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RESUMO

RODRIGUES, R. V. Andlise dos niveis relativos de transcricdo de genes
antioxidantes e da cadeia de transporte de elétrons de Aspergillus fumigatus.
2012. 167f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Aspergillus fumigatus € um fungo oportunista, sendo uma importante causa
de morbidade e mortalidade entre os pacientes imunossuprimidos, acometidos com
aspergilose invasiva. O sistema de defesa antioxidante do fungo atua como fator
primordial de sua patogenicidade, mitigando os efeitos deletérios de espécies
reativas produzidas pelo hospedeiro. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o nivel
de transcricdo relativo dos genes associados as proteinas mitocondriais e
antioxidantes na presenca de diferentes agentes pré-oxidantes para hifas e
germinantes de cepas controle (CEA17) e nocaute para oxidase alternativa (AaoxA)
de A. fumigatus. Utilizando gPCR, foram analisados 23 genes para as cepas CEAL7
e mutante, dentre os quais, 5 associados a cadeia de transporte de elétrons (CTE), 4
relacionados aos componentes alternativos mitocondriais e 14 associados as
proteinas antioxidantes. Os resultados foram obtidos através da normalizacdo com o
gene constitutivo gapdh utilizando a cepa CEA17 sem tratamento de cada fase de
desenvolvimento celular como calibrador. As diferencas de transcricdo da maioria
dos genes estudados variaram com o pré-oxidante utilizado e com a fase de
desenvolvimento celular (germinantes e hifas). A CTE em germinantes apresentou
maiores niveis de transcritos dos complexos Il e Ill em CEA17 do que em AaoxA
tratadas com menadiona. Com o0s demais complexos e atpase ndo foram
observadas diferencas significativas quando comparados os resultados de ambas as
cepas. Entretanto, os niveis de transcritos de atpase ndo foram superiores ao
controle em nenhuma das cepas, sugerindo sua regulacédo na presenca de ucp. ucp-
like teve seus niveis de transcritos aumentados no mutante, sugerindo o
desacoplamento da CTE em relacdo ao controle e a CEA17, que apresentou alto
nivel de transcritos de nde. Nesta cepa, 0s niveis de aoxA e ucp nado foram
significativamente diferentes. Esse fato, associado a niveis menores de ndiA e
transcritos dos complexos | e Il, sugerem manutencdo do fluxo de elétrons na
mitocondria. Em relacdo as enzimas antioxidantes, houve aumento significativo nos
niveis de cat2, catA, prx1, trxl e grx1, indicando provavel resposta a auséncia de
AOX. Os transcritos relacionados a CTE em hifas ndo apresentou diferenca
significativa nos niveis de complexo Il e atpase em CEA17 e AaoxA. No entanto,
complexo IV se mostrou superior no mutante. Nesta fase de desenvolvimento, o
aumento dos niveis de ucp-like esta relacionado ao tratamento com menadiona e
ndo com a presenca de aoxA, explicando os mesmos niveis de transcritos em
CEA17 e AaoxA. Os niveis de nde sugerem atividade coordenada de sua proteina
com AOX, por seus niveis estarem modulados pela presenca de aoxA. A
participacdo da Nde e da AOX na detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio é
sugerida ao se obter altos niveis de seus transcritos em hifas tratadas com
menadiona. Diferentemente de germinantes, transcritos de sod3 foram
predominantes em hifas de CEA17, enquanto transcritos de sod2 foram maiores em
AaoxA. Entre as catalases, os niveis de catA foram maiores no mutante, bem como
a atividade das catalases como um todo. prxl e trxl foram maiores em CEAl7 e



grxl em AaoxA. Porém, trxl atingiu os mais altos niveis de transcritos em
germinantes, indicando possivel redugéo de proteinas tidlicas e ribonucleotideos por
diferentes vias, de acordo com a fase de desenvolvimento do fungo. As enzimas
antioxidantes classicas, como superoxido dismutase, catalase e enzimas tidlicas,
apresentaram aumento de transcricdo na maioria das condicbes estudadas. No
entanto, menadiona e paraquat promoveram maiores variagdes nos transcritos do
qgue o observado com peroxido de hidrogénio gerado pelo sistema glicose/glicose
oxidase.

