LS H

Universidade de S&o Paulo

¢ARMACe
v,
%

ax)

¢

2
ol

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE
RIBEIRAO PRETO

DE C
opOE 1N
{ Q)

%
K
Yi3giy 30

7
e
%
Co
Voy

(9
I

~usp+ O

Estudos moleculares de isolados clinicos do género

Aspergillus de diferentes sitios anatdbmicos

Livia Maria Maciel da Fonseca

Ribeirao Preto
2022



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Estudos moleculares de isolados clinicos do género Aspergillus de

diferentes sitios anatomicos

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pd6s-Graduacao em
Biociéncias e Biotecnologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto para obtencédo do Titulo de Mestra em
Ciéncias

Bioagentes e Biotecnologia aplicados a
Farmécia

Orientada: Livia Maria Maciel da Fonseca

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Regina von
Zeska Kress

Versao corrigida da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia em 11/05/2022. A versao original
encontra-se disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto/USP.

Ribeirdo Preto — SP
2022



RESUMO

FONSECA, L.M.M. Estudos moleculares de isolados clinicos do género Aspergillus de
diferentes sitios anatémicos. 2022. 93f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Aspergillus € um género de fungos filamentosos de distribui¢do universal que abriga espécies
que sdo capazes de gerar diversos tipos de infecgdes, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Diversas espécies de Aspergillus vém apresentando resisténcia aos
antifungicos clinicamente disponiveis para o tratamento de infecgdes. Neste projeto foram
estudados 51 isolados clinicos do género Aspergillus oriundos de pacientes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo quanto a sua
morfologia, identificagdo molecular, susceptibilidade aos antifingicos, resisténcia aos azois,
fatores de viruléncia e viruléncia no modelo alternativo Galleria mellonella. Na analise
morfolégica foram estudadas a macromorfologia da colénia gigante e a micromorfologia da
estrutura de reproducédo assexual dos fungos. A identificacdo molecular de Aspergillus secdes
Fumigati e Flavi e respectivas espécies foi realizada pelo sequenciamento da regido internal
transcribed spacer (ITS) do DNA ribossomal (rDNA) e dos genes codificadores da -tubulina
(benA) e calmodulina (caM). A susceptibilidade dos isolados clinicos de Aspergillus spp. ao
Itraconazol (ITR), Posaconazol (POS), Voriconazol (VOR) e Anfotericina B (AMB) foi
avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo baseado no protocolo M38-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). O gene cyp51A e respectiva regido promotora foram
sequenciados para estudo de mecanismo de resisténcia aos azois. Os fatores de viruléncia foram
estudados quanto ao tamanho do conidio, termotolerancia e biofilme (biomassa e matriz). Entre
os 51 isolados clinicos deste estudo, 80% (n=41/51) e 20% (n=10/51) foram identificados como
A. fumigatus sensu stricto e A. flavus, respectivamente. Entre eles, 68,6% (n=35/51)
apresentaram a AMB com valores da concentracdo inibitdria minima (CIM) igual ou superior
ao epidemiological cutoff value (ECV) e 41,5% (n=21/51) apresentaram a CIM dos azoles
maior que o ECV, isto é, perfil ndo selvagem a estes antifungicos. Foram identificadas 9
diferentes mutagdes de nucleotideos no gene cyp51A, sendo que 3 sdo mutacdes silenciosas e 6
sdo mutacdes com baixa relagdo a resisténcia aos azéis. Quanto aos fatores de viruléncia, 0s
isolados clinicos A. fumigatus sensu stricto apresentam pequenos conidios e foram
termotolerantes, enquanto os isolados clinicos A. flavus apresentam conidios com maior
dimensao e ndo foram termotolerantes, o que justifica a maior porcentagem de isolados clinicos
A. fumigatus entre os isolados clinicos deste estudo. Quanto a formacéo de biofilme, ambas
espécies tiveram desde baixa a alta formacéao, sendo que A. flavus foi a espécie que apresentou
isolados clinicos com maior formacdo de biofilme. Quando avaliada a viruléncia em G.
mellonella, foi observado que A. flavus apresentam maior viruléncia quando comparados com
os isolados clinicos de A. fumigatus. Associando esses dados, pode-se sugerir que a maior
viruléncia esta associada com a maior capacidade de formacé&o de biofilme.

Palavras-chave: Aspergillus, identificacdo molecular, biofilme, resisténcia aos azois, cyp51A,
Galleria mellonella.



