do metabólito 

tripacidina, outro metabólito secundário da classe dos policetídeos (BIGNELL et 

al., 2016). Esse cluster genético além de ser conservado em diversas espécies, 

como por exemplo Pseudogymnoascus destructans, espécie causadora da 

síndrome do nariz branco em morcegos, também é considerado como 

extremamente similar ao cluster de genes relacionados à produção de geodina, 

em A. terreus (BIGNELL et al., 2016; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; 

THROCKMORTON et al., 2016). Além de serem extremamente conservados, 

esses genes também já foram relatados como genes redundantes, ou seja, 

genes responsáveis pela síntese de outros compostos além daquele que foi 

originalmente assinalado(BIGNELL et al., 2016; THROCKMORTON et al., 

2016).  

Portanto, pode-se dizer que A. fumigatus possui um arsenal de genes de 

diferentes categorias que podem atuar para a formação diversos compostos 

através de vias metabólicas alternativas e interligadas. Já é sabido que além de 

serem responsáveis pela síntese do policetídeo tripacidina, os genes nscB, 

nscE, nscC, nscR, tpcA e tpcD também estão relacionados com a produção de 

outras classes de MSs, tais como as endocrocinas, a neosartoricina A e 

fumiciclina A, todos pertencentes à classe dos policetídeos, também já 

relacionados com as vias de produção de melanina e o metabolismo de 

regulação de íons ferro (BIGNELL et al., 2016; FUJII et al., 2004; MANFIOLLI 

et al., 2017; NIERMAN et al., 2005; THROCKMORTON et al., 2016). De forma 

geral a indução da expressão desses MSs é de extrema importância para o 

sucesso de A. fumigatus como um organismo patógeno oportunista, visto que 

esse arsenal de moléculas e MSs variados possui diversas funções, como 

proteção contra a luz ultravioleta (UV), termotolerância, inativação de 

processos relacionados à fagocitose por macrófagos, recrutamento de 

neutrófilos e competição com outros microrganismos presentes no epitélio 

pulmonar. (BIGNELL et al., 2016; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; MATTERN et al., 

2015; NIERMAN et al., 2005; THROCKMORTON et al., 2016). 
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Ainda sobre os genes induzidos a 37°C em A. fumigatus, pode-se 

destacar também os genes tpsD (Afu5g14300), hppD (Afu2g04200), atfB 

(Afu5g12960) e sebA (Afu4g09080). Estudos revelaram que o gene tpsD (log 2 

fold increase 2,77), codifica uma trealose-6-fosfato sintase putativa que 

participa do processo de biossíntese de trealose, um dissacarídeo importante 

para evitar dessecação de organismos e relacionado ao aumento da 

capacidade de retenção de água dentro as células (AL-BADER et al., 2010; 

KELLER et al., 2011; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; MÜLLER et al., 2012; 

NIERMAN et al., 2005). Os dados levantados pelo RNAseq sugerem que em 

uma situação de estresse térmico, a produção de compostos contra a 

dessecação, como a trealose, seja aumentada.  

Quanto ao gene hppD (log 2fold increase 2,67), sabe-se que este 

codifica a 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, uma enzima responsável por atuar 

nas vias de produção da piomelanina e da DHN melanina. DHN melanina e 

pielomelanina são pigmentos encontrados nos conídios assexuais de A. 

fumigatus, e são responsáveis pela proteção contra EROs, compostos 

produzidos dentro dos fagolisossomos e responsáveis por causar danos e 

morte de células e esporos fúngicos após serem fagocitadas pelos macrófagos 

do sistema imune (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019). Também é 

sabido que esses compostos ajudam na proteção contra temperaturas 

extremas, exposição à luz UV, metais pesados e agentes antifúngicos. 

(KELLER et al., 2011; NIERMAN et al., 2005). O fato de hppD ser um dos 

genes induzidos no RNAseq realizado em nosso trabalho sugere que as vias 

de produção da piomelanina e DHN melanina se tornam mais ativas, 

aumentando os níveis de produção dessas moléculas como forma de resposta 

ao estresse térmico.  

O gene atfB (log 2fold increase 1,82) também foi unicamente induzido 

quando A. fumigatus foi crescido a 37°C. atfB é um gene responsável por 

codificar um fator de transcrição de zíper de leucina básico (β-ZIP). Esse gene 

pertence a uma família de fatores de transcrição que contém também outros 

três fatores de transcrição nomeados AtfA, AtfC e AtfD, dos quais já se sabe 

que ∆atfA e ∆atfB possuem virulência menor que cepas selvagens (PEREIRA 

SILVA et al., 2017; SILVA; HORTA; GOLDMAN, 2021). Diversos estudos já 

relataram a importância desses fatores de transcrição β-ZIP, bem como a 
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capacidade de AtfA-D de formarem dímeros através de todas as combinações 

possíveis entre os quatro fatores de transcrição. Já se sabe que essa família de 

fatores de transcrição β-ZIP é importante devido suas diversas possíveis 

interações entre si, e com outras protéinas, como as extremamente 

conservadas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs), com homólogos em 

diversos outros microrganismos.  

Como se sabe, a exposição das células fúngicas a diferentes condições 

de estresse leva à ativação da via das MAPKs, proteínas envolvidas na 

manutenção e modulação da resposta adaptativa, resultando em maior 

resistência e garantindo a sobrevivência de A. fumigatus. A sinalização MAPKs 

resultada na alteração da expressão de genes que regulam diversos processos 

celulares, sendo um deles, o das vias de integridade da parede celular (CWIc), 

respostas a feromônios, crescimento filamentoso, biossíntese de componentes 

da parede celular, estabelecimento da virulência e mediação de resistência a 

drogas. As principais MAPKs relacionadas a esses processos até hoje 

estudadas são MpkA, MpkC e SakA (DE CASTRO et al., 2014; MÜLLER et al., 

2012; PEREIRA SILVA et al., 2017; SILVA; HORTA; GOLDMAN, 2021). 