Palavras-chave: 1. Aspergillus fumigatus. 2. Mitocondria. 3. Cadeia de
transporte de elétrons. 4. Enzimas antioxidantes. 5. Componentes alternativos
mitocondriais



ABSTRACT

RODRIGUES, R. V. Transcription relative levels analysis of Aspergillus
fumigatus antioxidant and electrons transport chain genes. 2012. 167f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Aspergillus fumigatus is an opportunistic fungus which has been referred to
as a major cause of morbidity and mortality in imunosupressed patients affected with
invasive aspergillosis. The antioxidant defense system of the fungus plays an
important role in its pathogenicity by overcoming the negative effects of the oxygen
reactive species produced by host. This work aims evaluating the transcription of
genes associated to mitochondrial and antioxidant proteins in the presence of
different prooxidants for hyphae and germinants of control (CEA17) and alternative
oxidase knockout (AaoxA) strains. Using qPCR, 23 genes have been analyzed, 5 of
which are electron transport chain (ETC), 4 are related to alternative components of
the mitochondria, and 14 are associated to antioxidant proteins. The results were
obtained via normalization with the constitutive gene gapdh using untreated CEA17
strain in each developmental phase as calibrator. The differences in the transcription
of most analyzed genes varied with the prooxidant and the developmental phase
(germinants and hyphae). The ETC in germinants presented higher amounts of
transcripts of the complex Il and Il in CEA17 than in AaoxA treated with menadione.
With other complexes and the atpase no significant difference has been noted
between both strains. However, the transcript levels of ATP synthase were not higher
than control in any strain, which is related to its regulation in the presence of UCP.
UCP-like had increased transcription in mutant, suggesting uncoupling from the ETC,
relative to control and CEA17, which showed high levels of nde. In this strain, aoxA
and ucp-like transcripts were not significantly different. This fact associated the lower
levels of ndiA and transcripts of the complexes | and Il suggest the maintenance of
the electron flow in the mitochondria. Concerning the antioxidant enzymes, there was
significant increase in the transcript production of cat2, catA, prx1, Ttrxl and Ggrx1,
suggesting a response to the absence of AOX. The ETC transcripts in hyphae did not
present significant difference in the levels of complex Ill and atpase in CEA17 and
AaoxA. Yet the complex IV has shown higher in mutant than in CEA17. In this
developmental phase, the increase of ucp-like is related to the treatment with
menadione and not with the presence of aoxA, what explains the equivalent amount
of transcripts in CEA17 and AaoxA. The levels of nde suggest coordinated action of
the protein with AOX, because it is modulated by the presence of aoxA. The role of
Nde and AOX in the detoxification of reactive oxygen species is suggested by their
high levels of transcripts in hyphae treated with menadione. Different from
germinants, transcripts of sod3 was predominant in CEA1l7 hyphae, whereas
transcripts of sod2 were higher for AaoxA. Among catalases, levels of catA were
higher in mutant, as was the activity of catalase as a whole. prx1 and trx1 transcripts
were higher in CEA17 and grx1 in AaoxA. Yet, trx1l reached the highest levels of
transcripts in germinants, indicating a possible reduction of thiol proteins and
ribonucleotides through different ways, according to the developmental phase of the
fungus. The classical antioxidant enzymes, as superoxide dismutase, catalase and
thiol enzymes showed increase in the transcripts in most of the analyzed situations.



However, menadione and paraquat promoted higher variation in the transcripts than
that observed with hydrogen peroxide generated by the system glucose/glucose
oxidase.