ABSTRACT

FONSECA, L.M.M. Molecular studies of clinical isolates of the Aspergillus genus from
different anatomical sites. 2022. 93f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Aspergillus is a genus of filamentous fungi of universal distribution that harbors species that
can generate different infections, mainly in immunocompromised individuals. Several species
of Aspergillus have shown resistance to antifungals that are clinically available for the treatment
of infection conditions. In this project, 51 clinical isolates of the genus Aspergillus from patients
at the Clinical Hospital of the Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto (Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo were studied regarding
their morphology, molecular identification, susceptibility to antifungal agents, azole resistance,
virulence factors, and virulence in the alternative model Galleria mellonella. The
macromorphology of the giant colony and the micromorphology of the asexual reproduction
structure of the fungi were studied. Molecular identification of Aspergillus sections Fumigati
and Flavi and species was performed by sequencing the internal transcribed spacer (ITS) region
of ribosomal DNA (rDNA) and the genes encoding B-tubulin (benA) and calmodulin (caM).
The susceptibility of clinical isolates of Aspergillus spp. to itraconazole (ITR), posaconazole
(POS), voriconazole (VOR), and amphotericin B (AMB) was evaluated by the broth
microdilution method based on the M38-A2 protocol of the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). The cyp51A gene and its promoter region were sequenced to study the
mechanism of resistance to azoles. Analyzed virulence factors were conidia size,
thermotolerance, and biofilm (biomass and matrix). Among the 51 clinical isolates in this study,
80% (n=41/51) and 20% (n=10/51) were identified as A. fumigatus sensu stricto and A. flavus,
respectively. Among them, 68.6% (n=35/51) presented AMB minimal inhibitory concentration
(MIC) values equal to or greater than the ECV, and 41.5% (n=21/51) showed the azoles MIC
greater than the ECV, i.e., non-wild type profile to these antifungals. Nine different nucleotide
mutations were identified in the cyp51A gene, 3 of which are silent mutations and 6 are
mutations with a low relation to azole resistance. A. fumigatus sensu stricto clinical isolates had
small conidia and were thermotolerant. In contrast, A. flavus clinical isolates had larger conidia
and were not thermotolerant, which justifies the higher percentage of A. fumigatus among the
clinical isolates in this study. Both species had low to high biofilm formation. However, A.
flavus clinical isolates presented more significant biofilm formation. Additionally, A. flavus
clinical isolates showed higher virulence when compared to A. fumigatus sensu stricto clinical
isolates. Linking these data, we can suggest that higher virulence seems to be associated with
higher biofilm formation.

Keywords: Aspergillus, molecular identification, azole resistance, biofilm formation, cyp51A,
Galleria mellonella.



1. INTRODUCAO

1.1. GENERO Aspergillus

O género Aspergillus ¢é classificado no reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e Familia Trichocomaceae. Os fungos do filo Ascomycota
possuem a caracteristica de produzir seus esporos (ascosporos) em estruturas sexuais
especificas, denominadas asco (MONEY, 2015) e a ordem Eurotiales apresenta fungos
conhecidos como mofos verdes e azuis (HOUBRAKEN et al., 2020). As caracteristicas macro
e micromorfoldgicas dos fungos do género Aspergillus sdo de grande importancia para a
identificacdo das espécies. Algumas caracteristicas morfoldgicas da coldnia incluem taxas de
crescimento, cor, textura, conidiacdo, producdo de esclerécitos (massa compacta de micélio
endurecido contendo reservas alimentares), cores da colnia, pigmentos sollveis no meio de
cultura e os ascomas, que para este género sdo do tipo cleistotécio (corpo frutificante fechado e
esférico que contém os ascos e ascOsporos). Na maioria das espécies desse género ocorre a
reproducdo assexual e sexual, e tanto as caracteristicas macromorfoldgicas da colénia quanto
as caracteristicas microscépicas das estruturas reprodutivas sdo relevantes na identificacdo
classica do género e espécie. Essas caracteristicas incluem, na reproducdo assexual, as
caracteristicas da estrutura de frutificacdo, como a cor, e dimensdo do conidio, a forma da
cabeca (vesicula) dos conididforos, a presenca ou auséncia de métulas entre a vesicula e as
fialides (ou seja, se sdo unisseriados ou bisseriados) (figura 1) e a textura da coldnia. Na
reproducdo sexual se observa o tamanho e morfologia dos ascos e ascOsporos encontrados
dentro dos cleistotécios (TSANG et al., 2018).