Portanto, pode-se dizer que a indução do gene atfB em A. fumigatus a 37°C 

pode indicar que esse fator de transcrição pode ser importante na regulação 

das vias envolvidas na resposta ao estresse térmico. 

 A respeito do gene sebA (log 2 fold increase 1,21), sabe-se que é um 

fator de transcrição homólogo do gene seb1 da espécie Trichoderma atroviride, 

e que codifica uma proteína cujo domínio zinc finger C2H2 é 60% idêntica ao 

zinc finger da proteína Com2p de Saccharomyces cerevisiae. Esses fatores de 

transcrição estão relacionados com respostas a diferentes estresses, como 

acidificação do ambiente e estresse osmótico(DINAMARCO et al., 2012b). Em 

A. fumigatus, cepas mutantes ΔsebA possuem virulência em modelo animal de 

camundongos imunossuprimidos e submetidos à infecção fúngica 

(DINAMARCO et al., 2012b). Ainda, a caracterização de ΔsebA evidenciou que 

a cepa mutante é mais sensível ao estresse térmico, estresse oxidativo e 

escassez de nutrientes (DINAMARCO et al., 2012b). Como essas condições 

são frequentemente encontradas em organismos hospedeiros, a indução desse 

gene nesse experimento de RNAseq indica novamente que esse gene está 
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diretamente relacionado às vias de virulência e termotolerância de A. 

fumigatus.  

Os genes mep (log 2 fold increase 1,52) e mep20 (log 2 fold increase 

1,75) codificam metaloproteases. Esse grupo de enzimas apresentam atividade 

proteolítica e geralmente são secretadas para facilitar a obtenção de nutrientes, 

como o carbono e o nitrogênio, em ambientes com pouca glicose disponível, 

bem como nitrogênio facilmente assimilável, como o epitélio pulmonar. O gene 

mep1 codifica uma metaloprotease que atua em um mecanismo de defesa de 

A. fumigatus contra a imunidade humoral de hospedeiros humanos (HAGAG et 

al., 2012; SRIRANGANADANE et al., 2010).  Essa protease encontra-se, 

principalmente, nos conídios fúngicos e é responsável por clivar proteínas 

ligantes ao manano e ficolinas. Isso sugere que mep1 pode ser importante para 

a sobrevivência de A. fumigatus no epitélio pulmonar (LATGÉ; CHAMILOS, 

2019; NIERMAN et al., 2005). 

As descobertas realizadas por esse experimento de RNAseq permitem 

dizer que os genes detectados podem estar envolvidos na resposta à 

regulação térmica em A. fumigatus, quando comparado com outras espécies 

filogeneticamente próximas, porém pouco virulentas, como é o caso de A. 

fischeri e A. oerlinghausenensis. Esses resultados apontam, portanto, os 

principais genes cuja indução pode ser responsável pela maior capacidade de 

termotolerância, e que possivelmente estão relacionados com a maior 

virulência observada em A. fumigatus quando comparada com outras espécies 

filogeneticamente próximas da seção Fumigati. 

Esses genes ainda não estudados, ou pouco estudados nesta espécie, 

bem como uma melhor caracterização desse grupo de genes pouco explorado, 

pode levar a identificação de alvos centrais dos processos envolvidos com a 

termotolerância, e consequentemente, de fatores relacionados à maior 

virulência e patogenicidade da A. fumigatus sendo importantes para coordenar 

o processo de adaptação à mudança de temperatura de 30°C para 37°C, nessa 

espécie. Portanto, o presente estudo traz à luz pela primeira vez possíveis 

genes alvo de estudos futuros que busquem melhores descrições dos 

mecanismos genéticos e biomoleculares envolvidos nas adaptações a 37°C, e 

consequentemente, na maior virulência observada em A.fumigatus. 
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Ainda a respeito dos 259 genes não ainda caracterizados que foram 

induzidos na análise de sequenciamento de RNA, muitos codificam proteínas 

com função deduzida a partir de identidade de sequência de aminoácidos, o 

que os torna possíveis candidatos a genes, proteínas e fatores de transcrição 

envolvidos nas vias de regulação do metabolismo de A. fumigatus. Esses 

genes podem estar envolvidos em respostas ao estresse térmico, produção de 

componentes importantes para sobrevivência sob estresse térmico, como por 

exemplo, MSs, matriz extracelular, biofilme, componentes da parede e 

membrana celular, aumentando assim, sua capacidade de causar danos e 

escapar das defesas de organismos hospedeiros, como já relatado em estudos 

passados (ABAD et al., 2010; BIGNELL et al., 2016; LATGÉ; CHAMILOS, 

2019; NIERMAN et al., 2005; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

Buscando uma melhor categorização das possíveis funções exercidas 

pelos produtos dos genes aqui identificados como importantes para a resposta 

ao estresse térmico, os dados foram analisados através da plataforma 

FungiFun, utilizando-se o FunCat como sistema de caracterização de ontologia 

genética e análise de enriquecimento dos dados. Os dados de categorização 

dos 289 genes up regulados no RNAseq estão ilustradas na Tabela 3. 

Categoria N° de genes encontrados 

Aparatos de transporte celular 29 

Destinação proteica 13 

Biogênese de componentes celulares 12 

Ligação proteica 11 

Transporte de lipídeos e ácidos graxos 10 

Modificação proteica 7 

Síntese proteica 1 

Tabela 3: A tabela mostra todas as sete categorias de genes mais frequentemente 
encontradas na lista de genes up regulados em A. fumigatus a 37°C. Foram encontradas 7 
categorias de genes entre o grupo de genes de maior expressão. Os genes detectados como 
mais expressos foram categorizados via FunCat. 