Keywords: 1. Aspergillus fumigatus. 2. Mitochondrion. 3. Electrons transport
chain. 4. Antioxidant enzymes. 5. Mitochondrial alternative compounds.
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1. Introducéo

Nas duas ultimas décadas, infeccbes oportunistas causadas por fungos tém
sido frequentemente diagnosticadas em pacientes imunocomprometidos, sendo uma
importante causa de morbidade e mortalidade entre os pacientes hospitalizados em
todo o mundo. Como as consequéncias dessas infec¢des estdo intimamente ligadas
as condi¢cbes imunes dos pacientes, o rapido aumento de casos de AIDS e de
transplantes de 6rgaos e o desenvolvimento de terapias imunossupressoras mais
efetivas levaram ao aumento drastico de suas incidéncias, sendo a candidiase a
principal infeccéo oportunista (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000; BADIEE; ALBORZI,
2011). No entanto, novas espécies de fungos séo regularmente identificadas como
causadoras de doencas nesses pacientes. Dentre os patégenos emergentes é um
importante causador de micoses sistémicas o fungo Aspergillus fumigatus,
representando a segunda espécie mais notificada em pacientes imunossuprimidos

por transplantes de medula éssea ou de 6rgdos (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000).

1.1 Aspergillus fumigatus

Nos ultimos anos, o fungo A. fumigatus deixou de ser apenas um fungo
saprofitico de menor importancia para os pesquisadores para se tornar um dos
principais agentes patogénicos. O A. fumigatus pode ser encontrado em todas as
regides do mundo e acredita-se que o seu nicho ecoldgico natural seja o solo, onde
o fungo sobrevive e cresce em vegetais em decomposi¢cao; portanto, areas rurais
representam a maior fonte deste microrganismo (BRAKHAGE; LANGFELDER, 2002;
DENNING, 1998). Entretanto, conidios deste fungo podem ser encontrados
praticamente em todos os lugares, sendo importante fator de infeccdo hospitalar

(WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000).
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O conhecimento de sua biologia e o esclarecimento de sua sequéncia
gendmica (NIERMAN et al, 2005) esta auxiliando na elucidacdo dos mecanismos de

patogenicidade deste fungo.

1.2 Caracteristicas macro e microscopicas

As colbnias do A. fumigatus se desenvolvem rapidamente em agar glicose-
peptona a 37 C. Nestas condicdes, as coldnias possuem coloracdo verde-
acinzentada, geralmente sdo granulares e formam abundantes conidios. A
micromorfologia desta espécie apresenta hifas hialinas e septadas com paredes
paralelas; as cabecas conidiais apresentam ao microscépio Optico, aspecto de
vesiculas em forma de frasco, com uma série de fialides uniseriadas, recobrindo dois
tercos superiores de sua superficie. Os conidios, de coloracéo verde, possuem 2,5—
3 um de diametro e sdo produzidos em cadeias paralelas. O A. fumigatus € uma
espécie termorresistente e pode sobreviver em temperaturas superiores a 55°C,
sendo esta uma caracteristica que torna mais facil a sua diferenciacdo das outras

espécies (HAINES, 1995).

1.3 Patogénese

O estabelecimento de uma infeccdo fungica, bem como seu
desenvolvimento em tecidos hospedeiros, requer que o fungo seja agressivo no
momento em que o sistema imune do hospedeiro esteja debilitado (LATGE;
CALDERONE, 2002). Desta forma, o estado imunologico do hospedeiro influencia
diretamente as infeccfes fungicas, incidindo principalmente em portadores de
doencas que afetam o sistema imunoldgico, ou portadores de polimorfismos em

genes relacionados ao sistema imune inato, ou aqueles submetidos a terapias
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imunossupressoras (BODEY; VARTIVARIAN, 1989; CAMPS, 2008; ITO; LYONS,
2002; OK; EINSELE; LOEFFLER, 2011).