Inicialmente, a classificacdo dos fungos era baseada nos aspectos morfoldgicos,
principalmente a morfologia das estruturas reprodutivas assexual (conidiéforos, esporéforos,
hifas, entre outros) (figura 1) e assexual (cleistotécio). Contudo, considerando que isolados
clinicos de Aspergillus spp. podem manifestar algumas atipias como conidiacdo mais lenta e
formacgdo aberrante do conidioforo, além de sobreposicdo de algumas caracteristicas
morfologicas por parte da secdo Fumigati, este € um critério limitado de classificacio
taxondmica (BALAJEE et al., 2006). Dessa forma, a eficicia da caracterizacdo do género pela
abordagem polifésica, onde h4 a combinagdo de diversos dados e informacGes, sendo elas

fenotipicas, moleculares (incluindo genémica, protebmica e metabdlitos secundarios),



genéticas e filogenéticas, para assim, atingir uma taxonomia de consenso, vém sendo
demonstrada (SAMSON, 2009).

Figura 1 — Esquema da micromorfologia das estruturas reprodutivas assexuais (conidioforo)

do género Aspergillus. Fonte: Autoria propria com o auxilio do programa BioRender.
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A regido do DNA ribossomal (rDNA) normalmente utilizada para a identificagdo dos
fungos € a regido do espacador interno transcrito (Internal Transcribed Spacer - ITS). Contudo,
nem sempre essa regido possui variagdes o suficiente para distinguir as espécies. Dessa forma,
um segundo marcador é necessario para identificar com maior precisdo uma espécie. Esse
marcador, assim como o ITS, deve fazer uso de primers universais, ser de facil amplificacéo e,
ao contrario do ITS, capaz de distinguir as espécies. Baseado nesses requisitos, 0s genes
utilizados na identificacdo das espécies de Aspergillus sdo os que codificam a calmodulina
(caM), B-tubulina (benA) e RNA polimerase Il segunda maior subunidade (RPB2). Entretanto,
existe a frequente dificuldade de amplificacdo do RPB2 e a amplificacdo de muitos parélogos
quando utilizado o benA (SAMSON et al., 2014).

O género Aspergillus era inicialmente dividido em subgéneros e grupos. Entretanto,
para acompanhar as normas do Cddigo Internacional de Nomeclatura Botanica (ICBN), o

género Aspergillus atualmente é dividido em subgénero e secOes, sendo que, até 2019, 451



espécies ja haviam sido descritas (BALAJEE et al., 2006; STEENWYK et al., 2019). Com o
avanco das técnicas moleculares e a abordagem da identificacdo polifasica, cada vez mais
espeécies de Aspergillus tém sido estudadas e caracterizadas. Assim, os subgéneros e secdes sdo:
subgénero Circumdati, se¢cdes Candidi, Cremei, Circumdati, Flavi, Nigri e Sparsi; subgénero
Aspergillus, se¢des Aspergillus e Restricti; subgénero Fumigati, secdes Cervini, Clavati e
Fumigati; subgénero Nidulantes, secdes Aenei, Flavipedes, Jani, Nidulantes, Ochraceorosei,
Terrei, Usti, Versicolores e duas se¢des ainda ndo nomeadas onde se encontram as espécies A.
bisporus, A. ivorensis e A. raperi. Além disso, ha as espécies ndo referenciadas e a se¢do

Phialosymplex que ainda n&o foi inserida em um subgénero (GAUTIER et al., 2016) (figura 2).

Figura 2: Classificacdo do género Aspergillus de acordo com seu subgénero e secdo das

espécies atualmente véalidas. Fonte: Gautier et al., 2016 com modificaces.
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As secdes Circumdati, Clavati, Cremei, Nigri, Restricti, Usti e Versicolores possuem
espécies predominantemente isoladas do ambiente, enquanto as espécies comumente isoladas
de amostras clinicas se encontram, em sua maioria, dentro das se¢cdes Fumigati, Flavi e Terrei

(GAUTIER et al., 2016). Dentro das diversas espécies da secdo Fumigati, A. fumigatus se



