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RESUMO

LEANDRA MARTINS MEIRELES, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, marco de
2018. Alteracdo no perfil de susceptibilidade de Aspergillus flavus a
antifungicos clinicos ap6s exposi¢cdo a agrotoxicos. Orientador: Dr. Rodrigo
Scherer.

A resisténcia aos antifungicos azolicos em Aspergillus foi relatada em varios paises.
O desenvolvimento de resisténcia compromete a terapia e aumenta a probabilidade
de falha terapéutica. A hipotese de origem ambiental de resisténcia tem sido
proposta e associada ao uso de agrotoxicos azélicos no meio ambiente, uma vez
que os agrotoxicos azélicos sdo quimicamente similares aos antifungicos azdlicos
usados na clinica. Neste contexto, fungos ambientais considerados patdgenos
humanos, como o Aspergillus flavus, podem desenvolver resisténcia cruzada. O
objetivo deste estudo foi avaliar a mudanca no perfil clinico de susceptibilidade
antifingica de cepas de Aspergillus flavus apds exposicédo a agrotéxicos. O teste de
suscetibilidade foi realizado de acordo com o protocolo CLSI M38-A2 e os
microrganismos foram expostos aos agrotoxicos por 28 dias. Os antifungicos
itraconazol, voriconazol e posaconazol foram testados em concentragbes que
variaram de 0,313 a 16 ug/mL. Os agrotéxicos tiabendazol, tebuconazol e
metconazol foram utilizados durante o periodo de exposi¢cado ao fungo. Além disso,
foi realizada uma avaliagdo das caracteristicas macromorfologicas das col6nias. A
exposicao a agrotéxicos alterou o perfil de suscetibilidade para os antifingicos
itraconazol, voriconazol e posaconazol; essa alteracdo foi caracterizada por um
aumento na CIM de até 16, 16 e 32 vezes, respectivamente, evidenciando o
desenvolvimento de fenétipos de resisténcia. As mudancas mais significativas foram
encontradas apdés a exposicdo a um pool de agrotdxicos; essas alteragbes sao
relatadas aqui pela primeira vez. Para a combinacdo de metconazol, tebuconazol e
tiabendazol, foi observado aumento do valor de CIM de 256 vezes. Este resultado
indica uma acdo sinérgica entre 0s compostos azllicos que poténcia o
desenvolvimento de resisténcia cruzada. Além disso, a exposicdo a agrotdxicos
mudou a pigmentacdo das colbnias de verde para branco. O desenvolvimento de
resisténcia cruzada gera grande preocupacdo na comunidade médica, porque a
resisténcia cruzada esta associada a riscos para a saude humana, os agrotoxicos
azolicos sdo usados indiscriminadamente e uma Unica aplicagdo geralmente inclui
mais de um composto azalico.

Palavras-chave: Aspergilose; Drogas azodlicas; Resisténcia; Infecdes fungicas;
Antifungicos; CIM
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ABSTRACT

LEANDRA MARTINS MEIRELES, M.Sc, Vila Velha University - ES, March 2018.
Change in the susceptibility profile of Aspergillus flavus to clinical antifungal
after exposure to pesticides. Advisor: Dr. Rodrigo Scherer.

Resistance to azole antifungals in Aspergillus has been reported in several countries.
The development of resistance compromises therapy and increases the likelihood of
therapeutic failure. The hypothesis of an environmental origin of resistance has been
proposed and associated with the use of azole pesticides in the environment since
azole pesticides are chemically similar to the azole antifungals used in the clinic. In
this context, environmental fungi considered human pathogens, such as Aspergillus
flavus, may develop cross-resistance. The aim of this study was to evaluate the
change in the clinical antifungal susceptibility profile of Aspergillus flavus strains after
exposure to pesticides. The susceptibility testing was performed according to the
CLSI M38-A2 protocol, and the microorganisms were exposed to the pesticides for
28 days. The antifungals itraconazole, voriconazole and posaconazole were tested at
concentrations ranging from 0.313 to 16 ug/mL. The pesticides thiabendazole,
tebuconazole and metconazole were used during the fungal exposure period. In
addition, an evaluation of the macromorphological characteristics of the colonies was
carried out. Exposure to pesticides altered the susceptibility profile for the antifungal
agents itraconazole, voriconazole and posaconazole; this change was characterized
by an increase in the MIC of up to 16, 16 and 32 times, respectively, evidencing the
development of resistance phenotypes. The most significant changes were found
after exposure to a pool of the pesticides; these changes are reported here for the
first time. For the combination of metconazole, tebuconazole and thiabendazole, an
increase in the MIC of 256 times was observed. This result indicates a synergistic
action among azole compounds that potentiates the development of cross-
resistance. In addition, exposure to pesticides changed the pigmentation of the
colonies from green to white. The development of cross-resistance generates great
concern in the medical community because cross-resistance is associated with risks
to human health, azole pesticides are used indiscriminately, and a single application
often includes more than one azole compound.