Aspergilose é o termo geral que designa uma doenca que pode ser causada
por agentes etiolégicos pertencentes ao género Aspergillus. Este género
compreende varias espécies oportunistas que podem causar doencas invasivas,
dentre elas, A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A. terreus e A. nidulans. Entretanto,
aproximadamente 90% dos casos de aspergilose invasiva sao causadas pelo A.
fumigatus (LATGE, 1999) quase que exclusivamente em pacientes
imunocomprometidos (BRAKHAGE, 2005). Em estudos estatisticos realizados entre
0s anos de 2001 e 2002 nos Estados Unidos, pacientes submetidos aos transplantes
de drgaos e células-tronco hematopoiéticas acometidos pelo género Aspergillus,
foram infectados por A. fumigatus na porcentagem de 76,4% e 56%,
respectivamente (MORGAN et al, 2005). Este sucesso esta relacionado ao diminuto
tamanho de seu esporo, a termorresisténcia particular, que Ihe permite enfrentar
diferentes condicfes de estresse, a presenca de inUmeras moléculas relacionadas a
toxicidade, defesa antioxidante, captacdo de nutrientes e sua interagdo com 0
hospedeiro, bem como as eficientes regulagdo metabdlica e sinalizacdo celular
(ABAD et al, 2010; MCCORMICK; LOEFFLER; EBEL, 2010).

Atualmente, a eficiente capacidade infectiva de A. fumigatus também esta
sendo relacionada a diversos fatores de viruléncia especificos da espécie (HORN et
al, 2012), como o gene pksP, responsavel pela biossintese de diidroxinaftaleno-
melanina, o pigmento verde-acinzentado do conidio (LANGFELDER et al, 1998;
VOLLING et al, 2011) e os fatores de transcricdo SrbA, responsavel pela adaptacéo
da espécie em condicbes de hipoxia (WILLGER, 2008), e SebA, associado a

diferentes vias de resposta ao estresse e ao crescimento em meios pobres em



Introducdo 5

nutrientes (DINAMARCO et al, 2012). A capacidade de evasao do sistema imune do
hospedeiro através da ligacdo dos conidios aos reguladores do sistema
complemento humano (BEHNSEN et al, 2008; 2010) também €& considerada fator
importante para a sua viruléncia.

Na maioria dos pacientes, a principal forma de infeccdo do A. fumigatus
ocorre por inalacdo de conidios, afetando desta forma, principalmente o trato
respiratorio. No entanto, outros locais de infeccdo como pele, peritbnio, 0ssos e
olhos, dentre outros, tém sido descritos em pacientes sadios e imunocomprometidos
(DENNING, 1998; PITT, 1994).

As formas clinicas que se desenvolvem durante a infeccdo pelo género
Aspergillus incluem as doencas alérgicas como asma, sinusite alérgica e alveolite,
que ocorrem por exposicdo aos conidios ou antigenos do Aspergillus sp, na
auséncia de colonizacdo pelo micélio, geralmente em pacientes imunocompetentes.
Por outro lado, as formas mais graves, como a aspergilose alérgica bronco-
pulmonar, aspergiloma e aspergilose invasiva envolvem o crescimento e colonizagao
pelo micélio (BODEY; VARTIVARIAN, 1989).

Nas formas mais graves, apOs a inalagcdo dos conidios, a aspergilose
provoca lesdes granulomatosas nos pulmdes ou nos bronquios, que podem se
disseminar do tecido pulmonar para 0s vasos sanguineos que irrigam estes 0rgaos,
afetando o encéfalo, trato gastrointestinal e os rins, sendo a forma disseminada
geralmente aguda e fatal.

Atualmente ndo ha testes diagndsticos confidveis para a aspergilose
invasiva. O seu tratamento, assim como de outras micoses, também é restrito a um
namero limitado de drogas e dentre elas os azois e anfotericina B, que representam