destaca como a causa mais comum de aspergilose invasiva nas pesquisas epidemioldgicas.
Entretanto, estudos recentes apontam que espécies identificadas fenotipicamente como A.
fumigatus podem ser geneticamente distintas, levando a identificacdo e descricdo de novas
especies (BALAJEE et al., 2006). Assim, além de A. fumigatus sensu stricto, as novas especies
que séo associadas as infec¢fes flngicas sdo A. novofumigatus, A. hiratsukae, A. viridinutans,
A. lentulus e A. udagawae, tendo os dois ultimos apresentado (in vitro) baixa sensibilidade aos
antifangicos utilizados no tratamento da aspergilose invasiva (BALAJEE et al., 2006;
ALCAZAR-FUOLL et al., 2008; ESCRIBANO et al., 2013). Dentro das diversas espécies da
secao Flavi, ha duas espécies de relevancia clinica: A. parasiticus e A. flavus, sendo o Gltimo,
ao lado de A. fumigatus a segunda maior causa de aspergilose invasiva e ndo-invasiva em seres
humanos. Além disso, as seis espécies que possuem importancia econémica sdo, além de A.
flavus e A. parasiticus, também A. nomius, A, oryzae, A. sojae e A. tamarii. Os fungos da se¢éo
Flavi produzem uma gama de aflatoxinas e agentes cancerigenos naturais (GODET,
MUNAUT, 2010; DENNING et al., 2003; HEDAYATI et al., 2007). Dentro da se¢do Terrei,
existem espécies de relevancia clinica devido a sua resisténcia intrinseca aos antifungicos
comerciais, em destaque a A. terreus, que possui baixa sensibilidade in vivo e in vitro a
Anfotericina B, além disso, alguns estudos vém apresentando um perfil de linhagem néo
selvagem de amostras clinicas de A. terreus para os az0is (ZORAN et al., 2018; GAUTIER et
al., 2016).

Embora a maioria das espécies dentro de Aspergillus secdo Nigri sejam isolados
ambientais, hd algumas espécies dentro da secdo, A. niger e A. tubingensis, que sdo
frequentemente encontrados, junto com A. flavus, entre os isolados clinicos de otomicose (otite

externa fungica) e de amostras de nasofaringe (MOUSSALLE et al., 1999).

1.2. A ASPERGILOSE, O TRATAMENTO ANTIFUNGICO E A RESISTENCIA AOS
ANTIFUNGICOS

A aspergilose (infecgdo por Aspergillus) é uma doenga multiforme, onde as
manifestacdes clinicas podem se apresentar da forma alérgica, crénica ou invasiva, as quais sao
determinadas pela resposta imune do hospedeiro (SALES, 2009; TSANG et al., 2018). Assim,
embora seja comum a exposicado e inalagdo de conidios de Aspergillus spp., existe uma pequena
parcela da populacdo que desenvolve um quadro de aspergilose, sendo eles o0s
imunossuprimidos ou imunocomprometidos. A doenca envolve diversas apresentagdes clinicas,

incluindo aspergiloma (ou bola fungica) no pulmao e nos seios nasais e paranasais, exacerbacdo



da asma e asma grave com sensibilizacdo flngica, aspergilose broncopulmonar alérgica
(ABPA), otomicose, onicomicose, ceratite, endoftalmite, infeccbes cutaneas e de feridas,
infeccbes osteoarticulares, aspergilose pulmonar crbnica, sinusite cronica invasiva e
granulomatosa, bronguite e tragueobronquite invasiva e aspergilose pulmonar invasiva (API)
(GAUTIER et al., 2016).

A linha de defesa principal contra conidios inalados de Aspergillus spp. sdo o0s
macrofagos, além disso, receptores de reconhecimento de patdgenos trabalham identificando
componentes especificos da parede fungica e produzem citocinas que atuam estimulando o
recrutamento de neutrofilos, que sdo o principal mecanismo de defesa contra hifas. Dessa
forma, pode-se concluir que a aspergilose invasiva normalmente acomete pacientes
imunossuprimidos ou com alguma deficiéncia imune, como pacientes em quadro de
neutropenia, recém transplantados ou em tratamento prolongado de altas doses de
corticosteroides (KOUSHA et al., 2011).

A API é caracterizada por uma infec¢do similar @ pneumonia bacteriana, de réapida
progressdo, onde o patdgeno invade o parénquima pulmonar e tende a penetrar 0s vasos
sanguineos e disseminar pelo hospedeiro (MILLER, 1996). A ABPA é a forma alérgica da
doenca onde o paciente apresenta hipersensibilidade aos antigenos de Aspergillus spp.,
principalmente de A. fumigatus. A patogenia da ABPA ndo é totalmente conhecida, embora a
maioria dos casos ocorram entre pacientes com doencas pulmonares como asma ou fibrose
cistica. O diagnostico é dado através de testes soroldgicos e radioldgicos, sendo os sinais da
doenca o espessamento da parede brénquica. O tratamento é feito com a administracéo oral de
corticosteroides, que atuam reduzindo a hipersensibilidade a resposta inflamatéria provocada
pelo patogeno. Alguns estudos tém sido realizados utilizando itraconazol e voriconazol no
tratamento de ABPA e vém apresentando resultados promissores. Contudo, o itraconazol em
alguns casos pode atuar potencializando os corticosteroides, o0 que pode levar a uma anomalia
do hormonio adrenocorticotrofico e insuficiéncia adrenal. Além da ABPA outras doencas que
podem ser causadas por reacdes alérgicas a Aspergillus s&o pneumonia de hipersensibilidade e
granulomatose broncocéntrica (KOUSHA et al., 2011; MILLER, 1996; JUDSON, 2004;
SKOV et al., 2002).