Keywords: Aspergillosis; Azole drugs; Resistance; Fungal infections; Antifungals;
MIC
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1. INTRODUCAO

Aspergillus flavus apresenta ampla distribuicio ambiental, favorecida pela
formacdo de conidios altamente tolerantes a condi¢cdes adversas [1,2] e também é
considerado um importante patégeno, sendo responsavel por diversas doencas em
humanos [3]. A rota primaria de infeccdo € caracterizada pela inalacado de conidios
que, devido ao seu tamanho reduzido, chegam facilmente aos alvéolos pulmonares
causando infeccdes locais e invasivas [2,4]. O tipo de infeccdo depende da condicdo
imune do individuo, em pacientes imunocomprometidos, a aspergilose invasiva é
associada a elevada morbidade e mortalidade [5], sendo Aspergillus flavus a espécie
nao-fumigatus mais comum e responsavel por infecces refratarias e graves que

envolvem diversos 6rgaos [3].

A terapia para aspergilose compreende o uso de antifingicos azolicos de ultima
geracdo, como voriconazol e posaconazol [6,7]. O uso demasiado de antifungicos
azolicos na profilaxia e combate as infec¢des tem direcionado o aparecimento de
resisténcia [1,8]. No entanto, a recuperagao de cepas resistentes em pacientes azol-
naive e o isolamento de cepas resistentes no ambiente indicam uma nova rota de
desenvolvimento de resisténcia, possivelmente de origem ambiental [8,9]. Essa nova
rota de resisténcia tem sido associada a extensa utilizacdo de agrotéxicos azélicos
na agricultura, destinados a tratar e prevenir prejuizos causados por fitopatégenos
[8]. Nesse contexto, espécies de Aspergillus, onipresente na natureza, sofrem forte
pressdo seletiva, reduzindo a populacdo de cepas sensiveis e selecionando

genatipos resistentes [2,10].

Os compostos azolicos inibem a biossintese de ergosterol através da ligacao

com a enzima lanosterol 14a-desmetilase interrompendo a producédo do esterol,
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como consequéncia, a membrana celular perde estabilidade, prejudicando o
crescimento e a replicacdo do fungo. A resisténcia aos azolicos pode ocorrer
essencialmente por quatro mecanismos: afinidade reduzida a enzima alvo
decorrente de mutacfes pontuais no gene cyp51A; Super expressao de enzima em
consequéncia da regulacdo positiva do gene cyp51A; Aumento do efluxo de
composto azolico da célula em razdo da maior expressdo de transportadores de
membrana; Além de mutacBes secundarias que conferem resisténcia. Contudo, 0s

mecanismos de resisténcia sdo complexos e ndo totalmente elucidados [7].

A ocorréncia de cepas azol-resistente tem sido reportada em diversas partes do
mundo de forma crescente [3,11-16]. Para a identificacdo de cepas resistentes,
valores de corte epidemiolégicos (VCES) séo estabelecidos com base em ensaios de
concentragdo inibitéria minima (CIM) e auxiliam a identificar cepas com
susceptibilidade reduzida [17]. E importante destacar que a ocorréncia de resisténcia
limita gravemente as opc¢des de tratamento e gera grande preocupacdo a
comunidade médico-cientifica, além de trazer consequéncias devastadoras a

populacdo mundial [18].

