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Viabilidade, confirmacdo taxondmica e deteccao enzimatica
de espécies de Acremonium preservadas sob 0leo mineral na
Colecao de Culturas University Recife Mycology
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RESUMO

Enzimas hidroliticas secretadas por fungos tém um papel importante na patogenicidade das infeccGes. Objetivando avaliar a atividade enzimatica foram
testados 31 isolados de Acremonium mantidos na Colecdo de Culturas University Recife Mycology. Fragmentos das culturas foram transferidos para
caldo glicosado para reativacio e posterior crescimento em meio dgar batata dextrose, para verificar viabilidade, pureza e confirmacio taxonémica
pela observaco das caracteristicas macroscdpicas e microscopicas. Para deteccdo enzimdtica foram utilizados substratos de caseina do leite e
gelatina para protease, amido para amilase e lecitina de soja para fosfolipase. Das 31 culturas, 26 (83,9%) mantiveram-se vidveis e 24 (92,3%) foram
confirmadas taxonomicamente. Das 24 culturas, 12 (50%) apresentaram atividade protedsica, duas (16,7%) em caseina do leite, uma (8,3%) em
gelatina e nove (75%) em ambos os substratos; 16 (66,7%) degradaram amido. Nenhuma cultura apresentou atividade fosfolipdsica. Conclui-se que
espécies de Acremonium sio capazes de produzir enzimas envolvidas na patogenicidade das infeccdes fingicas.
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ABSTRACT

Hydrolytic enzymes secreted by fungi play an important role in the pathogenesis of infection. With the aim of evaluating the enzymatic activity, 31
isolates of Acremonium stored in the University of Recife Mycology (URM) Culture Collection were tested. Culture fragments were transferred to
glycoside broth for reactivation and further growth in potato dextrose agar medium in order to investigate viability and purity and to confirm the
taxonomy through observing the macroscopic and microscopic characteristics. To detect enzymes, milk casein and gelatin were used as substrates
for proteinase, starch for amylase and soy lecithin for phospholipase. Among the 31 cultures, 26 (83.9%) remained viable and 24 (92.3%) were
confirmed taxonomically. Out of these 24 cultures, 12 (50%) presented proteinase activity, of which two (16.7%) were on milk casein, one (8.3%)
on gelatin and nine (75%) on both substrates; 16 (66.7%) degraded starch. None of the cultures presented phospholipase activity. It was concluded
that Acremonium species are able to produce enzymes that are involved in the pathogenicity of fungal infections.
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0 género Acremonium compreende saprébios do solo
dispersos no meijo ambiente que podem ocasionar patologias
em humanos como agentes etioldgicos de micoses oportunistas
e subcutaneas’. Nos tltimos anos, o nimero e a diversidade
de infeccdes causadas por espécies de Acremonium tém
aumentado®, sendo também crescente o nimero de espécies
citadas como agentes de infecgdes localizadas e disseminadas
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em pacientes com condices predisponentes como doencga de
Addison’s, neutropenia, imunossupressao e abuso de drogas
intravenosas, entre outras' 8.

De acordo com Hoog e cols’ Acremonium curvulum foi
relatado em endoftalmites, Acremonium kiliense em endoftalmites,
hialohifomicoses, micetomas, ceratites, endocardites, peritonites
e Acremonium strictum em peritonites e infecgdes pulmonares
e invasivas em pacientes com neutropenia.

Fungos secretam muitas enzimas hidroliticas em meios de
cultura. Essas enzimas tém um papel importante no metabolismo
fingico, podendo estar envolvidas na patogenicidade da infeccéo,
causando danos para as células hospedeiras e provendo nutrientes
em um ambiente restrito" .

Diante disto, o objetivo do presente estudo foi verificar a
atividade enzimdtica de espécies de Acremonium mantidas na
Colecdo de Culturas University Recife Mycology (URM).
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MATERIAL E METODOS

Culturas. Foram testadas um total de 31 culturas de
Acremonium preservadas sob 6leo mineral?? estocadas de
1964 a 2005 na Colegdo de Culturas URM do Departamento de
Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal
de Pernambuco (Tabela 1).

Reativaciio. Fragmentos das culturas preservadas foram
transferidos para caldo glicosado e mantidos a 28°C + 2°C. Apds
crescimento foram transferidas para dgar batata dextrose (BDA)
para verificar viabilidade, pureza e confirmagao taxonomica.