Existem poucas classes de antifungicos utilizadas no tratamento das infecc¢des fungicas,
entre elas estdo os azois, polienos, derivados pirimidinicos e equinocandinas. Os antifungicos

da classe dos azois agem inibindo a enzima 14a-esterol desmetilase, membro da familia do



citocromo P450 codificado pelo gene cyp51A, que é responsavel pela conversdo de lanosterol
em ergosterol — componente da membrana celular fangica. Assim, os azdis agem interferindo
na biossintese de ergosterol na membrana flngica, alterando dessa maneira a estrutura e funcées
da membrana e, por consequéncia, inibindo o desenvolvimento do fungo. A ligacdo do a&tomo
de nitrogénio do anel triazolico de cinco membros ao 4&tomo de ferro do grupo heme presente
no sitio ativo da proteina CYP51A inibe a etapa de desmetilacdo, resultando no bloqueio da
sintese de ergosterol. Esta classe € representada pelos triazdis itraconazol (ITR), voriconazol
(VOR) e posaconazol (POS). Espécies do género Aspergillus possuem duas isoenzimas
CYP51A e CYP51B e, embora a codificacdo desses genes ndo seja essencial para o crescimento
celular, a inativagdo concomitante de ambos pode ser letal ao microrganismo. O uso
indiscriminado na agricultura de antifangicos da classe dos azois, combinado com a atividade
fungistatica em baixa dose e 0 uso excessivo e prolongado de az6is aumentaram a porcentagem
de cepas de fungos resistentes (HARGROVE et al., 2015; ZAKARIA et al., 2020).

A classe dos polienos é representada pela Anfotericina B (AMB), que € um agente
antimicético de amplo espectro utilizado em infeccBes sistémicas por fungos dos géneros
Aspergillus e Candida, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Pesquisas apontam
que a AMB ¢ uma droga que age na membrana formando estruturas semelhantes a canais
(poros) que atravessam a bicamada lipidica. E cognito que essa droga se liga ao ergosterol na
parede celular da membrana e, acredita-se que durante o processo de auto oxidacdo da AMB,
seus efeitos antifangicos resultam em dano oxidativo. Contudo, a utilizacdo da AMB deve ser
limitada devido a sua nefrotoxicidade, que pode resultar em insuficiéncia renal
(CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011; SOKOL-ANDERSON et al., 1986; POSCH et
al., 2018).

A Flucitosina ou 5-fluorocitosina (5-FC) € um analogo fluorado da citosina que é usado
como agente antifungico para o tratamento de infecgdes graves, é uma droga da classe dos
derivados pirimidinicos e, muitas vezes, ¢ administrada em conjunto com a AMB, pois sua agdo
conjunta potencializa os efeitos da AMB, resultando numa diminuicdo da dosagem e reducgéo
dos efeitos colaterais. A 5-FC atua diretamente sobre os organismos fangicos, por inibicdo
competitiva de absorcao de purina e pirimidina e indiretamente pelo metabolismo intracelular.
Apds a absorcdo pela citosina permease, a 5-FC sofre um processo de desaminacdo e €
convertida em 5-fluorouracil (5-FU). O 5-FU pode passar por dois processos distintos dentro

da célula fungica: ele pode ser convertido em trifosfato de 5-fluorouridina, composto que sera



incorporado ao RNA fungico e agiré inibindo a sintese proteica; ou pode ser metabolizado e
convertido em 5-fluorodesoxiuridina monofosfato, composto que age inibindo a fonte priméria
de timidina na biossintese do DNA. Esse antifangico ¢ amplamente utilizado no tratamento de
micoses sistémicas, uma vez que ndo ha grande taxa de conversdo de flucitosina em 5-
fluorouracil, permitindo uma alta absorc¢do da droga pelo organismo e distribuigéo por todo o
corpo (SANDE & MANDELL, 1987; SIDRIM & MOREIRA, 1999; HOULN, SPIZEK &
HAVLIZEK, 2020).

Os antifungicos da classe das equinocandinas atuam inibindo a sintese de B-1,3-
Glucana, resultando num desequilibrio osmético que leva a morte do organismo. As drogas
dessa classe agem em uma gama de fungos e leveduras e possuem baixa incidéncia de efeitos
colaterais. Estdo dentro dessa classe a Caspofungina, a Anidufungina e a Micafungina, sendo a
primeira amplamente utilizada no tratamento da APl (DERESINSKI & STEVENS, 2003;
DIEKEMA et al., 2003).