as principais drogas utilizadas nestas infeccbes (LATGE; CALDERONE, 2002). O



Introducdo 6

voriconazol € o agente de primeira linha para o tratamento da aspergilose invasiva,
sendo sua eficacia superior a da anfotericina B no inicio da terapia, além de
apresentar menor incidéncia de efeitos adversos (HERBRECHT et al, 2002; WALSH
et al, 2008). A caspofungina e micafungina, farmacos da classe das equinocandinas,
estdo sendo utilizadas como alternativas para a terapia de recuperacdo, uma vez
que seu papel no tratamento primario da patologia ainda é pouco esclarecido
(DENNING, 2003; DENNING; HOPE, 2010; KARTSONIS; NIELSEN; DOUGLAS,
2003; NAGASAKI et al, 2009). Apesar dos grandes avancos na terapéutica, a
resisténcia clinica e microbiolégica ainda s&do dificuldades a serem solucionadas. E
crescente o numero de infec¢des por Aspergillus resistentes a azois. Nos Estados
Unidos, 52% dos isolados identificados entre 2002 e 2009 foram classificados como
resistentes, contra apenas 10% entre 1987 e 2001 (MARTINEZ et al, 2010 apud
ALANIO; CORDONNIER; BRETAGNE, 2011). Aparentemente essa resisténcia esta
ligada a exposicdo prévia do paciente com doenca pulmonar crénica ao itraconazol,
sendo esta explicada pela farmacocinética e farmacodinamica do préprio composto
(ALANIO; CORDONNIER; BRETAGNE, 2011).

Existem vacinas sendo testadas, porém, a dificuldade em se desenvolver
produtos eficazes se baseia no entendimento ainda limitado da resposta imune do
hospedeiro e de sua interagcdo com o patdégeno, bem como da frequente presenca
de alergia nos casos de aspergilose (CASSONE, 2008). As imunoterapias baseadas
em anticorpos protetores para casos de aspergilose também sdo tratamentos
atualmente investigados (CHATURVEDI et al, 2005), principalmente em associacao
com antifungicos para maximizar o efeito destes ultimos (OSTROSKY-ZEICHNER et

al, 2010; ROMANI, 2011).

MARTINEZ, M. et al Itraconazole and amphotericin B resistance 1987-2009 in clinical Aspergillus
fumigatus in northern California [poster #40]. Apresentado em 4™ Advances Against Aspergillosis.
Roma,ltalia: 4-6 fev., 2010.
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Com o desenvolvimento das técnicas em biotecnologia e biologia molecular,
o futuro das pesquisas em estratégias terapéuticas esta baseado no entendimento
da interacdo patégeno-hospedeiro em nivel molecular, sendo possivel a busca por
biomarcadores e alvos terapéuticos especificos (HORN et al, 2012). Para A.
fumigatus ja se encontram disponiveis muitas informacdes sobre seus genoma e
proteoma, sendo necessdaria sua integracdo para maior entendimento do sistema

bioldgico e da patogénese (RIZZETTO; CAVALIERI, 2011).

1.4 Funcao mitocondrial

Presente na maioria dos eucariotos, a mitocéndria se constitui em potencial
alvo quimioterapico por ser responsavel por diversos processos fundamentais para a
manutencdo celular. Dentre eles destacam-se a geracdo e regulacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs), a apoptose, a homeostase de célcio, 0 metabolismo de
nucleotideos, lipidios, ferro e aminoacidos e a fosforilacdo oxidativa (PAGLIARINI;
DIXON, 2006; MARTINS et al, 2011).

A mitocdndria € a organela celular responsavel pela sintese de
aproximadamente 95% do ATP necessario a manutencao da estrutura e funcao das
células (HATEFI, 1985). Na mitocondria ocorre a interconversao da energia redox
livre proveniente da oxidacdo dos substratos respiratdérios em energia quimica, na
forma de ATP (MITCHELL, 1961).

A fosforilagdo oxidativa presente nas mitocondrias e dependente dos
substratos respiratorios gera um gradiente eletroquimico de prétons (Ap), cujo
potencial elétrico de membrana (AY) é de 0,1 a 0,2 V (negativo na matriz) e cuja
diferenca de pH (ApH) € de uma unidade (alcalino na matriz). Em mamiferos, o