 

Quando os resultados obtidos são comparados com dados em estudos 

anteriores que também investigaram adaptações relacionadas à 

termotolerância em A. fumigatus (FABRI et al., 2021) e Cryptococcus 

neoformans (YANG et al., 2017), foi possível notar uma série de aspectos 
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importantes. A categoria predominante dentre os genes de maior expressão 

reúne genes que importantes para o transporte celular, com um total de 29 

genes classificados dentro dessa categoria. Uma categoria semelhante de 

genes nomeada “tráfego e secreção intracelular” também foi apontada como 

importante em estudos prévios com C. neoformans, onde análises de ontologia 

genética revelaram 69, de um total de 313 genes dessa categoria como mais 

expressos nessa espécie, após choque térmico (YANG et al., 2017). Esses 

resultados apontam que, como resposta a estresse térmico o aparato genético 

é mobilizado para aumentar a produção de transcritos relacionados ao 

transporte de componentes celulares, seja intracelularmente (de uma organela 

para outra), como em processos envolvidos na secreção de componentes. 

Também se destacaram 13 genes relacionados com a destinação 

proteica, 12 genes relacionados com as vias de biogênese de componentes 

celulares, 11 genes relacionados a ligações proteicas, 7 relacionados à 

modificação proteica e apenas 1 gene reconhecido por atuar na síntese 

proteica, o que de maneira geral, aponta para uma indução de vias de 

biossíntese de proteínas que são componentes celulares, bem como seu 

direcionamento para locais específicos das células fúngicas. Também houve 10 

genes relacionados com o transporte de lipídeos e ácidos graxos, o que pode 

estar relacionado com a síntese de compostos da membrana celular. 

Após uma análise dos genes classificados na tabela 3, percebe-se que 

ainda há um número relativamente pequeno de genes que puderam ser 

classificados de acordo com os bancos de dados disponíveis atualmente, 

quando comparado com o total de genes detectados como induzidos pelo 

desenho experimental do RNAseq realizado no presente estudo (289), 

indicando que, de fato, ainda existe muito para ser descoberto a respeito dos 

genes envolvidos nas regulações metabólicas responsáveis pelas adaptações 

de A. fumigatus ao estresse térmico. Em resumo os dados aqui obtidos indicam 

um aumento nas vias de biossíntese e transporte de componentes e/ou 

produtos celulares, principalmente relacionados às proteínas e lipídeos, 

durante a resposta ao estresse térmico e a germinação dos esporos em hifas, 

em um ambiente com temperaturas mais elevadas. 

A análise do RNAseq também identificou um total de 992 genes menos 

expressos em A. fumigatus a 37°C, em comparação com o tratamento a 30°C. 
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Desses transcritos sequenciados, 48 genes “down-regulated” em A. fumigatus 

não possuem ortólogos em nenhuma das duas outras espécies aqui testadas, 

A. fischeri e/ou A oerlinghausenensis, como mostra a Figura 20. 

 

 

Figura 20: Perfil total de genes down Regulados em A. fumigatus a 37°C. Diagrama de Venn 
indicando o número total de genes reprimidos detectados em A. fumigatus a 37°C, e seu 
respectivo número de genes ortólogos encontrados nas outras duas espécies 
 

Assim como foi feito para os genes “up-regulated”, a filtragem dos genes 

em busca dos genes reprimidos de forma significativa numa escala log 2-fold 

change com valor limite -1 permitiu a elaboração de uma lista final composta de 

572 genes significativamente “down-regulated”, em A. fumigatus em 

comparação com as outras duas espécies não-virulentas e os tratamentos à 

30°C. Após o levantamento bibliográfico, foi observado que neste conjunto de 

genes significativamente modulados em A. fumigatus puderam ser encontrados 

73 genes previamente estudados e nomeados em trabalhos publicados a 

respeito desta espécie. Pode-se dizer, portanto, que esse trabalho encontrou 

499 genes ainda não bem caracterizados por nenhum estudo prévio, indicando 

que todos esses 499 genes ainda não caracterizados, cuja expressão foi 

relatada como significativamente menor nesse desenho experimental, são 

candidatos a exercerem algum papel importante na regulação metabólica em 

processos envolvidos com a termotolerância da espécie A. fumigatus, sendo 
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também possíveis candidatos a genes, cuja regulação é fundamental para 

maior termotolerância e virulência observada na espécie A. fumigatus. Também 

é válido ressaltar que os outros 73 genes descobertos como reprimidos nesse 

experimento, e que já foram mais bem descritos na literatura, não 

necessariamente já foram relatados como envolvidos em processos de 

termotolerância e/ou fundamentais para a virulência, sendo também alvos de 

grande interesse nesse estudo. Os dados descritos estão expressos na tabela 

4 e figura 21. 

 

Genes induzidos Quantidade 

Total sequenciados 992 

Log 2-fold change 572 

Não caracterizados 499 

Caracterizados na 

literatura 

73 

Tabela 4: Número de genes reprimidos detectados como diferencialmente expressos por 
A. fumigatus a 37°C. 
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Figura 21: Comparação dos principais genes já descritos na literatura disponível, e detectados 
como reprimidos unicamente em A. fumigatus a 37°C pelas análises computacionais do 
RNAseq (log 2-fold increase ≤ -1). Heatmap gerado a partir dos dados de fpkm produzidos pela 
análise de RNAseq, comparando os níveis de expressão de cada gene a 30°C e 37°C. 
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A Figura 21 mostra o arranjo em heatmap, de acordo com os níveis de 

expressão dos 73 genes já caracterizados e identificados como reprimidos na 

análise transcriptômica comparativa entre a condição 30°C versus a condição 

37°C. Dentre esses genes, alguns serão destacados devido sua já mencionada 

relevância em processos envolvidos com a regulação a estresse térmico e 

virulência em estudos passados. Dentre esses genes, foram selecionados para 

serem aqui discutidos os genes sdr1 (Afu4g14800), ftmPT1 (Afu8g00210), 

ftmPT2 (Afu8g00250), sedD (Afu4g14000), rosA (Afu4g09710), sidF 

(Afu3g03400), sidH (Afu3g03410), zrfB (Afu2g03860), mfsA (Afu8g05710), treA 

(Afu3g02280), atfD (Afu6g12150), atfC (Afu1g17360), mepB (Afu7g05930), 

hapX (Afu5g03920) e facA (Afu4g11080).  