Considerando a relevancia das infecgbes causadas por Aspergillus flavus e a
importancia dos compostos azélicos no tratamento, além do uso indiscriminado de
agrotoxicos azdlicos na agricultura, sendo muitas vezes utilizado mais de um
agrotoxico na mesma cultura, e da possibilidade de desenvolvimento de resisténcia
cruzada entre antifingicos clinicos e agrotoxicos azélicos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar se a exposicdo de cepas azol-naive de Aspergillus flavus a

agrotoxicos azolicos altera o perfil de susceptibilidade aos antifingicos clinicos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Duas cepas de Aspergillus flavus, obtidas de amostras de café, CCDCA 1043
(coordenadas lat: -21.245278 long: -44.999722 WGS84) e CCDCA 1049
(coordenadas lat: -21.245278 long: -44.999722 WGS84), foram doadas pela
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e uma cepa de Aspergillus flavus ATCC

204304 (INCQS 40182) cedida pela FIOCRUZ-INCQS.

2.2 Testes de suscetibilidade a antifungicos de uso clinico

O teste de susceptibilidade foi realizado de acordo com o método de
referéncia do Instituto de Padrfes Clinicos e de Laboratério (CLSI) M38-A2 [19] para
os antifangicos itraconazol (ITZ), voricozol (VCZ) e posaconazol (POS) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). As solucbes de antifungicos foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO) e, posteriormente, diluidas em RPMI-1640 com MOPs
(Acido 3- [N-morfolino] propanossulfonico de concentragéo 0,165 mol/L e pH 7,0). A
concentracédo final dos antifingicos variou entre 0,03 a 16 ug/mL em microplaca de
96 pocos. O preparo do inéculo foi realizado por meio de método
espectrofotométrico a 530 nm a densidade ética (DO) de 0,09 a 0,13 para obter
concentragéo final entre 0,4x10* UFC/mL a 5x10% UFC/mL.

As solucbes de antifungicos e inoculo foram adicionadas em microplacas de
96 pocos seguindo a seguinte ordem: no pogo controle foi adicionado 100 uyL de
RPMI-1046 + 100 pL de in6culo. Nos pocgos testes, foram adicionados 100 yL do
antifingico em diferentes concentrac¢des diluido em RPMI-1640 + 100 pL de inéculo.
No poco controle do solvente foi adicionado 100 yL de RPMI-1640 com DMSO + 100

ML do in6culo. O valor da concentracéo inibitoria minima (CIM) foi determinado apos
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48 h de incubacdo a 35°C por meio de leitura visual com auxilio de um espelho
invertido. A menor concentracdo que resultou em inibicdo completa do crescimento
do microrganismo comparado com o controle positivo (microrganismo sem a droga)
foi considerada o valor de CIM. Os resultados foram validados com a cepa controle

(Aspergillus flavus ATCC 204304). O experimento foi realizado em duplicata

2.3 Testes de suscetibilidade a agrotoxicos

O teste de susceptibilidade aos agrotoxicos tiabendazol (TIA), tebuconazol
(TEB) e metconazol (MET) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi realizado de acordo
com o item 2.2, uma vez que ndo h& protocolo padronizado para testes de

susceptibilidade utilizando esses compostos contra 0s microrganismos estudados.

2.4 Ensaio de inducdo de resisténcia in vitro (exposicao aos agrotoxicos)

O ensaio foi adaptado do estudo de Faria-Ramos et al [20] para os
agrotoxicos TIA, TEB e MET. Um mililitro do inéculo foi adicionado a erlenmeyers
contendo 99 mL de caldo YPD. Ao meio de cultura foi adicionado concentracdes
sub-inibitérias dos agrotéxicos, separadamente. Adicionalmente realizou-se a
exposicao do microrganismo ao pool de agrotoxico (associacdo dos 3 agrotoxicos).
A exposicdo das cepas aos agrotoxicos ocorreu durante 28 dias. Sendo a
concentracdo dos agrotoxicos de 25% do valor de CIM no dia zero até 14 dias, de 14
a 21 dias a concentracao foi aumentada para 35%, e de 21 a 28 dias, foi de 45% do
valor de CIM. Os erlenmeyers foram incubados em shaker orbital a 35°C com
agitacdo (180 rpm).