sistema responsavel pela fosforilagdo oxidativa na membrana interna da
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mitocondria, € formado por cinco complexos enzimaticos que incluem a cadeia
respiratoria (complexos I-1IV) e a FoF1-ATP sintetase (complexo V). Durante a
fosforilacdo oxidativa os elétrons sdo removidos dos substratos oxidaveis pela acéo
de desidrogenases especificas, ligadas a NAD" (substratos de sitio 1), e transferidos
a cadeia respiratéria com subsequente reducdo do oxigénio molecular. Os
equivalentes redutores sao transferidos inicialmente a NADH desidrogenase
mitocondrial (complexo ). Em uma via alternativa, o succinato (substrato de sitio 1) é
oxidado pela succinato desidrogenase ligada a FAD (complexo IlI). Os complexos | e
Il transferem os seus elétrons a ubiquinona (UQ), sendo os mesmos transferidos
sequencialmente aos complexos Ill, citocromo c¢, complexo IV e finalmente ao
oxigénio, com formacdo de agua. Os elétrons originados na beta oxidacdo dos
acidos graxos sao transferidos a cadeia respiratdria através da ubiquinona (BOYER
et al, 1977; HATEFI, 1985; LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

De acordo com a hip6tese quimiosmotica de Mitchell em associagdo com a
do acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons através dos complexos
[, 11l e IV é acompanhado de bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o
espaco intermembrana, gerando um gradiente eletroquimico de H*. A energia livre
liberada no retorno do H* & matriz mitocondrial induz alteragdo conformacional do
componente F1 da FOF1-ATP sintetase (complexo V), liberando o ATP formado em
seus sitios cataliticos (BOYER; CROSS; MOMSEN, 1973; MITCHELL, 1961).

A interacdo entre os complexos I, lll e IV, formando supercomplexos, foi
sugerida para os ascomicetos Neurospora crassa (MARQUES et al, 2007) e
Podospora anserina (KRAUSE et al, 2004). Na mitocondria de P. anserina também

foi observada a participacdo de enzimas alternativas na estabilizacdo do complexo |
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e na conservacao filogenética do mesmo quando da falta dos complexos Il e IV
(MAAS et al, 2009).

Estudos recentes sobre a mitocondria de fungos revelaram o importante
papel da mitocondria na resisténcia as drogas atualmente utilizadas, sendo que
mudanc¢as na funcdo mitocondrial podem levar a maior ou menor resisténcia. A
presenca de componentes alternativos mitocondriais na cadeia de transporte de
elétrons desses microrganismos pode estar relacionada a essas adaptacdes, como
sugerem trabalhos com mutantes mitocondriais em modelos de infec¢cdo animal
(SHINGU-VAZQUEZ; TRAVEN, 2011).

A mitocbndria de A. fumigatus foi caracterizada em nosso laboratorio,
demonstrando a presenca de complexos I-V, e sugerindo a presenca de uma NADH-
desidrogenase alternativa, de uma proteina desacopladora e de uma oxidase

alternativa mitocondrial (TUDELLA et al, 2004).

1.5 Componentes alternativos

Uma importante caracteristica na mitocondria de plantas (KERSCHER,
2000; RASMUSSON et al, 1999), fungos (de VRIES; GRIVELL, 1988; MELO et al,
2001), eubactérias (BJORKLOF; ZICKERMANN; FINEL, 2000; MATSUSHITA;
OHNISHI; KABACK, 1987), arqueobactérias (BANDEIRAS et al, 2003; GOMES;
BANDEIRAS; TEIXEIRA, 2001) e parasitas (BIAGINI et al, 2006) € a presenca de
enzimas alternativas, como a proteina desacopladora (UCP), a oxidase alternativa
(AOX) e a NADH desidrogenase alternativa (NDH) em suas cadeias respiratorias
(Figura 1). Estudos sugerem que eles estdo envolvidos na adaptacdo destes

organismos em ambientes instaveis, como estresse ao frio, estresse oxidativo,
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condicbes anaerbbias e variacbes de temperatura (AMOR; CHEVION; LEVINE,

2000; CALEGARIO et al, 2003).

NAD* Espaco intermembranas

NAI:_)(P)H 4®
desidrogenase A
alternativa externa

| 90008000
"~-.;) Yt Cll
> uQ
0 3
PR PR N ."'.
HEeEE 9 /A
Succinato
Fumarato
NAD* | NAD(P)H

desidrogenase
alternativa interna

Matriz

Figura 1 — Cadeia de transporte de elétrons, representada com enzimas alternativas. Cl:
complexo I; Cll: complexo II; Clll: complexo Ill; CIV: complexo IV; CV: ATP sintetase; UQ:
ubiquinona; CytC: citocromo c; H': préton; e elétron (adaptado de RASSMUSSON;
M@LLER, 2006).