Dentre os genes já caracterizados por estudos passados, o gene sdr1 foi 

o gene com a maior repressão observada em toda a análise de genes já 

caracterizados (log 2 fold change -9,24), o que foi constatado com certa 

surpresa, visto que esse gene já foi evidenciado como um gene importante e 

induzido em análises transcriptomicas anteriores que investigaram genes 

importantes para o processo de estabelecimento da infecção por A. fumigatus 

em modelo quimioterápico de infecção de camundongos (BIGNELL et al., 

2016). O gene sdr1 codifica uma proteína desidrogenase putativa de cadeia 

curta, responsável por atuar na síntese de um composto chamado 

protostadienol, um precursor importante para a formação do metabólito 

secundário conhecido como ácido helvólico, um metabólito que, assim como a 

tripacidina, possui atividade antiprotozoária e antibacteriana, sendo importante 

para a competição entre microrganismos colonizadores do epitélio pulmonar. 

Além de ser um potente antimicrobiano, o ácido helvólico, assim como a 

gliotoxina e a fumagilina, possui ação anticiliatória, inibindo a ação dos cílios 

presentes nas células do epitélio pulmonar, facilitando o processo de 

colonização do hospedeiro. Além de ser produzido por fungos potencialmente 

patógenos humanos, fungos patógenos de plantas e insetos também produzem 

ácido helvólico (BIGNELL et al., 2016; LODEIRO et al., 2009). Devido às 

descobertas aqui mencionadas a respeito do gene sdr1, supõe-se que, esse 

gene seja reprimido pela ação do calor, apesar de ser extremamente 

importante para o estabelecimento dos processos de infecção. Esses 

resultados corroboram a ideia de que outros sinais importantes são gerados 
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durante o processo de colonização, como por exemplo, as interações com 

outros microrganismos e as células do sistema imune presentes no tecido 

epitelial, fazendo com que esse gene seja mais expresso durante o processo 

de colonização de um hospedeiro, mesmo que os estímulos provenientes do 

estresse térmico sejam responsáveis por ativar vias repressoras da expressão 

do gene sdr1. 

A respeito dos genes ftmPT1 (log 2 fold change -8,19) e ftmPT2 (log 2 

fold change -3,45), sabe-se que são responsáveis por codificar uma 

brevinamida-F-preniltransferase e uma 12-α,13-α-dihidroxifumitremorgina-C-

preniltransferase respectivamente, e que essas enzimas estão envolvidas na 

síntese de compostos precursores necessários para a via de síntese do 

metabólito secundário conhecido como fumitremorgina B, composto com 

propriedades tóxicas e antimicrobianas que auxilia a sobrevivência do fungo 

(GRUNDMANN et al., 2008; MAHMOODI; TANNER, 2013). Ambos esses 

genes, assim como o gene sdr1, já foram indicados como importantes nos 

processos de estabelecimento da infecção de A. fumigatus (BIGNELL et al., 

2016). Os resultados do presente RNAseq indicam novamente que alguns 

componentes responsáveis pela produção do arsenal de MSs presente na 

espécie A. fumigatus são reprimidos pela ação do estresse térmico, apesar de 

serem muito importantes no processo de infecção, indicando novamente que 

outros sinais provenientes do ambiente são responsáveis por contornar a 

repressão desses genes causada pela ação do estresse térmico, revelando 

portanto, uma complexa e finamente ajustada rede de receptores, cascatas de 

sinalização e proteínas efetoras responsáveis pela maior virulência e 

termotolerância apresentada por A. fumigatus. 

Responsável por codificar uma tripeptidil-peptidase putativa da família 

das sedolisinas, o gene sedD (log 2 fold change -6,55) é extremamente 

importante para a obtenção de nutrientes em ambientes ácidos e onde a 

proteínas são a única fonte de energia presente (SRIRANGANADANE et al., 

2010). Curiosamente, essa protease também parece ter sua expressão inibida 

pelo estresse térmico em A. fumigatus. Já a proteína rosA (log 2 fold change -

4,10) é responsável por codificar um importante fator de transcrição de domínio 

dedo de zinco (II) 2Cys6, homólogo putativo e responsável por inibir as ações 

do fator de transcrição nosA em A. nidulans (FEDOROVA et al., 2008). Sabe-
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se que esse fator de transcrição possui um importante papel como inibidor das 

vias de desenvolvimento sexual em A. nidulans, e, portanto, a sua inibição a 

37°C pode ser responsável pela indução de processos de reprodução sexual 

desencadeados por estresse térmico, favorecendo a troca de material genético 

entre diferentes células, possivelmente aumentando as chances de 

sobrevivência de A. fumigatus em ambientes adversos (FEDOROVA et al., 

2008; LIU et al., 2010). 

Genes também “down-regulated” no presente estudo, sidF (log 2 fold 

change -3,82) e sidH (log 2fold change -3,39) são responsáveis por codificar 

uma hidroxiornitina transacilase e uma mevalonil-CoA hidratase, 

respectivamente. Essas enzimas são extremamente importantes para as vias 

de biossíntese dos sideróforos extracelulares, fusarinina C e triacetilfurasrinina 

C (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 

2021). A produção de sideróforos extracelulares é de suma importância para a 

sobrevivência de A. fumigatus em uma situação de colonização de epitélio 

pulmonar, visto que esses MSs são utilizados para a obtenção de íons ferro, os 

quais são menos solúveis e, portanto, menos disponíveis em ambientes 

neutros e alcalinos, como o epitélio pulmonar.  