Confirmacao taxonomica. Foram utilizadas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas de acordo com Domsch e Gams?,
Gams® e Hoog e cols’.

Atividade enzimdtica. Apés sete dias de crescimento de
culturas de Acremonium em BDA, discos de cinco milimetros de

didmetro foram retirados e inoculados centralmente nos meios
especificos para cada enzima.

Protease. A deteccido de protease foi realizada utilizando
caseina do leite e gelatina como substratos de acordo com Lacaz e
cols'2. O diametro da zona transparente a0 redor das colonias em
caseina do leite foi mensurado para determinar a zona de atividade
(ZA). Parainterpretacio foram considerados: ZA entre 0.9 e 1 (+)
muito fraca, 0.89-0.80 (++) fraca, 0.79-0.70 (+++) forte e ZA
menor que 0.69 (+++-+) muito forte segundo Serda e col*' que
adaptaram a interpretaco do método de Price e cols'®. De acordo
com esse sistema, uma ZA fraca significa uma alta expressdo da
enzima, enquanto uma ZA forte indica baixa expressio.

Amilase. O meio de cultura dgar Czapek, modificado segundo
Cordeiro Neto e cols’ recebeu os seguintes tratamentos: a) meio
controle negativo (CN) sem fonte de carbono (NaNO, 3g, MgSO,
0,5g, FeSO, + 7H,0 0,01g, K HPO, 1g, dgar 16g e 4gua destilada
1.000mL); b) meio controle positivo (CP) (meio CN adicionado

TABEIA 1
Detecgio enzimdtica de espécies de Acremonium mantidas na Colecio de Culturas University Recife Mycology (URM).
Ano de Substrato/ Zona de Gelatina Taxa de

Espécie /Registro (URM) estoque procedéncia atividade crescimento
Acremonium alternatum(1929) 1964 NR NR NR
Acremonium bacillisporum(3134) 1989 solo marinho 0,82 + 109,5
Acremonium bacillisporum(4029) 1998 0,88 - 114,7
Acremonium bacillisporum(5023) 2005 4gua da praia 0,74 + 108,2
Acremonium charticola(3785) 1997 NR NR NR
Acremonium curvulum (3959) 1998 rizosfera de girassol - - 130,0
Acremonium curvulum(4695) 2003 0,95 + 110,0
Acremonium furcatum(3823) 1997 dgua de acude - - 102,0
Acremonium fusidioides(3563) 1994 NR NR NR
Acremonium fusidioides(3759) 1997 105,6
Acremonium fusidioides(3847) 1997 94,7
Acremonium griseoviride(3530) 1994 0,75 - 97,4
Acremonium kiliense(2459) 1977 folhedo - - 102,7
Acremonium kiliense(3758) 1997 0,97 + 112,0
Acremonium kiliense(5131) 2005 endofitico da cana-de-agticar - - 109,3
Acremonium murorum(3652) 1995 lesdo de cirie NR NR NR
Acremonium pteridii(4754) 2003 manguezal - - 174,2
Acremonium roseolum(2508) 1979 NR NR NR
Acremonium roseolum(4829) 2004 ninho de satva 0,93 + 111,1
Acremonium rutilum(2855) 1994 NR NR NR
Acremonium rutilum(3154) 1989 4gua marinha - - 106,7
Acremonium strictum(2438) 1977 folhedo 0,75 + 102,0
Acremonium strictum(2723) 1982 100,0
Acremonium strictum(3070) 1989 hiperparasita phyllachora 0,59 + 66,7
Acremonium strictum(3178) 1990 requeijao - - 66,7
Acremonium strictum(3531) 1994 0,88 + 92,5
Acremonium strictum(3562) 1994 lesdo de cirie - - 90,9
Acremonium strictum (4164) 1999 rizosfera de girasol - - 100,0
Acremonium strictum(5031) 2005 0,72 + 87,0
Acremonium terricola(2765) 1983 rizosfera de cana-de-agticar - + 97,1
Acremonium vitellinum(3190) 1990 lixa de coqueiro NR NR NR

NR: ndo realizado, +: positivo, -: negativo
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de 10g de glicose); ¢) meio A (meio CN adicionado de 10g de
amido). Apés 15 dias a 28°C + 2°C, a taxa de crescimento das
espécies de Acremonium inoculadas em meio A foi comparada
com 2 taxa observada nos meios CN e CP, utilizando a férmula
Tx = A x 100/G, onde A representa o didgmetro da respectiva
colonia no meio A, e G representa o didmetro da colonia no meio
CP, onde o crescimento é considerado de 100%.

