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APRESENTACAO

O livro “Ciéncias Biologicas: Génese na formagdo multidisciplinar” é uma obra
focada em discutir a formagéo e jun¢ao do conhecimento de diversas areas que compdem
a grande area das Ciéncias Biologicas, dando ao leitor uma viséo plural e ampla sobre o
que é produzido nesta area atualmente. O presente volume abordara em seus dezessete
capitulos artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de casos e revisdes. Sdo estudos
selecionados e desenvolvidos em reconhecidas instituicbes de ensino e pesquisa do pais.

Dado que as Ciéncias Biol6gicas estudam os seres vivos e todas as suas relagdes
entre si e com 0 meio ambiente, os trabalhos descritos neste livro abordam temas voltados
para as ciéncias da saude como microbiologia, fisiologia e bioquimica por exemplo, genética
e biotecnologia, boténica, meio ambiente, biodiversidade e bioconservacgéo, entre outros.
Esta multidisciplinaridade é extremamente importante, pois as pesquisas com diferentes
olhares profissionais tendem ter uma visdo mais ampla e maior aplicabilidade na vida
quotidiana.

O ser humano tende a ter uma visdo autocentrada de importancia em relagdo a
todos os seres a sua volta e ao ambiente no mundo; no entanto, na pratica, tende a ser na
maioria das situag¢des destrutivo ou pouco colaborativo, esquecendo que 0s seres ndo sao
isolados — existe uma relagao de interdependéncia entre eles, e tudo que acontece com os
seres vivos e com o ambiente também o afeta. Neste sentido, esta obra leva a reflexao da
importancia de se conhecer e estudar os seres vivos e 0 ambiente sob diferentes olhares,
através de trabalhos de pesquisa de qualidade e com diferentes propoésitos.

Acreditamos que esta obra sera importante para enriquecer seu conhecimento e
mostrar que a ciéncia € um ambiente democratico e prolifico, que pode ser muito prazeroso
de ser visitado. Assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também sera
revisada por um corpo editorial formado por mestres e doutores, formados nas melhores
universidades do Brasil. Esperamos que vocé nos acompanhe nesta leitura. Bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Diversos microrganismos podem
compor o grupo de bioaerossois, que constituem
a microbiota dispersa no ar, sendo compostos na
sua maioria por fungos e bactérias. Os fungos
presentes no arsdo chamados de anemdfilos. Eles
podem ser considerados poluentes atmosféricos,
prejudicando a qualidade de vida junto com a
sustentabilidade do ambiente. Entre os fungos
anemofilos, o género Aspergillus é o mais
incidente e componente fungico na atmosfera.

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar

Objetivo: identificar as espécies pertencentes a
secdo Nigri do género Aspergillus em amostras
de ar da cidade de Sado Paulo. Metodologia:
As amostras foram coletadas por impactador
de ar em placas contendo agar Dicloran Rosa
Bengala Cloranfenicol modificado (DRBCm),
posteriormente incubadas a 30°C por até sete
dias. Os fungos do género Aspergillus secédo
Nigri foram retirados e isolados e identificados
pelas técnicas tradicionais e por espectrometria
de massas (sistema MALDI-TOF). Resultados:
Das 419 amostras, 169 eram morfologicamente
caracteristicas de Aspergillus se¢éo Nigri. Foram
identificadas trés espécies pertencentes a se¢éo
por espectrometria de massas; Aspergillus
brasiliensis (N=1), Aspergillus japonicus (N=2)
e Aspergillus niger (N=166). Conclusao: Com
o registro das trés espécies isoladas no ar da
cidade de Sao Paulo, foi verificada a importancia
da analise ambiental do ar atmosférico, porém,
s80 necessarias a escolha correta das técnicas
laboratoriais de identificacdo, bem como, a
atualizacdo de dados ambientais nos sistemas
automatizados.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus, Amostras de
Ar, Espectrometria de massas

BIOAEROSOLS: BIOGENIC
CONTRIBUTION AND IDENTIFICATION
BY MASS SPECTROMETRY OF
Aspergillus SECTION Nigri IN AIR
SAMPLES FROM THE CITY OF SAO
PAULO, BRAZIL