Curiosamente, esses genes parecem ser reprimidos em situações de 

estresse térmico, mesmo com a já comprovada importância dos mesmos genes 

no desenvolvimento de uma patologia como a aspergilose invasiva, onde 

mutantes ∆sidF e ∆sidH apresentaram índices de virulência reduzidos quando 

comparados à cepa selvagem. Esses resultados novamente sugerem que o 

estresse térmico não é o único fator determinante para a produção dos 

diversos mecanismos efetores da maior patogenicidade observada em A. 

fumigatus, reforçando que apesar da repressão desses genes em tratamentos 

com estresse térmico, o ajuste das diversas variáveis encontradas durante o 

processo de infecção provavelmente faz com que a repressão desses genes 

pela ação do calor seja contornada, fazendo com que esses importantes 

fatores de transcrição para a virulência desse fungo sejam expressos em uma 

situação de infecção real. 

Com relação ao gene hapX (log 2 fold change -1,16), diversos estudos já 

descreveram uma série de interações desse fator de transcrição da família β-

ZIP, que possui um papel central na homeostase de íons ferro, e em diversos 



 

99 
 

outros mecanismos celulares fundamentais para a sobrevivência do fungo, 

como a regulação das vias de integridade da parede celular (CWI) comandadas 

pelas MAPKs (HAAS, 2012; JAIN et al., 2011; PEREZ-CUESTA et al., 2021; 

SCHRETTL et al., 2008; SCHRETTL; HAAS, 2011). Cepas mutantes ∆hapX 

apresentam diminuição na quantidade de conídios assexuais produzidos e 

diminuição na produção de sideróforos, e sabe-se que hapX é um fator de 

transcrição induzido por srbA e que possui função antagônica ao fator de 

transcrição sreA, onde a presença de um é responsável pela inibição do outro, 

sendo hapX o responsável pela indução das vias de aquisição de ferro e a 

repressão das vias de consumo de ferro (HAAS, 2012; JAIN et al., 2011; 

PEREZ-CUESTA et al., 2021; SCHRETTL et al., 2008; SCHRETTL; HAAS, 

2011). Curiosamente, a análise de RNAseq detectou o fator de transcrição 

como reprimido, porém não foi detectado um aumento nos níveis de expressão 

de sreA ou srbA, indicando que as vias de termotolerância podem envolver 

outros reguladores da expressão de hapX, revelando uma nova função para 

esse fator de transcrição outrora não relacionado aos processos de 

termotolerância. 

O gene zrfB (log 2 fold change -2,95) é responsável por codificar uma 

proteína transportadora de zinco com baixa afinidade à membrana plasmática, 

e mostrou-se como uma proteína reprimida durante o processo de adaptação 

de 30°C para 37°C em A. fumigatus. Estudos revelaram que a expressão dessa 

proteína está diretamente relacionada com a obtenção de zinco em ambientes 

ácidos e com limitação de zinco, sendo que zrfB não é importante para a 

obtenção de zinco em condições alcalinas, como as encontradas no pulmão de 

hospedeiros (AMICH et al., 2010; MORENO et al., 2007; PEREZ-CUESTA et 

al., 2021). As análises de RNAseq do presente estudo revelaram que essa 

proteína também é regulada e, portanto, menos expressa em condições de 

adaptação ao estresse térmico em A. fumigatus, mostrando uma sinergia entre 

os sinais gerados pelas vias de resposta ao estresse térmico e as vias de 

resposta ao estresse promovido por ambientes alcalinos. 

A proteína mfsA (log 2 fold change -2,86) codifica uma proteína 

reconhecida como uma das principais facilitadoras de transporte (MFS), que 

atua de maneira semelhante que os transportadores de efluxo multidrogas flu1 

de Candida albicans, via também relacionada com maior resistência a azóis em 
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A. fumigatus, e com a produção de ácido itacônico em A. niger (CRESPO-

SEMPERE; MARTÍNEZ-CULEBRAS; GONZÁLEZ-CANDELAS, 2014; 

FERREIRA et al., 2006; VAN DER STRAAT et al., 2014).  

Apesar de ser considerado um transportador importante para maior 

capacidade de adaptação de A. fumigatus a condições desfavoráveis, esse 

transportador é reprimido em regulações gênicas envolvidas com a 

termotolerância, assim como outros genes aqui relatados. O gene treA (log 2 

fold change -2,24) é responsável por codificar uma proteína putativa α-α-

trealose glucohidrolase, extremamente importante nos processos de 

catabolismo e degradação de trealose e formação e maturação de conídios 

assexuais (NI; YU, 2007; NIERMAN et al., 2005; SUGUI et al., 2008). A 

observação da repressão nesse gene condiz com observações de estudos 

anteriores, visto que a presença da trealose é fundamental para a manutenção 

da integridade do organismo frente ao estresse térmico, e consequentemente o 

estresse osmótico (perda de água) gerado pelo aumento de temperatura. 

Portanto a repressão desse gene implica na redução da degradação da 

trealose e a formação de conídios, favorecendo a sobrevivência de A. 

fumigatus em ambientes com temperaturas mais altas e favorecendo sua 

capacidade patogênica (ABAD et al., 2010; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; NI; YU, 

2007; NIERMAN et al., 2005; SUGUI et al., 2008). 