Apbs o periodo de indugdo de resisténcia, o microrganismo foi cultivado em
caldo YPD por 28 dias na auséncia de agrotéxicos (washout) sob as mesmas

condicbes de temperatura e agitacdo. Durante o periodo de exposicdo aos
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agrotoxicos e no periodo washout as cepas foram repicadas a cada 72h de
incubacédo para garantir a viabilidade do microrganismo.

A determinacéo do valor de CIM para antifungicos foi realizado nos dias 7, 14,
21, 28 de exposicdo, para avaliar a alteracdo no perfil de susceptibilidade. Apos o
periodo washout o teste de susceptibilidade foi novamente realizado para avaliar a

estabilidade das alteracdes.

2.5 Andlise das caracteristicas macromorfologicas

A andlise foi realizada ap6s a exposicdo aos agrotoxicos para identificar a
ocorréncia de possiveis alteragbes. Para a analise 100 pyL de in6culo preparado de
acordo com o CLSI M38-A2, foi repicado em placas de 4gar batata. As placas foram

incubadas a 35°C por 7 dias para avaliacao visual das caracteristicas das colbnias.
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3. RESULTADOS

A tabela 1 apresenta os valores de CIM para as drogas testadas no estudo antes
do ensaio de inducéo de resisténcia in vitro.

Tabelal. Perfil de susceptibilidade aos antifiungicos clinicos e agrotoxicos antes do
periodo de inducdo de resisténcia in vitro.

CIM (ug/mL)
Antifungicos Agrotoxicos
Cepa ITZ VCZ POS TIA TEB MET
ATCC 204304 0,25 0,5 0,0625 8,0 1,0 0,5
CCDCA 1049 0,0625 0,125 0,0625 4,0 2,0 1,0
CCDCA 1043 0,125 0,5 0,0625 8,0 2,0 1,0

Atualmente, poucos estudos relatam os valores de corte epidemioldgicos (VCE)
para Aspergillus, além disso, os VCEs néo foram estabelecidos pelo CLSI para os
novos azolicos, como VCZ e POS. Desta forma, foram utilizados como base os
valores reportados por Meletiadis et al [17] para identificacdo de cepas resistentes

de Aspergillus flavus, sendo 1,0 uyg/mL para ITZ e VCZ, e 0,125 pg/mL para POS.

3.1 Inducéo de resisténcia dos isolados de Aspergillus flavus com agrotoxico

tiabendazol

Todas as cepas avaliadas apresentaram alteragdo no perfil de
susceptibilidade para ITZ, VCZ e POS quando expostas ao agrotoxico, no entanto, a
cepa ATCC apresentou alteracao para ITZ e POS a partir do 14° dia de exposicao
(Fig. 1).

O valor de CIM para a cepa ATCC aumentou 4 vezes, excedendo o VCE (CIM

> 1 yug/mL) e caracterizando o desenvolvimento da resisténcia para VCZ (Fig. 1B),
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além disso, essa alteracdo se manteve no periodo washout, indicando que a
resisténcia pode ser irreversivel.
Adicionalmente, todas as cepas apresentaram fendtipo de resisténcia para
POS (CIM > 0,125 pg/mL) durante a exposicédo e no periodo whasout, com aumento
no valor de CIM de até 16 vezes (Fig. 1C). Os resultados sugerem desenvolvimento
de resisténcia cruzada entre TIA e POS para todos os isolados.
Apesar de ndo ocorrer alteracdo no fendétipo para as cepas testadas frente ao
antifangico 1TZ, foi observado aumento no valor do CIM de até 8 vezes durante a

exposicao e no periodo washout (Fig. 1A).
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Fig. 1. Alteracdo no perfil de susceptibilidade de Aspergillus flavus ap0s exposicao
ao agrotoxico tiabendazol (TIA). Concentracdo inibitéria minima (CIM) para (A)
itraconazol (ITZ); (B) voriconazol (VCZ) e (C) posaconazol (POS) em trés condic¢des:
naive (antes da exposicdo), ap0s exposicdo a concentragbes crescentes de
tiabendazol (TIA) e apés periodo washout (28 dias).
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3.2 Inducéo de resisténcia dos isolados de Aspergillus flavus com agrotoxico

tebuconazol

Todos os isolados apresentaram reducéo da susceptibilidade frente as drogas
ITZ, VCZ e POS durante o periodo de exposicéo, contudo, a cepa ATCC apresentou

reducado na susceptibilidade para ITZ apenas a partir do 14° dia (Fig. 2).

