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INTRODUCAO:

A espécie Aspergillus fumigatus € um fungo saprofitico, pertencente ao filo Ascomycota, o qual
produz grande quantidade de esporos amplamente distribuidos na atmosfera, e, quando inalados,
conseguem alcancar os alvéolos pulmonares (1,2). No contexto clinico atual, o fungo em questéo
representa grande ameaca a individuos imunocomprometidos, em virtude de sua capacidade de
promover infecgbes invasivas conhecidas como aspergilose (3,4). Ainda, é realidade o crescente
aparecimento, em diversas regides do mundo, de espécies, particularmente A. fumigatus, resistentes a
drogas antifingicas (5). Tal fato, junto ao aumento de pacientes vulneraveis ao fungo, justificam as altas
taxas de mortalidade por aspergilose (6). Assim como em outros continentes, pouco se sabe sobre a
epidemiologia da aspergilose na América Latina, a ocorréncia de resisténcia e a diversidade genética de
A.fumigatus.

Neste cenario, 0s genes mating type MAT1-1 e MAT1-2, relacionados a reproducdo sexuada nos
fungos da espécie A. fumigatus (7), mostram-se relevantes, visto a presenca de evidéncias que
relacionam tais genes ao aumento da variabilidade genética e ao surgimento de cepas resistentes aos
azoOis (8). Ainda, uma possivel relagdo de tais genes com suas caracteristicas de viruléncia e
patogenicidade, conferem a eles possiveis impactos no prognéstico e tratamento da aspergilose (1). Em
complemento, a técnica de genotipagem por microssatélite, ou Short Tandem Repeats (STR), a qual
consiste em repeticbes em tandem nas sequéncias de DNA (9), permite o entendimento das relagbes
genéticas e epidemioldgicas de isolados ambientais e clinicos de A. fumigatus, atribuindo a técnica
grande relevancia clinica para a compreensdo de vias de transmissdo e formulacdo de possiveis
estratégias para a prevencgado de patologias causadas por A. fumigatus (10).

Apesar dos significativos dados apresentados, o reino Fungi ndo € estudado com tanta frequéncia
no contexto de doencas humanas quanto as bactérias ou infec¢des virais (11). Isso demonstra a
relevancia no desenvolvimento de novas pesquisas direcionadas a aumentar o conhecimento disponivel

acerca de tais microrganismos.
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Esta pesquisa de iniciac@o cientifica identificou a presenca de genes mating type MAT1-1 e
MAT1-2, relacionados a reproducdo sexuada em 790 amostras de DNA extraido de A. fumigatus
isolados de amostras ambientais coletadas em 3 paises da América Latina, dentre eles Brasil, Argentina
e Uruguai, além da realizacao da técnica de genotipagem por microssatélites em 50 amostras de DNA
extraido de A. fumigatus isolados de amostras geograficamente relacionadas a cepas resistentes a
antifingicos. O presente estudo é vinculado ao Projeto LatAsp, uma pesquisa da Rede Latino-Americana
de Micologia Médica (LAMMN) com a colaboragédo de 26 laboratérios localizados em 12 paises da
América Latina, cujo objetivo é investigar o impacto do uso generalizado de antifiingicos da classe dos
azois em aplicacdes médicas e agricolas, observando a resisténcia aos azois de isolados de A.

fumigatus, coletados a partir de amostras de ar de paises da América Latina (12).

METODOLOGIA:

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencas Infecciosas
(LEMDI) da Faculdade de Ciéncias Médicas; da UNICAMP, Campinas, SP. Foram utilizados 790
isolados previamente identificados como A. fumigatus por sequenciamento da regido da B-tubulina,
coletados de amostras de ar de diversas regides do Brasil, Argentina e Uruguai, provenientes de uma
campanha de ciéncia cidada de amostragem de ar, o Projeto LatAsp.

Para avaliar a presenca de genes mating type, foi utilizada a metodologia descrita por Paoletti,
M. et. al., no artigo “Evidence for sexuality in the opportunistic fungal pathogen Aspergillus fumigatus”
(7), que envolve a realizacdo da técnica de PCR Multiplex. Nesse processo foram utilizados primers
especificos do gendtipo MAT1-1, AFM1 (5-CCTTGACGCGATGGGGTGG-3'), e primers especificos do
gendtipo MAT1-2, AFM2 (5-CCTTGACGCGATGGGGTGG-3'), juntamente com a utilizacdo de um
primer “comum”, o AFM3 (5'-CGGAAATCTGATGTCGCCACG-3'), permitindo amplificacdo simultanea
com os trés primers (Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA). Os fragmentos foram visualizados, entao,
em iluminacdo ultravioleta através do equipamento transluminador Amersham Imager 600 (GE
Healthcare Technologies Inc.; Chicago, USA), com observacdo das bandas correspondentes aos
gendtipos MAT1-1 ou MAT1-2.