Devem ser destacados também os genes atfC (log 2 fold change -1,87) 

e atfD (log 2 fold change -2,16), os quais codificam fatores de transcrição 

semelhantes ao gene atfB descrito acima, juntamente com a lista de genes 

induzidos por esse mesmo RNAseq. Como já discutido no item anterior, os 

genes da família atfA-D codificam fatores de transcrição com zíper de leucina 

básico (b-ZIP), e interagem em combinações diversas para regular as vias de 

sinalização das MAPKs, proteínas centrais e fundamentais na regulação de 

diversos processos celulares, como as vias de integridade e biossíntese da 

parede celular (CWI) (DE CASTRO et al., 2014; PEREIRA SILVA et al., 2017; 

SILVA; HORTA; GOLDMAN, 2021). A regulação dos fatores de transcrição 

AtfC e AtfD frente ao tratamento de A. fumigatus à 37°C revela que o fator de 

transcrição induzido, AtfB, e consequentemente os seus principais alvos e 

parceiros de interação, são os principais responsáveis pelas regulações 

metabólicas de A. fumigatus relacionadas à termotolerância. O gene mepB (log 
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2 fold change -1,15) codifica uma metaloprotease intracelular, enquanto os 

genes induzidos nesse mesmo experimento de RNAseq, mep e mep20, 

codificam metaloproteases que são em seguida secretadas. Esse resultado 

indica que as respostas metabólicas de A. fumigatus em relação à 

termotolerância envolvem a secreção de proteínas para a obtenção de 

nutrientes do meio externo, diminuindo a degradação proteíca intracelular, o 

que provavelmente também está relacionado com o processo de germinação 

de esporos em hifas e desenvolvimento celular (ABAD et al., 2010; LATGÉ; 

CHAMILOS, 2019; NIERMAN et al., 2005). 

O gene facA (log 2 fold change -1,07) foi identificado como codificador 

de uma proteína acetil-CoA sintetase, a qual já foi relacionada com o 

metabolismo de acetato (GROSSE et al., 2008), sendo também relacionada em 

outro estudo com a biossíntese de lipídios, após choque térmico, onde seus 

níveis de transcrição foram reprimidos (semelhantemente ao atual 

experimento), induzindo o metabolismo de lipídios em A. fumigatus 

(ALBRECHT et al., 2010). Pode-se dizer, portanto, que a lista de genes 

unicamente reprimidos em A. fumigatus a 37°C representa genes que 

possivelmente não possuem um papel importante das principais vias atuantes 

nos processos celulares envolvidos em adaptações ao calor, ou ainda, podem 

representar genes repressores dos genes envolvidos nesses processos.  

Do conjunto de 572 genes que apresentaram log2FC mínima de -1, um 

total 499 não caracterizados ou com função deduzida a partir de análises 

computacionais de homologia genética são reprimidos especificamente em A. 

fumigatus a 37°C. Esse dado sugere que esse conjunto de genes pode conter 

alvos de interesse para futuros estudos que busquem desvendar os processos 

envolvidos nas vias de termotolerância. Portanto, assim como relatado para os 

genes induzidos, o presente estudo traz à luz pela primeira vez genes ainda 

não caracterizados, que podem ser alvos de estudos futuros que busquem um 

melhor entendimento dos mecanismos genéticos e biomoleculares envolvidos 

nas adaptações de A. fumigatus a 37°C, e consequentemente, em sua maior 

virulência, como por exemplo, MSs, biofilme, parede celular e membrana 

celular (ABAD et al., 2010; BIGNELL et al., 2016; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; 

NIERMAN et al., 2005; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 
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Assim como foi feito para os genes induzidos, a execução da análise de 

categorização de genes através da plataforma FungiFun identificou as 

principais categorias presentes na lista dos 572 genes “down-regulated” no 

RNAseq as quais são ilustradas na Tabela 5. 

Categoria N° de genes encontrados 

Metabolismo (geral) 274 

Proteínas com função de ligação 111 

Metabolismo secundário 104 

Metabolismo de carboidratos 97 

Metabolismo de aminoácidos 83 

Metabolismo de lipídeos e ácidos graxos 65 

Complexos de ligação a 

cofatores/cosubstratos/vitaminas 

49 

Metabolismo de nitrogênio/enxofre/selênio 34 

Metabolismo de Cisteína 33 

Biogênese de componentes celulares 33 

Tabela 5: A tabela mostra todas as dez principais categorias de genes mais frequentemente 
encontradas na lista de genes “down-regulated” em A. fumigatus a 37°C. Foram encontradas 
mais de 20 categorias de genes entre o grupo de genes de maior expressão, das quais apenas 
as 10 categorias foram ilustradas nessa tabela. Os genes detectados como menos expressos 
foram categorizados via FunCat. 

 

Sobre os dados obtidos através das análises de enriquecimento e 

caracterização de ontologia dos genes “down-regulated” pelo sistema 

FungiCat. A partir dessa análise, puderam ser evidenciados 274 genes 

reprimidos relacionados com processos metabólicos em geral, contando com 

genes relacionados ao metabolismo de classes específicas de moléculas, 

como, por exemplo, 97 genes relacionados ao metabolismo de carboidratos, 83 

genes relacionados ao metabolismo de aminoácidos, 65 genes reprimidos 

relacionados ao metabolismo de lipídeos e ácidos graxos. Dentre os genes 

relacionados ao metabolismo de aminoácidos, destacaram-se também 33 

genes relacionados principalmente ao metabolismo da cisteína. Também se 

destacaram 34 genes do metabolismo de compostos ricos em nitrogênio, 

enxofre e selênio, assim como 49 genes responsáveis pela produção de 

complexos proteicos que se ligam a cofatores, co-substratos e vitaminas, o que 
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indica que estão ocorrendo mudanças nessas rotas, indicando portanto que 

quando A. fumigatus é confrontado com condições de temperaturas mais 

elevadas, há um direcionamento de seu metabolismo diminuindo a expressão 

de genes relacionados com todas as rotas mencionadas aqui como reprimidas, 

mantendo-se o foco nos genes que devem ser induzidos para combater os 

efeitos adversos causados pelo estresse térmico.  