A maioria dos medicamentos para o tratamento das infec¢des flngicas sdo fungistaticos,
ou seja, agem inibindo o crescimento do fungo. Dessa forma, o tratamento das infeccdes
fangicas é demorado e demonstra menor eficidcia em individuos imunocomprometidos
(PATTERSON & STREK, 2016). O tratamento das infec¢bes por Aspergillus spp. varia de
acordo o tipo de infeccdo causada pelo microrganismo, por exemplo, nos casos de ABPA o
tratamento é realizado pela associacdo de corticosterdide e ITR. Ja nos casos de API o
tratamento de primeira escolha é o VOR. Em casos da contraindica¢do do VOR, a administracéo
da AMB lipossomal é recomendada. Acredita-se que a formulacao lipidica da AMB lipossomal

é mais efetiva e menos toxica do que a AMB convencional (PATTERSON et al., 2016).

Os antifungicos comerciais apresentam o mecanismo de acdo com unico sitio alvo (e.g.
14a-esterol desmetilase, ergosterol, B-1,3-Glucana sintase). Portanto, existe a maior
probabilidade de desenvolvimento de linhagens fungicas resistentes ao tratamento, como
mostrado por diversos estudos em que espécies flngicas estdo desenvolvendo resisténcia a esses
grupos de antifangicos (MELLADO et al., 2001; MELLADO et al., 2005; SNELDERS et al.,
2010; MELLADO et al., 2007; CHOWDHARY et al., 2011). Considerando Aspergillus spp.,
observou-se casos de resisténcia principalmente contra antiflngicos do grupo dos azéis e
algumas equinocandinas (SATISH et al., 2019). A resisténcia aos antifungicos pode ser definida
de duas maneiras, microbiologica e clinica. A resisténcia microbioldgica ocorre quando a

concentracdo do antimicrobiano usado contra o patdgeno € maior do que o utilizado contra uma



linhagem selvagem. J& a resisténcia clinica é definida quando a concentracdo do antifingico a
ser utilizado para inibir/matar o fungo é maior do que a considerada segura ao paciente
(PFALLER, 2012).

1.2.1. Mecanismo de resisténcia aos azéis mediado pelo promotor e gene cyp51A

A resisténcia aos antifungicos azoélicos estd associada as insercdes de sequéncia de
repeticdo em tandem (Tandem Repeats, TR) na regido promotora do gene cyp51A e as mutacoes
neste proprio gene. As alteracGes na regido promotora do gene cyp51A relacionadas a
resisténcia do fungo aos antifungicos sdo mediadas pelas TR o0s quais sdo 34 pb, 46 pb e 53 pb
upstream (a montante) do gene cyp51A (DUDAKOVA et al., 2017). Em estudos de vigilancia
epidemioldgica, a TR34 é especialmente responsavel por até 70% das alteracGes associadas a
resisténcia (ZHANG et al., 2020). As mutacdes presentes no gene cyp51A — alvo do mecanismo
de acdo dos azois e codificador da enzima 14a-esterol desmetilase - estdo associadas a
resisténcia a estes antifingicos e presentes em diversos isolados clinicos, incluindo em espécies
do género Aspergillus. Dependendo do tipo de mutacgdo e sua localizacdo na sequéncia genética,
a cepa resultante pode exibir uma variedade de fenotipos de resisténcia, abrangendo um
espectro de suscetibilidades aos azois, incluindo a resisténcia a um Unico ou a diversos
antifungicos desta classe ao mesmo tempo (NYWENING et al., 2020). As mutacGes pontuais
no gene cyp51A séo geralmente relatadas em isolados clinicos de pacientes que recebem terapia
azolica de longo prazo (geralmente mais de 4 meses), particularmente no caso de aspergilose
crénica. Contudo, essas mutacdes vém sendo observadas com mais frequéncia nos ultimos
tempos. Algumas mutacgdes, como substituicdes de aminoacidos Unicos na glicina 54 (G54V,
GbH4E, G54R, G54W) e 138 (G138C) da proteina CYP51A causam uma resisténcia cruzada ao
ITR e POS. Outras mutagdes, como G448S, reduzem a atividade do CYP51A e induzem a
resisténcia a0 VOR. A substituicdo na metionina (M) 220 (M2201, M220V, M220T, M220K)
esta relacionada a varios padrdes de suscetibilidade reduzida aos azois. As mutagdes pontuais,
como A284T, F219C, F2191, G434C, G432S, H285Y, P216L e Y431C, também foram
encontradas esporadicamente (DUDAKOVA et al., 2017; SPIESS et al., 2014; BUEID et al.,
2010; CHOWDHARY et al., 2011).