O valor de CIM para a cepa CCDCA 1043 aumentou 4 vezes e correspondeu
a fenodtipo de resisténcia (CIM > 1 pg/mL) para VCZ durante a exposicdo ao

agrotoxico (Fig. 2B), porém esse fenotipo ndo se manteve no periodo washout.

Para POS, todos os isolados apresentaram evidente reducdo da
susceptibilidade (CIM > 0,125 pg/mL) (Fig. 2C) com aumento do valor de CIM de até
32 vezes, caracterizando fendtipo de resisténcia. O fendtipo de resisténcia se
manteve no periodo washout para todas as cepas, sugerindo desenvolvimento de

resisténcia cruzada entre agrotéxico TEB e o antifungico POS (Fig. 2C).

Apesar de ndo ocorrer alteracdo no fenétipo para as cepas testadas frente ao
antifangico 1TZ, foi observado aumento no valor de CIM de até 8 vezes durante a

exposicao, as alterac6es foram mantidas no periodo washout (Fig. 2 A).
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Fig. 2. Alteracdo no perfil de susceptibilidade de Aspergillus flavus apos exposi¢cédo
ao agrotoxico tebuconazol (TEB). Concentracdo inibitoria minima (CIM) para (A)
itraconazol (ITZ); (B) voriconazol (VCZ) e (C) posaconazol (POS) em trés condicdes:
naive (antes da exposicdo), ap0s exposicdo a concentragbes crescentes de

tebuconazol (TEB) e ap0s periodo washout (28 dias).
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3.3Inducédo de resisténcia dos isolados de Aspergillus flavus com agrotoxico

metconazol

Todos os isolados apresentaram reducdo da susceptibilidade frente as drogas
ITZ, VCZ e POS, porém novamente a cepa ATCC apresentou alteracdo na

susceptibilidade a partir do 14° dia para ITZ (Fig. 3).

Para as cepas ATCC e CCDCA 1043, o valor de CIM (CIM > 1 pg/mL) para VCZ
aumentou até 4 vezes, que correspondeu ao fenotipo de resisténcia, entretanto, o

fendtipo ndo se manteve no periodo washout (Fig. 3B).

Para POS todas as cepas apresentaram aumento nos valores de CIM (CIM >
0,125 pg/mL) de até 32 vezes, caracterizando fendtipo de resisténcia durante a
exposicao, o fenotipo se manteve no periodo whasout, sugerindo desenvolvimento

de resisténcia cruzada entre MET e POS (Fig. 3C).

Para ITZ os isolados ndo apresentaram alteracdo no fendtipo sensivel durante a
exposicao, entretanto, foi observado um aumento de até 16 vezes no valor de CIM

(Fig. 3A).
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Fig. 3. Alteracdo no perfil de susceptibilidade de Aspergillus flavus apos
exposicdo ao agrotoxico metconazol (MET). Concentracdo inibitéria minima
(CIM) para (A) itraconazol (ITZ); (B) voriconazol (VCZ) e (C) posaconazol (POS)
em trés condi¢des: naive (antes da exposicdo), apos exposicdo a concentragdes
crescentes de metconazol (MET) e ap6s periodo washout (28 dias).
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3.4Inducédo de resisténcia dos isolados de Aspergillus flavus com pool de

agrotoxicos (tiabendazol + tebuconazol + metconazol)

Adicionalmente, foi realizado a exposi¢cdo das cepas a associacdo de todos os
agrotoxicos (pool de agrotoxicos) para avaliar a ocorréncia de sinergismo na acgao
entre eles. Todas as cepas apresentaram alteracdes no perfil de susceptibilidade,
sendo que para ATCC a alteracéo ocorreu a partir do 14° dia para ITZ (Fig. 4).