Curiosamente, a categoria de genes responsáveis pela biogênese de 

componentes celulares foi apontada como um conjunto importante de genes, 

tanto entre o grupo de genes “up-regulated” como no conjunto de genes “down-

regulated”, sugerindo assim que essa é uma via bastante dinâmica, com genes 

responsáveis por funções diversas em relação à termotolerância, sendo 

possível também que essa categoria de genes esteja relacionada com a 

germinação dos esporos em hifas em condições de aumento de temperatura.  

 

4.4. Validação dos resultados do RNAseq 

 

A análise transcriptômica indicou que sob condições de estresse térmico 

diversos genes relacionados ao metabolismo de maneira geral são induzidos. 

Aparentemente, genes pertencentes a vias de obtenção de nutrientes (como 

ferro e zinco, por exemplo), bem como genes relacionados à síntese e 

transporte de compostos e estruturas celulares são induzidos. Dentre os genes 

detectados como induzidos na análise transcriptômica, 5 foram escolhidos para 

validação dos dados de RNAseq via PCR quantitativo em tempo real (RT-

qPCR). Assim, os genes AFUB_053180, AFUB_075600, AFUB_077810, 

AFUB_077820 e AFUB_081810 (log 2 fold change iguais a 1,32, 2,36, 3,57, 

2,16 e 2,83, respectivamente) e tiveram a expressão validada por RT-qPCR.  

Esses genes codificam proteínas com domínio conservado e semelhante 

aos codificados pelo gene RTA1 (Resistance to 7‐aminocholesterol), o qual foi 

caracterizado como uma proteína de membrana e parede celular, fundamental 

para as vias de biossíntese de ergosterol, transporte e exportação de lipídeos 

celulares e tido como uma importante classe de genes, responsável pelo 

manejo de condições de estresse, e cuja super-expressão parece conferir 

resistência aos inibidores da síntese de ergosterol, que é o principal 

mecanismo de ação dos antifúngicos da classe dos azóis (SRIVASTAVA et al., 



 

104 
 

2017). Esses processos são relacionados a vias de resistência a drogas 

antifúngicas em estudos com a espécie de fungos patogênicos, Candida 

albicans, Candida glabrata e A. fumigatus, onde também foi levantada a 

hipótese de que esses genes poderiam ser importantes na remodelagem da 

membrana plasmática na transição de 20 a 37 oC.  (HOKKEN et al., 2019; 

MANENTE; GHISLAIN, 2009; SRIVASTAVA et al., 2017). 

 Portanto, a partir das mesmas amostras de RNA utilizadas na análise 

do RNAseq, foram realizados ensaios de RT-qPCR para validação dos dados 

obtidos no RNAseq. A Figura 22 mostra resultados obtidos. 

 

Figura 22: Validação via RT-qPCR dos genes com domínio RTA1 detectados como 
significativamente mais expressos nas análises do RNAseq. Histogramas contendo os dados 
analisados via múltiplos testes t. 
 

De acordo com as análises de RT-qPCR apresentadas na Figura 22, 

apenas os genes AFUB_053180, AFUB_077810 e AFUB_077820 foram mais 

expressos à 37°C e foram, portanto, validados por essa abordagem. Esses 

resultados confirmam que há um provável envolvimento das proteínas com 

domínio semelhante aos das proteínas da família RTA1 com processos de 

termorregulação. Portanto, pode-se dizer que os genes com domínio RTA1 

associados com as vias de biossíntese de ergosterol, transporte e exportação 

de lipídeos, além de serem grandes responsáveis pelo aparecimento de 

mecanismos de resistência a drogas, também podem estar associados com 
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mecanismos de resistência ao calor, não só em espécies leveduriformes, como 

C. albicans e C. glabrata, como também na espécie A. fumigatus (HOKKEN et 

al., 2019; MANENTE; GHISLAIN, 2009; SRIVASTAVA et al., 2017).  

De acordo com a afirmação do parágrafo anterior, a transferência do 

crescimento fúngico de 30°C para 37°C sugere que possa haver uma 

remodelagem da membrana plasmática frente ao estresse térmico ao qual as 

cepas foram submetidas. Esse tipo de reação já foi previamente relatado, onde 

regulações transcriptômicas em A. fumigatus foram avaliadas após choque 

térmico, revelando que de fato há uma interconexão entre as perturbações na 

parede celular causadas pelo estresse térmico, e os mecanismos 

tradicionalmente relacionados às regulações de choque térmico (FABRI et al., 

2021). Por fim, esses resultados sugerem que a capacidade de remodelagemo 

das vias de biossíntese e integridade da parede celular observados em A 

fumigatus podem estar relacionados com o maior sucesso apresentado por A. 

fumigatus ao infectar seres humanos imunocomprometidos, quando comparado 

com as outras espécies da seção Fumigati estudadas no trabalho aqui 

relatado. 

Conforme apontado nas análises do RNAseq e confirmado via RT-

qPCR, as vias de biossíntese de ergosterol e lipídios estão diretamente 

relacionadas com respostas ao estresse térmico. Esses resultados estão de 

acordo com estudos anteriores, como por exemplo os que investigaram as 

funções desempenhadas pelo fator de transcrição SrbA (sterol regulatory 

element binding protein), que assim como as proteínas com domínio RTA1, é 

responsável por regular as vias síntese de esteróis. Além disso, SrbA também 

é responsável pela ativação das vias de formação de sideróforos para 

obtenção de ferro, e é fundamental para o crescimento em condições de 

hipóxia, sendo mutantes ∆srbA incapazes de crescer em condições de hipóxia 

(KROLL et al., 2014; LATGÉ; CHAMILOS, 2019; PEREZ-CUESTA et al., 2021). 