ABSTRACT: Several microorganisms can make
up the group of bioaerosols, which constitute the
microbiota dispersed in the air, being composed
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mostly of fungi and bacteria. The fungi present in the air are called anemophilic. They can
be considered air pollutants, harming the quality of life along with the sustainability of the
environment. Among the anemophilic fungi, the Aspergillus genus is the most incident as a
fungal component in the atmosphere. Aim: to identify the species belonging to the section
Nigri of the Aspergillus genus in air samples from the city of Sdo Paulo. Methodology:
Samples were collected with air impactor in plates containing modified Dichloran Rose-Bengal
Chloramphenicol Agar (DRBCm), then incubated at 86°F for up to seven days. The fungi of
the Aspergillus genus belonging to the section Nigri were removed and isolated and identified
by traditional techniques and mass spectrometry (MALDI-TOF system). Results: Of the 419
samples, 169 were morphologically characteristic of Aspergillus section Nigri. Three species
belonging to the section were identified by mass spectrometry; Aspergillus brasiliensis (N=1),
Aspergillus japonicus (N=2) and Aspergillus niger (N=166). Conclusion: With the recording
of the three species isolated in the air of the city of Sdo Paulo, the importance of atmospheric
air environmental analysis was verified, however, it is necessary to correctly choose the
laboratory techniques for identification, as well as the updating of environmental data in
automated systems.

KEYWORDS: Aspergillus, Air Samples, Mass Spectrometry.

INTRODUCAO

As particulas aéreas de origem biol6gica sdo chamadas de bioaerossois, elas podem
corresponder de 0,7 a 30% das particulas com didametro superior a 0,2 em suspensao na
atmosfera, e podem atuar em processos quimicos, microfisicos e climatoldégicos (AMATO
et al., 2015; HUFFMAN et al., 2013)

Diversos microrganismos podem compor este grupo microscopico e séo encontrados
no ambiente dispersos por todos os locais. A composi¢do biogénica é variavel, dinamica e
relativa as origens de seus componentes, bem como a temperatura e a umidade do meio
no qual estdo suspensas (BEZERRA et al., 2014; DE MENEZES; RICHARDSON; THRALL,
2017; VANETTI et al., 2016).

Os bioaerossobis constituem a microbiota dispersa no ar, sendo compostos na
sua maioria por fungos e bactérias. Esses contaminantes bioldgicos utilizam a matéria
particulada (pélen, fragmentos de insetos, escamas de pele humana e pelos) como
substrato para sua multiplicagdo (EMYGDIO et al., 2018)

Os fungos presentes no ar sdo chamados de anemdfilos. Eles podem ser considerados
poluentes atmosféricos, prejudicando a qualidade de vida junto com a sustentabilidade do
ambiente. A ciéncia que compde o ar atmosférico requer conhecimento de diversas areas,
sendo 0 monitoramento ambiental dos bioaerosso6is uma delas, pois favorece o controle de
dispersdo dos bioaerossois em diferentes ambientes (LEITE JUNIOR et al., 2012).

Entre os fungos anemdfilos, o género Aspergillus € o mais incidente e componente
fungico na atmosfera. Além de seu importante papel na ciéncia atmosférica, também
esta diretamente envolvido nas ciéncias médicas, em casos de infeccbes sistémicas e
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pulmonares graves em pacientes imunocomprometidos. A relagcdo entre outros setores e
a frequéncia de problemas causados por este género fungico também sédo de interesse
ao desenvolvimento agropecuario em tecnologia de controle ambiental de microrganismos
(FAN et al., 2019; RAQUEL SABINO, CRISTINA VERISSIMO et al., 2014; TROVATO et al.,
2018).

A identificacdo em nivel de espécie de fungos, por exemplo, os causadores de
infeccbes fungicas invasivas de importancia médica em pacientes imunocomprometidos é
critica para fornecer a escolha do melhor tratamento e, por muitas vezes, esse processo é
arduo, devagar e requer vertentes como profissionais capacitados e critérios morfologicos
subjetivos (RYCHERT et al., 2018).

O género Aspergillus possui mais de 344 espécies divididas em se¢des relevantes:
Fumigati, Flavi, Terrei, Usti, Nigri, Nidulantes, etc. A Sec¢éo Nigri possui em torno de 26
espécies, destacando a maior frequéncia do Aspergillus niger (FRISVAD; LARSEN, 2016).