Para VCZ foram observados valores de CIM de até 32 vezes superior para ATCC
foi observado durante a exposicdo ao pool de agrotéxico, contudo, no periodo
washout todas as cepas apresentam valores de CIM abaixo do VCE, sendo
reversivel as alterac6es no perfil de susceptibilidade (Fig. 4B).

Para o antifungicos POS, foram observados valores de CIM de até 256 vezes ao
valor das cepas antes da exposicéo (naive) (CIM = 16 pug/mL). No periodo washout,
apesar de uma pequena reducdo no valor da CIM, todas as cepas mantiveram
valores de CIM acima do VCE. Os resultados evidenciam claramente que, além de
propiciar o desenvolvimento de resisténcia cruzada, o sinergismo entre as moléculas
potencializou o efeito (Fig. 4B e 4C).

Para ITZ, novamente foram observados efeitos menos significativos (Fig. 4A).
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Fig. 4. Alteracdo no perfil de susceptibilidade de Aspergillus flavus apos exposi¢cédo
ao pool de agrotéxicos. Concentragdo inibitéria minima (CIM) para (A) itraconazol
(ITZ); (B) voriconazol (VCZ) e (C) posaconazol (POS) em trés condigbes: naive
(antes da exposicdo), apos exposicdo a concentracbes crescentes ao pool de
agrotoxicos e apos periodo washout (28 dias).
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3.5Alteracdo morfolégica
Apbs o periodo exposicdo, além da alteracdo no perfil de susceptibilidade foi

observada alteracdo na coloracdo das colbnias, mudando a pigmentacdo da cor

verde para branco (Fig. 5). As colénias mantiveram-se planas e granuladas.

Fig. 5. Placas de agar batata cultivadas com Aspergillus flavus (ATCC 204304)
mostrando alteragbes macromorfolégicas na colbnia apds exposicdo ao pool de
agrotoxico. A. Colbnia de Aspergillus flavus (ATCC 204304) controle. B. Col6nia de

Aspergillus flavus apés 28 dias de exposicao.
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento de resisténcia com origem ambiental € fundamentado na
utilizacao de agrotéxicos azélicos no ambiente. Sabe-se que cerca de um terco das
vendas de agrotoxicos sdo de compostos azolicos, e que 99% deles sao utilizados
na agricultura [8]. Uma evidéncia que comprova a rota ambiental de
desenvolvimento de resisténcia € a prevaléncia de um Unico mecanismo de
resisténcia (TR34/L98H) em 90% dos isolados Aspergillus recuperados de diferentes
pacientes [13,20].

Os compostos azolicos representam um exemplo importante de drogas capazes
de selecionar cepas resistentes por apresentar Unico alvo de acdo e boa
estabilidade quimica da molécula no ambiente [8,20]. E importante considerar
também a semelhanca estrutural entre agrotoxicos e antifiungicos azélicos (Fig. 6).
Estudos realizados por Chowdhary et al [8] confirmam a semelhanca estrutural entre
antifangicos (ITZ, VCZ e POS) e agrotoxicos azéblicos, dentre eles o TEB.
Adicionalmente, o agrotéxico TEB apresenta conformacédo semelhante para encaixe
ao sitio ativo da enzima alvo dos compostos azdlicos, interagindo com 0s mesmos
residuos de aminoacidos que o VCZ. Snelders et al [9] também encontraram

resultados equivalentes além de resisténcia cruzada aos antifingicos clinicos.

Esses dados corroboram com os resultados encontrados no presente estudo,
onde a exposi¢cdo ao TEB resultou em resisténcia cruzada para VCZ e POS (Fig.
2B, 2C, 4B e 4C). Embora o agrotoxico MET apresente menor similaridade com
antifingicos clinicos [9], no presente estudo, a exposi¢do a esse agrotoxico também
resultou em alteragdo no perfil de susceptibilidade com consequente

desenvolvimento de resisténcia (Fig. 3), o mesmo ocorreu para o TIA (Fig. 1B e 1C).