Portanto, tanto o fator de transcrição SrbA como as proteínas com domínio 

RTA1 podem estar associadas com a maior virulência e termotolerância 

observadas em A. fumigatus, em comparação com as outras espécies aqui 

analisadas 
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5. CONCLUSÕES 

O presente estudo se propôs a estudar diferentes espécies de 

Aspergillus com o intuito de assim revelar possíveis traços e características 

únicas de A. fumigatus, o principal patógeno humano pertencente a esse 

gênero, responsáveis por conferir maior virulência a essa espécie. Com os 

testes aqui realizados puderam ser realizadas muitas descobertas acerca da 

performance das quatro espécies, A. fumigatus, A. oerlinghausenensis, A. 

fischeri e A. lentulus nos mais variados contextos. Foi descoberto que, de 

maneira geral, A. fumigatus possui melhores mecanismos de adaptação a 

variadas situações, possuindo melhor desempenho que as outras espécies, de 

maneira geral, quando analisadas sob condições adversas, como meios de 

cultura semelhantes ao epitélio humano em composição, altas temperaturas, 

escassez de nutrientes e limitação à determinadas fontes de carbono ou 

nitrogênio para o metabolismo. 

Além de terem o crescimento avaliado em diferentes temperaturas e 

sendo cultivados em diferentes fontes de nutrientes disponíveis, as quatro 

espécies de Aspergillus também foram analisadas quanto a parâmetros 

considerados importantes para o processo de colonização de um hospedeiro, 

como a formação de biofilme e crescimento na presença de drogas 

perturbadoras de integridade da parede celular, como CSP, CR e CFW. Os 

resultados das análises apontam para uma melhor capacidade de aderência 

das células e esporos de A. fumigatus aos substratos, também sendo 

observado um melhor desempenho de A. fumigatus quando enfrentando 

grandes concentrações de drogas perturbadoras da integridade da parede 

celular, de maneira geral.  

As diferentes espécies de Aspergillus também foram testadas quanto às 

suas capacidades de crescerem em condições de hipóxia e escassez de ferro, 

condições frequentemente encontradas durante a invasão de um organismo 

hospedeiro humano. Os resultados indicaram que apesar de A. fumigatus 

possuir melhor desemprenho que as outras três espécies testadas em 

condições de hipóxia, o que não foi observado em meios com escassez de 
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ferro, indicando que, provavelmente, as adaptações de A. fumigatus para 

crescimento em condições de hipóxia não estão presentes nas outras espécies 

testadas, ao contrário do que foi observado com relação às adaptações para 

crescimento em ambientes com escassez de ferro, indicando que a capacidade 

de crescer em condições de hipóxia pode ser um fator determinante para a 

maior virulência observada em A. fumigatus. Também foram feitos testes in 

vivo com as quatro cepas estudadas, confirmando a maior capacidade de A. 

fumigatus em causar doença a 37°C, tanto em modelos de G. mellonella como 

em modelos de camundongos quimioterápicos. 

Após A. fumigatus ser confirmada como a espécie com maior 

versatilidade nutricional, maior capacidade em lidar com diferentes estresses, 

maior aderência de biofilme formado e maior capacidade patogênica, em 

comparação com as outras três espécies aqui utilizadas, foi feito um 

sequênciamento de RNA de A. fumigatus e as outras duas espécies relatadas 

como não virulentas, A. oerlinghausenensis e A. fischeri, buscando identificar 

genes unicamente mais ou menos expressos em A. fumigatus. Esses 

experimentos revelaram que a transição de temperatura de 30°C para 37°C é 

responsável, tanto por estimular, como por reprimir a transcrição de diversos 

genes relacionados com vias importantes no metabolismo fúngico. Dentre os 

genes com expressão induzida puderam ser identificados diversos fatores de 

transcrição responsáveis pela produção de MSs importantes para interações 

com o sistema imunológico do hospedeiro, genes envolvidos na produção e 

secreção de proteases e siderófores responsáveis pela obtenção de nutrientes 

no ambiente, bem como outros fatores de transcrição responsáveis por atuar 

em mecanismos estruturais do metabolismo fúngico, principalmente aqueles 

envolvidos em vias da manutenção da integridade da parede celular. Análises 

de ontologia genética e categorização dos genes também revelaram a indução 

de genes relacionados com a síntese e o transporte de componentes celulares 

em A. fumigatus. 

Com relação aos genes unicamente silenciados em A. fumigatus após a 

transição de 30°C para 37°C, foram detectados genes relacionados a funções 

metabólicas de maneira geral. Também pôde ser observado que um número 

maior de genes foi reprimido, quando comparado ao número de genes 

detectados como induzidos, indicando a repressão de genes também pode ser 
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muito importante para uma maior adaptabilidade às condições de estresse 

térmico, onde o fungo deve focar unicamente na produção de compostos 

essenciais para a sobrevivência em ambientes mais quentes. Também 

puderam ser detectados diversos genes de categorias semelhantes aos genes 

induzidos, o que indica que há um ajuste bastante complexo entre os diversos 

genes responsáveis pelas adaptações ao aumento de temperatura. 

Tomadas em conjunto, essas descobertas apontam que A. fumigatus é 

uma espécie com mecanismos bastante eficientes para se adaptar 

rapidamente a diversas situações, como mudanças de temperatura, e de fontes 

de nutrientes disponíveis, presença de drogas antifúngicas e fungistáticas, 

situações frequentemente encontradas durante o processo de colonização de 

hospedeiros. As análises sugerem ainda que a espécie possui um arsenal 

único e exclusivo de genes responsáveis pela produção de MSs específicos e 

adaptações metabólicas que auxiliam a superar os desafios encontrados 

durante a invasão do organismo humano. Esse estudo também revelou muitos 

genes ainda não caracterizados que podem estar relacionados com 

adaptações a sobrevivência a 37°C, indicando que são genes alvo 

interessantes para investigações futuras buscando desvendar melhor os 

mecanismos unicamente presentes em A. fumigatus, sendo possivelmente os 

responsáveis por conferir a maior virulência e adaptabilidade observada nessa 

espécie. 
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