As espécies de Aspergillus spp. mais encontradas no ar de Sao Paulo pertencem
a secdo Nigri. Sua taxonomia é estudada constantemente, tradicionalmente critérios
morfoldgicos s&o analisados, no entanto, a identificagdo molecular ainda é uma metodologia
definitiva para classificagéo final. (CASTRO E SILVA et al., 2020; SAMSON, R. A., VISAGIE,
C. M., HOUBRAKEN, J., HONG, S.-B., HUBKA, V., KLAASSEN, C. H. W., PERRONES,
G., SEIFERT, K. A., SUSCA, A., TANNEY, J. B., VARGA, J., KOCSUBE, S., SZIGETI, G.,
YAGUCHI, T., FRISVAD, 2014; VESTH et al., 2018).

Em 2018, Vesth et al. encontrou 23 genomas diferentes na secdo Nigri ja
sequenciados e catalogados (VESTH et al., 2018).

As técnicas moleculares quando utilizadas para estudos clinicos sdo determinantes,
no entanto, quando se trabalha com um volume de amostras torrencial, como de estudos
ambientais, essa técnica gera alto custo, tornando as pesquisas inviaveis. A espectrometria
de massa (MALDI-TOF), tecnologia ja validada, pode ser uma metodologia adequada e
mais viavel na triagem e na identificacdo de espécies de fungos ambientais (GORNY, 2020;
MARINACH-PATRICE et al., 2009).

A ciéncia que compde o ar atmosférico requer conhecimento de diversas areas
e 0 monitoramento ambiental dos bioaerossobis é uma delas pois favorece o controle de
dispersdo dos bioaerossois em diferentes ambientes.(LEITE JUNIOR et al., 2012).

Tendo em vista as consideragbes citadas, o presente trabalho pretendeu estimar
a contribuicdo biogénica e a frequéncia dos fungos do género Aspergillus se¢do Nigri
dispersos no ar atmosférico da cidade de Sao Paulo no periodo de 2013 a 2015.

METODOLOGIA

As amostras de ar foram coletadas pelo impactador, MAS 100-Merck®, com volume
por amostra de 250L/m3, em placas contendo agar Dichloran Rosa Bengala Cloranfenicol
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modificado (DRBCm), no periodo de 2013 a 2018 em varios pontos da cidade de Sao
Paulo. Os isolados foram caracterizados quanto ao género e congelados (DE MATOS
CASTRO E SILVA et al., 2015). Em agosto de 2020, os isolados pertencentes ao género
Aspergillus foram descongelados, semeados e incubados a 30°C por até sete dias. Os
fungos que apresentaram crescimento foram classificados em se¢des de acordo com suas
caracteristicas macromorfolégicas. Isolados caracteristicos de Aspergillus Sec¢ao Nigri
foram reisolados em placas de agar batata dextrose (ABD) pela técnica de col6nia gigante.
Em todos os fungos isolados em ABD foi realizada a técnica de microcultivo em lamina
para estudos das estruturas micromorfologicas (LACAZ et al., 1998; THOMAS J. WALSH,
RANDALL T. HAYDEN, 2018).

Apbs a analise da macro e micromorfologia, os fungos pertencentes ao género
Aspergillus se¢éo Nigri foram encaminhados para execugédo do protocolo de extragdo. A
técnica de espectrometria de massa (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization- Time
of Flight Mass Spectrometry ou MALDI-TOF MS) foi utilizada de acordo com os padrbes
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, EUA). (REEVE; BACHMANN, 2019)

Os fungos foram semeados em microtubos contendo 2 mL de caldo Sabouraud e
incubados em um agitador rotor por 24 horas em temperatura ambiente. Apds este periodo,
0 microtubo foi centrifugado e apenas o pallet do fungo foi inoculado em 300mL de agua
ultrapura. A solugéo foi homogeneizada até que se dissolveu e entéo, se adicionou 900uL
de etanol 99%. Apéds a adicdo, a solucgéao foi centrifugada a 18.000 RPM por dois minutos e
0 sobrenadante foi descartado.