28

A semelhanca no modo de acoplamento com a enzima alvo dos azélicos esta
relacionada a presenca de um anel aromatico halogenado préximo ao anel triazolico
[9], evidéncia que sugere porque foram encontradas altera¢cdes nos valores de CIM
gue resultaram em resisténcia quando o microrganismo foi exposto aos agrotéxicos
TEB e MET neste estudo. Uma vez que estes agrotdxicos apresentam o radical

halogenado préximo ao anel azolico, como pode ser verificado na Fig. 6.

A distancia entre o radical e o anel azélico poderia justificar as diferencas
encontradas no perfil de susceptibilidade quando o microrganismo foi exposto a TEB
e MET. Adicionalmente o halogénio ligado ao anel aromatico poderia influenciar na
afinidade de ligacdo com a enzima, fato que poderia explicar as altera¢cdées no valor
de CIM encontradas para VCZ e POS (Fluor) serem diferentes das observadas para

ITZ (Cloro).

No presente estudo também foram encontradas alteraces macromorfolégicas
devido a exposi¢do do microrganismo aos agrotoxicos, corroborando com estudos
prévios [20,22]. Griffith et al [23] relataram o envolvimento de uma molécula
homologa aos fitocromos envolvida na iniciagdo e desenvolvimento do conidiéforo
em espécies de Aspergillus. Os compostos azolicos ligam-se a essa molécula e
inibem esse processo. No entanto, a afinidade da ligacdo é variavel e pode explicar
a diferenca de inibicho apresentada pelos compostos. As alteracbes
macromorfolégicas podem ser responsaveis por identificacdo incorreta do
microrganismo, com consequente erro de diagnostico, aléem de comprometer a

terapia [20].

A exposicdo de Aspergillus flavus aos agrotoxicos azolicos e, o posterior
desenvolvimento de resisténcia a antifingicos clinicos, é associado a riscos a saude

humana. O POS é um antifungico de segunda geracéo (disponivel desde 2006) [1] ,
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e foi observado neste estudo resisténcia cruzada para esse antifungico quando o
microrganismo foi exposto a todos os agrotoxicos estudados. O VCZ é considerado
a droga de escolha para casos de infeccao por Aspergillus [3], contudo, para esse
antifungico, também foi observado de desenvolvimento de resisténcia cruzada apos
exposicao do microrganismo aos agrotoxicos, com aumento do valor de CIM de até

32 vezes. Esses resultados limitam ainda mais a terapia em casos de infeccoes.

A semelhanca estrutural entre os compostos azélicos e o mecanismo de acao
sao os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de resisténcia. Dentre os
mecanismos de resisténcia ja estudados a literatura relata que, mutacdes no gene
que codifica a enzina alvo € o principal mecanismo de resisténcia, contudo outros

mecanismos podem estar envolvidos isoladamente ou em conjunto [7].

Tendo em vista que a reducdo da susceptibilidade in vitro pode estar associada a
falha terapéutica, e que mais de um mecanismo de resisténcia pode estar envolvido,
€ importante destacar que estudos posteriores devem ser realizados para
compreender as diferengcas no perfil de susceptibilidade encontradas, além de
explicar porque alguns agrotoxicos sdo melhores indutores de resisténcias que
outros, como vimos no presente estudo, e se um periodo maior de exposicdo a

agrotoxicos pode resultar em definitiva alteracfes na susceptibilidade.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho revelaram que a exposicdo de cepas de
Aspergillus flavus aos agrotoxicos resultou em desenvolvimento de resisténcia
cruzada para os antifungicos VCZ e POS. Adicionalmente, a exposicdo ao pool de
agrotoxicos (associacdo dos 3 agrotoxicos) teve efeitos ainda mais evidentes no
desenvolvimento da resisténcia (aumento do valor de CIM de até 256 vezes). Esses
resultados servem de alerta aos 6rgaos publicos e agéncias reguladoras para um
controle mais rigoroso quanto ao uso de agrotdxicos azélicos no ambiente e para
comunidade médica-cientifica uma vez que a terapia para infeccbes causadas por

Aspergillus é limitada.
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ANEXO
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Fig. 6. Estrutura dos compostos azdlicos clinicos e agrotdxicos estudados.