Para a genotipagem pela técnica de microssatélite foram selecionados 48 isolados de A.
fumigatus da Argentina e do Uruguai, geograficamente proximos a cepas previamente caracterizadas
como resistentes aos azois pelo projeto LatAsp. A andlise de microssatélites seguiu a metodologia
descrita por Valk et al. (2005) (10).

O sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico 3730XL DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Os resultados obtidos da analise de microssatélites foram submetidos ao programa Phyloviz
(https:/lwww.phyloviz.net), que emprega o algoritmo goeBURST para a elaboragdo de uma minimum
spanning tree (MST), visando representar e interpretar as potenciais relagbes evolutivas entre os
isolados. Este projeto esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestéo do Patrimdnio Genético (SisGEN)
sob N° A7F8F65, de 03/10/2021.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foi realizada a identificacio de genes mating type MAT1-1 e MAT1-2 em um total de 790 isolados
de A. fumigatus, sendo 564 amostras provenientes do Brasil, 115 da Argentina e 111 do Uruguai. Os

resultados obtidos estado indicados na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos genes de mating type (MAT1-1 e MAT1-2) em
isolados ambientais de A. fumigatus do Brasil, Argentina e Uruguai.

Pais N2 amostras MAT1-1 MAT1-2 Duplabanda Sem banda
Brasil 564 290 256 15 3
Argentina 115 51 63 1 0
Uruguai 111 43 63 3 2
Total 790 384 382 19 5

Com relacéo a genotipagem por microssatélites, foram analisados os resultados de 48 isolados
de A. fumigatus provenientes do Uruguai e da Argentina, e foram comparados com o microssatélite de
2 amostras provenientes do Uruguai, previamente caracterizadas como resistentes aos azois pelo

projeto LatAsp.

Tabela 2. Genotipos STR de 48 isolados de A. fumigatus da Argentina e
Uruguai, baseados em nove loci microssatélites utilizados na
analise de diversidade e construcao da arvore MST.

Nuamero de repeats

Isolado Pais 2A 2B 2C 3A 3B 3C a4A 4B a4C
AF1 Argentina 20 25 11 38 28 7 14 El 10
AF2 Argentina i8 iz 14 32 iz 39 10 8 10
AF3 Argentina i8 12 21 28 11 ie 8 8 7
AF4 Argentina 22 15 35 13 22 14 8 10
AFS5 Uruguai 20 i6 15 24 27 i3 8 10 is
AF6 Uruguai 20 16 a8 23 27 17 10 11 16
AF7 Uruguai 23 31 1z 34 12 az 1z o 7
AF8 Uruguai 17 22 i3 38 39 24 10 10 2
AF9 Uruguai i8 iz 8 28 10 20 k= =] =
AF10 Uruguai 25 23 23 29 14 23 17 o =
AF11 Uruguai is 12 23 27 12 25 10 8 8
AF12 Argentina is8 24 20 is 11 14 7 8 =
AF13 Argentina iz 20 10 31 =] i3 8 11 is
AFl14 Argentina i8 12 11 35 37 15 8 11 14
AF15 Argentina 25 10 i3 28 o 7 9 o 10
AFle Argentina i8 12 19 26 11 is 8 o =1
AF17 Argentina is 1z is 28 1z 15 10 8 10
AF18 Argentina 20 i6 iz 32 26 23 10 =] 5
AF19 Argentina i8 16 17 28 43 iz 8 8 10
AF20 Argentina 10 16 10 26 o 20 7 5 [S]
AF21 Argentina 21 21 20 72 20 27 12 =3 t=3
AF22 Uruguai 25 23 24 29 14 22 17 o 8
AF23 Argentina 23 22 23 37 14 is 10 11 10
AF24 Argentina 20 20 10 36 13 28 10 10 t=3
AF25 Argentina i8 iz 23 32 16 14 10 8 7
AF26 Argentina 14 22 10 38 10 10 E=3 =l 19
AF27 Uruguai 22 23 8 41 16 is 16 i3 8
AF28 Uruguai 15 21 10 35 = 9 8 10 32
AF29 Uruguai is is 10 15 14 19 E=3 El 7
AF30 Argentina i8 iz is 33 i6 is 10 8 10
AF31 Uruguai 20 25 17 <13 23 23 10 11 10
AF32 Uruguai 23 1z 23 i3 37 10 o 8
AF33 Uruguai 19 12 14 43 12 19 10 11 10
AF34 Uruguai 17 22 1= 38 39 24 10 10 8
AF35 Uruguai 24 18 15 30 22 7 10 14 8
AF36 Uruguai 20 is i3 32 11 k=] 10 = 10
AF37 Uruguai i8 is is 31 12 29 10 o =
AF38 Uruguai 21 is a8 33 10 15 1z 10 (=3
AF39 Argentina 14 20 11 33 = 10 9 10 10
AF40 Argentina 22 19 8 28 16 i9 16 13 8
AF41 Argentina 22 22 11 31 15 22 10 13 10
AF42 Argentina 26 i6 15 59 i3 21 14 8 10
AFAa43 Argentina 19 12 21 29 12 i9 10 11 8
AFa4a Uruguai 20 30 1z 34 13 34 10 o 8
AF45 Argentina 19 16 i3 29 26 21 [=] = =1
AFae Argentina 20 22 10 40 21 31 10 10 5
AFA7 Argentina 21 18 23 8 13 16 12 15 10
AFAB Argentina 19 16 12 29 26 i3 11 o 5
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Os resultados obtidos da analise de microssatélites foram submetidos ao programa Phyloviz, o
qual elaborou uma minimum spanning tree (MST) (Figura 1), representando as potenciais relagdes
evolutivas entre os isolados suscetiveis do Uruguai e da Argentina, com os 2 isolados previamente