O tubo ficou aberto por cinco minutos para evaporacéo total do etanol. Apos este
tempo, se adicionou 50uL de &acido férmico 70%, levando ao vértex por um minuto. Depois
desse periodo, se adicionou 50uL de acetonitrila e o tubo levado ao vértex novamente por
mais um minuto. Terminado este processo, o tubo passou pela centrifuga a 18.000 RPM por
mais dois minutos. Para a transferéncia no aparelho se utilizou 1uL do sobrenadante com
1uL de matriz para leitura. (REEVE; BACHMANN, 2019)

RESULTADOS

Utilizando as caracterizagbes fenotipicas como critérios de identificacdo, foram
isoladas 419 amostras de fungos do género Aspergillus no total, sendo 169 delas, com
caracteristicas macroscopicas de Aspergillus secao Nigri, como mostra a tabela 1.
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ANO _Segéo ] Segét_) Seg_ﬁo ] Se_géc_: Outfas Total qe As_;:fergillus
Circumdati Flavi Fumigati Nigri secoes spp identificados

2013 6 10 5 18 2 41

2014 3 3 3 10 1 20

2015 5 5 5 5 2 22

2016 0 5 0 5 1 1

2017 3 23 16 37 11 90

2018 1 69 40 94 31 235

Total 18 115 69 169 48 419

Tabela 1. Isolados do género Aspergillus classificados por se¢des taxonémicas.

Adistribuicéo da secéo Nigri se manteve frequente durante todo o periodo de coleta.

Em alguns anos, foi equivalente a metade (50%) dos isolados identificados do género

Aspergillus (Figura 1).

Figura 1. Frequéncia de Aspergillus spp. secéo Nigri nas amostras do género Aspergillus isolados no ar
atmosférico da cidade de Sao Paulo no periodo de 2013 a 2018.

Todos os Aspergillus segdo Nigri identificados por macromorfologia também

apresentaram estruturas micromorfologicas desse grupo na técnica de microcultivo em

lamina (Figura 2).
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Figura 2. Corpos de frutificagdo de Aspergillus segéo Nigri observados em objetiva de aumento em
400x em microscopio optico. A: Aspergillus brasiliensis. B: Aspergillus japonicus. C: Aspergillus niger.

Todos os isolados pertencentes a se¢éo Nigriforam processados segundo o protocolo
da Bruker® para extragdo de proteinas e analisados por espectrometria de massas (MALDI-
TOF), onde foram identificadas com score acima de 2.0, aceitavel pelo sistema (Figura 3),
trés espécies pertencentes a essa secdo, sendo: Aspergillus niger (N=166), Aspergillus
japonicus (N=2) e Aspergillus brasiliensis (N=1).

Figura 3. Representacao grafica dos picos proteicos identificados em Aspergillus secao Nigri por
espectrometria de massas. A: Aspergillus brasiliensis. B: Aspergillus japonicus. C: Aspergillus niger.

DISCUSSAO

Apresentar a frequéncia e localizacdo ambiental de diferentes espécies do
género Aspergillus é de grande relevancia pois algumas delas encontradas no ar
podem ser causadoras de doencas na area da saude e na agricultura. (NADUMANE;
VENKATACHALAM; GAJARAJ, 2016).
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As identificagbes de amostras ambientais utilizando o sistema MALDI-TOF ainda
estdo em seu comeco, tendo em vista que essa tecnologia é bem difundida e utilizada na
area médica, gerando bons resultados. (RYCHERT et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2019)

Avaliando os resultados obtidos verificamos que a presenca de Aspergillus segcéo
Nigri é frequente no ar atmosférico da cidade de Sdo Paulo e a triagem realizada utilizando
o sistema MALDI-TOF encontrou trés espécies. De acordo com Dupont et al., 2019, a
caracterizacao genética ja identificou mais de 20 espécies do género Aspergillus secéo Nigri
e, podemos verificar que neste estudo, o sistema MALDI-TOF identificou adequadamente
trés espécies, 0 que mostra que enquanto o banco de dados oferecido ou produzido pela
instituicdo portadora do equipamento ainda n&o estiver abastecido com isolados ambientais,
a confirmagéo das espécies ainda deve ser realizada por técnicas moleculares (DUPONT
et al., 2019; ELBERT et al., 2006; VESTH et al., 2018; YAMAMOTO et al., 2015).

CONCLUSAO

Analisando as amostras de fungos anemdfilos pertencentes ao género Aspergillus
secao Nigri isolados no ar atmosférico da cidade de Sao Paulo, podemos verificar que
existe mais de uma espécie presente, demostrando a importancia deste monitoramento,
mas a verdadeira diversidade s6 pode ser revelada por espectrometria de massas quando
os estudos ambientais com bioaerossobis fungicos tiverem maior estruturagdo para
identificacdo a nivel de espécie, com a atualizacdo de dados ambientais nos sistemas
automatizados, bem como utilizar técnicas apropriadas e disponiveis.
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