Fosfolipase. A deteccio de fosfolipase foi realizada de

acordo com Price e cols'.

RESULTADOS

Viabilidade e confirmacdo taxondémica. Das 31
culturas de Acremonium preservadas sob 6leo mineral,
26 (83,9%) permaneceram vidveis e cinco (16,1%) (URM1929,
URM3190, URM3563, URM3652, URM3785) invidveis devido
a0 ndo crescimento em caldo glicosado e em BDA contido em
tubos. Das 26 culturas vidveis 24 (92,3%) foram confirmadas
taxonomicamente por apresentarem estruturas reprodutivas
caracteristicas de cada espécie’°.

Protease. Das 24 culturas testadas, 12 (50%) foram protease
positivas, com nove (75%) apresentando atividade em ambos os
substratos, duas (16,7%) (URM3530, URM4029) degradando
apenas o substrato de caseina do leite e uma (8,3%) (URM2765)
apenas o substrato de gelatina (Tabela 1). Destas 11 culturas,
trés apresentaram ZA entre 0,93 e 0,97 (muito fraca), trés com
7A entre 0,88 e 0,82 (fraca), quatro apresentaram ZA entre 0,75
e 0,72 (forte) e uma cultura (URM3070) demonstrou producio
de protease muito forte com ZA=0,59.

Amilase. A taxa de crescimento de 16 (66,7%) das 24
culturas de Acremonium testadas apresentaram valor igual ou
superior a 100%, indicativo de atividade amilolitica.

Fosfolipase. Neste estudo, nenhuma das culturas apresentou
atividade fosfolipasica.

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que espécies de Acremonium
preservadas sob dleo mineral em cole¢des de cultura mantém
a viabilidade com estruturas reprodutivas ap6s longos periodos
de estocagem. Rodrigues e cols'® obtiveram 100% de viabilidade
de 14 culturas de Acremonium preservadas pelo método de
dgua destilada esterilizada proposto por Castelanni’ por seis a
24 meses, demonstrando a eficicia da preservagio de culturas
de Acremonium por ambos os métodos.

Mahgoub', estudando amostras de Acremonium kiliense
como agentes de eumicetomas, verificou que a maioria das
amostras apresentou atividade protedsica positiva ou fraca em
meio contendo caseina do leite como substrato e negativa em
gelatina. Esses resultados discordam dos obtidos neste trabalho,
uma vez que uma das trés culturas de Acremonium kiliense
(URM3758) foi positiva em ambos os substratos.

A atividade protedsica tem um importante papel na
patogenicidade de fungos oportunistas®', sendo a produgio por
fungos patégenos reconhecida como um importante fator de
viruléncia . Acredita-se que o papel fisiologico das proteases
durante a colonizagiio do hospedeiro ocorre pela degradacio das
barreiras da pele e mucosa, digestdo das proteinas para obtencio
de nutrientes e ataque dos linfocitos e macréfagos, afetando a
defesas imunes".

Segundo Mahgoub', espécies de Acremonium kiliense
isoladas de amostras clinicas de eumicetomas nio sio capazes
de hidrolisar amido, estando estes resultados divergindo dos
obtidos no presente trabalho, onde trés amostras desta espécie
(URM2459, URM3758, URM5131) apresentaram-se capazes de
produzir amilase.

Fosfolipidios e proteinas sdo os principais constituintes quimicos
da membrana da célula do hospedeiro. Conseqiientemente,
enzimas capazes de hidrolisar essas classes quimicas, como
fosfolipases e proteases, estdo envolvidas no processo de ruptura
da membrana celular®.

Na literatura néo foram encontradas citagdes de producio de
fosfolipase por espécies de Acremonium, contudo, a observacio
de que afosfolipase também € relatada na viruléncia em fungos de
interesse médico, semelhante a Candida albicans" e Aspergillus

fumigatus’, faz com que essa enzima esteja envolvida na
patogenicidade de infec¢des causadas por fungos.

Esta é a primeira vez que foram caracterizadas quanto a
detec¢io de protease e amilase 24 culturas de Acremonium
mantidas na Cole¢io de Culturas URM, demonstrando os
diferentes padrdes entre as mesmas culturas.
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