caracterizados como resistentes aos azais.
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Figura 1. Minimum spanning tree (MST) de dados de Short Tandem Repeat (STR) utilizando o algoritmo goeBURST,
mostrando as possiveis relagdes evolutivas entre isolados de A. fumigatus susceptiveis do Uruguai (azul claro) e da
Argentina (azul escuro) com os isolados resistentes (laranja) do Uruguai.

A distribuicdo dos genes de mating type entre os 790 isolados ambientais de A. fumigatus revelou
proporcdes relativamente equilibradas entre MAT1-1 e MAT1-2 nos trés paises analisados. Tal padréo
€ consistente com popula¢des sexualmente competentes, o que pode favorecer o aumento da
diversidade genética e potencialmente a emergéncia de resisténcia. A presenca de bandas duplas ou
auséncia de amplificacdo em algumas amostras pode refletir desde limitagdes técnicas até possiveis

heterocariontes, e requer investigacao futura.

A andlise de STR revelou perfis genéticos diversos entre o0s isolados ambientais de A. fumigatus
da Argentina e do Uruguai. A maior parte dos isolados uruguaios apresentou genétipos Unicos, o que
indica uma maior variabilidade entre individuos dessa populacdo. Essa variagéo foi refletida na Minimum
spanning tree (MST), utilizada para representar graficamente as relacdes evolutivas entre os genotipos.
Na MST, cada circulo representa um genotipo distinto, e as linhas que os conectam indicam semelhanca
genética, com base em diferengcas em um ou mais loci. Observou-se que 0s gendtipos uruguaios se
distribuem de forma mais dispersa na &rvore, enquanto 0os argentinos tendem a se agrupar mais

proximamente, sugerindo estruturas populacionais diferentes entre os paises.
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Além disso, a MST evidenciou que os dois isolados resistentes do Uruguai pertencem a linhagens
distintas, indicando possiveis eventos independentes de aquisicdo de resisténcia aos azois. Nenhum
isolado resistente foi previamente identificado entre os analisados da Argentina, embora a literatura ja
tenha descrito casos de resisténcia no pais, com mecanismos moleculares bem caracterizados, como
TR34/L98H e TR46/Y121F/T289A (13).

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos indicam que a populagdo ambiental de A. fumigatus no presente estudo
apresenta ampla diversidade genética e distribui¢cdo equilibrada dos genes mating type, favorecendo o
potencial reprodutivo sexual da espécie. A genotipagem por microssatélites demonstrou que os isolados
previamente caracterizados como resistentes do Uruguai ndo compartilham uma linhagem comum, o
gue sugere origens independentes da resisténcia. Esses achados reforcam a relevancia de estratégias
de vigilancia e epidemiologia molecular, ndo apenas para compreender a diversidade genética de A.
fumigatus, mas também para monitorar o surgimento e a disseminacao de fendtipos resistentes em

diferentes regides da América Latina.
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