O alelo de resisténcia mais frequentemente observado em A. fumigatus consiste em uma
TR de 34 pb (TR34) na regidao promotora combinada com a substituicdo L98H da CYP51A
(TR34/L98H). Esta combinac&o foi detectada varias vezes e associada a um aumento de até 8

vezes na expressao do gene. Da mesma forma, a mutacdo TR46/Y121F/T289A € um



mecanismo de resisténcia emergente com alto nivel de resisténcia ao VOR e CIMs
(Concentracdo Inibitéria Minima) elevados para todos os outros azdis. Além disso, uma
sequéncia de repeticdo em tandem de 53 pb também foi detectada na regido promotora do
cyp51A sem qualquer substituicdo de aminoacidos no gene. Essa mutacao confere um perfil de
resisténcia do fungo ao ITR e VOR e baixa suscetibilidade ao POS (HARGROVE et al., 2015;
DIAZ-GUERRA et al., 2003; DUDAKOVA et al., 2017; ZHANG et al., 2020).

1.2.2. Resisténcia aos azois ndo mediada por cyp51A

E importante apontar que nem todos os isolados que demonstram baixa/nenhuma
sensibilidade aos antifungicos azélicos terdo alteracdo na regido promotora e mutacdes no gene
cyp51A. Os mecanismos de resisténcia comumente reconhecidos incluem ocorréncias genéticas
e epigenéticas, como alteracbes nos componentes do fator de transcricdo, alteracdo da via
biossintética de esterol, superexpressao de bombas de efluxo de drogas especificas ou outros
meios pelos quais o acumulo intracelular dos azois é reduzido nas células fungicas. Alteracdes
genéticas que ndo estdo dentro das sequéncias ou regides promotoras do cyp51A foram
encontradas e associadas de forma convincente a resisténcia aos antifangicos e nas falhas de
tratamento em pacientes (NYWENING et al., 2020).

Um repressor transcripcional do cyp51A, o fator de transcricdo de ligacdo CCAAT
fangico (CCAAT binding complex, CBC) conhecido como HapE quando alterado com uma
Unica mutacdo confere o fenétipo de resisténcia a diversos antifingicos azolicos a0 mesmo
tempo (CAMPS et al., 2012a; GSALLER et al., 2016b). Outro mecanismo de resisténcia aos
azbis é a superexpressao de bombas de efluxo associadas a extrusdo de moléculas
antimicrobianas, incluindo os azéis. Os transportadores ATP-Binding Cassete (ABC) e as
classes da superfamilia facilitadora principal (major facilitator superfamily — MFS) s&o
considerados os dois principais tipos de bombas de efluxo com relevancia clinica em diversos
fungos patogénicos. O gene de codificacdo da bomba de efluxo de A. fumigatus, cdrlB, também
conhecido como abcB, abcC ou abcG1, codifica um transportador ABC e estd associado a
resisténcia ao ITR (NYWENING et al., 2020). A instabilidade genética pode resultar em
alteracOes de ploidia, rearranjo cromossémico e mutacfes no codigo genético. Mutagdes ou
ruptura de genes que codificam elementos de danos ao DNA e vias de pontos de checagem do
ciclo celular afetam a estabilidade genémica e a suscetibilidade aos azois. Por exemplo, a
delecdo dos genes que codificam as quinases AtmA e AtrA, que estdo envolvidos na resposta

ao dano ao DNA e ativagéo de vias de reparo de DNA e pontos de checagem do ciclo celular,



aumentam a adaptabilidade ao estresse causado pelos azdis a niveis mais altos do que uma

linhagem do mesmo fungo do tipo selvagem (DOS REIS et al., 2018).

1.3. BIOFILME MICROBIANO

Os biofilmes microbianos sdo populagdes de células associadas e incorporadas a uma
matriz extracelular produzida pelo proprio microrganismo. Existem diversos géneros de fungos
causadores de infeccdes em que a patogenicidade esta relacionada a producéo de biofilme. Entre
eles estdo: Candida, Coccidioides, Aspergillus, Malassezia, Trichosporon e Cryptococcus
(RAMAGE et al., 2012; FANNING; MITCHELL, 2012).

Entre as vantagens da formacao de biofilme estdo a resisténcia a choques mecéanicos e
estresse quimico, protecao contra 0 ambiente e aumento da resisténcia aos antimicrobianos. Na
literatura ha evidéncias que comprovam que os fungos do género Aspergillus possuem alta
capacidade de formacdo de biofilme, o que resulta em um maior indice de infecgdes e maior
resisténcia aos antifangicos (ZHANG et al., 2021; RAMAGE et al., 2012). De acordo com Kaur
e Singh (2014), estudos feitos em pacientes infectados por Aspergillus sp. reportam que o indice
de mortalidade em pacientes imunocomprometidos (principalmente pacientes com cancer e que
apresentam neutropenia) é alto devido a alta capacidade de producdo de biofilme e a

consequente resisténcia aos antimicrobianos.

O processo de formacao de biofilme € gradativo, sendo que biofilmes jovens sdo mais
suscetiveis aos antifungicos que os biofilmes maduros. Estudos recentes mostram que esse
fendmeno se da pelo fato de que a atividade de efluxo do antifingico aumenta de acordo com
a maturagéo do biofilme. Sendo assim, a formacéo do biofilme esta diretamente relacionada a
resisténcia microbiana (RAMAGE et. al., 2012).

1.4. O MODELO ANIMAL ALTERNATIVO Galleria mellonella
Devido ao custo elevado e a dificuldade de manutencdo nos altimos tempos, vém-se
observando a necessidade de reducdo da utilizacdo de modelos vertebrados para testes in vivo
de toxicidade e viruléncia. Dessa forma, modelos alternativos como Galleria mellonella,
Drosophila melanogaster, Bombyx mori e Manduca sexta vem sendo utilizados em diversas
pesquisas de viruléncia e toxicidade para microrganismos e agentes antimicrobianos
(KAVANAGH; FALLON, 2010). Diversas pesquisas vém demonstrando que insetos podem

ser utilizados para avaliar a patogenicidade microbiana e fornecer resultados comparaveis aos



obtidos com mamiferos, uma vez que a resposta imune inata de vertebrados permanece
semelhante a resposta imune encontrada em insetos (LAVINE; STRAND, 2002;
KAVANAGH; REEVES, 2004; WITTWER et al., 1999; RENWICK et al., 2007; BRENNAN
et al., 2002). As larvas da cera de abelha Galleria mellonella tém sido usadas para avaliar a
viruléncia de uma variedade de patdgenos bacterianos e fungicos. A correlacdo com o perfil de
viruléncia desses microrganismos em G. mellonella foi observado em camundongos (FUCHS;
MYLONAKIS, 2006). Concomitante a facil manutencéo, a utilizacdo de G. mellonella como
modelo in vivo traz beneficios pois oferece a possibilidade de ser mantido em diversas
temperaturas, variando de 25 °C a 37 °C, possibilitando o estudo de caracteristicas do patégeno
relacionadas a temperatura. Além disso, 0 modelo G. mellonella permite uma facil inoculacéo
das células fungicas, 0 que é vantajoso uma vez que a inoculacdo por injecdo permite um maior
controle da concentracdo de células fungicas inoculadas, possibilitando resultados mais
precisos e satisfatorios (FUCHS; MYLONAKIS, 2006).

CONCLUSOES

no

— 80% dos isolados clinicos foram identificados como A. fumigatus sensu stricto e 20% como
A. flavus;

— 68,6% dos isolados clinicos deste estudo apresentaram perfil ndo selvagem para a AMB;

— A porcentagem de isolados clinicos do tipo ndo selvagem para POS analisados em nosso
estudo (58%; n=30/51) é elevada em relacdo aos paises europeus;

— As linhagens ndo selvagens para ITR sdo pouco frequente na nossa regido, o que difere da
maior prevaléncia na Europa;

— Foi encontrada baixa porcentagem de isolados clinicos de A. fumigatus sensu stricto nao
selvagem ao VOR;

— Nao foram encontradas TR na regido promotora do gene cyp51A e 46,3% (n=19/41) dos
isolados apresentaram mutacOes no gene cyp51A, sendo as alteragdes F46Y, G89G,
M172V, N248T, N248K, D255E, L358L, C454C;

— Apesar dos isolados clinicos de A. fumigatus sensu stricto ndo apresentarem TR na regido
promotora e apresentarem alteracbes de aminoacidos com baixa relevancia para a
resisténcia do microrganismo aos azois, existem indicios de que na nossa amostragem estas
alteragdes tenham influenciado nas altas CIMs destes antifungicos;

— Os isolados clinicos de A. flavus apresentaram maior producdo de biofilme e maior

viruléncia em G. mellonella, em comparagdo com A. fumigatus sensu stricto deste estudo.
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