A NDH consiste de uma cadeia polipeptidica, sem dominio transmembrana
evidente e contém uma molécula de FAD (co-fator de reducéo), tornando-a capaz de
realizar reacbes de Oxido-reducdo, assim como o complexo | mitocondrial.
Entretanto, diferentemente deste complexo enzimatico, a NDH n&o contribui para o
gradiente de prétons através da membrana mitocondrial interna, pode competir com
o complexo | pelos substratos NADH e ubiquinona na matriz mitocondrial (de VRIES,;
MARRES, 1987; YAGI, 1991; O'DONNELL; HARVEY; MCNEIL, 2011) e é insensivel
aos inibidores classicos do complexo |, como rotenona e piericidina A (KERSCHER,
2000). Porém, esta enzima pode ser inibida por alguns compostos, incluindo os
flavondides (OETTMEIER et al, 1994) e o 1-hidroxi-2-dodecil-4(1H)quinolona (HDQ)

(ESCHEMANN et al, 2005).
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A NDH pode estar voltada para a matriz mitocondrial (NADH desidrogenases
alternativas internas - Ndi) ou para espaco intermembrana (NADH desidrogenases
alternativas externas - Nde) (JOSEPH-HORNE; HOLLOMON; WOOD, 2001;
KERSCHER, 2000). Sua atividade foi observada pela primeira vez por Bonner e
Voss (1961), os quais demonstraram que a mitocondria de plantas, ao contrario de
mamiferos, era capaz de oxidar o NADH externamente. Sabe-se também que, a Ndi,
em conjunto com a AOX, € capaz de restabelecer o fluxo de elétrons e prevenir a
reducdo excessiva das enzimas da cadeia respiratéria, prevenindo assim, 0 excesso
de producdo de superdoxidos na mitocondria (RASMUSSON; FERNIE; VAN
DONGEN, 2009; RUSTIN; JACOBS, 2009).

A mitocOndria de todos os eucariotos conhecidos possui 0 citocromo c
oxidase (complexo IV), componente terminal da cadeia respiratoria, responsavel
pela reacdo em que os elétrons resultantes da oxidacdo do substrato pelas
desidrogenases reduzem o oxigénio molecular em agua. Alguns organismos, como
algas (TISCHNER; PLANCHET; KAISER, 2004), leveduras (VEIGA; ARRABACA,;
LOUREIRO-DIAS, 2003), protozoarios (SUZUKI et al, 2005) e microsporideos
(WILLIAMS et al, 2010) contém uma segunda oxidase, a AOX, que também catalisa
a reducao de quatro elétrons do oxigénio para a agua. O fluxo de elétrons desta via
alternativa ramifica-se da via de transferéncia de elétrons convencional
(frequentemente referida como via do citocromo) através da ubiquinona (SIEDOW,
UMBACH, 2000). A transferéncia de elétrons através da AOX néo esta acoplada ao
bombeamento de protons. Desta forma, dois dos trés sitios de conservacao de
energia sado desviados; porém, o consumo de oxigénio € mantido e a energia livre
liberada € dissipada como calor (ALBURY; ELLIOTT; MOORE, 2009). A AOX é

resistente a inibidores que agem no complexo Il (mixotiazol e antimicina A) e IV
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(cianeto) da cadeia respiratoria, mas pode ser inibida especificamente por
compostos que possuem estruturas similares a ubiguinona (MINAGAWA et al, 1997),
incluindo o acido salicilhidroxamico (SHAM) e o N-propil galato (MOORE; SIEDOW,
1991; SIEDOW; UMBACH, 1995).

Quanto a funcédo da AOX, sugere-se que ela esta diretamente relacionada a
diminuicdo de espécies reativas de oxigénio geradas na mitocondria (WAGNER;
MOORE, 1997), uma vez que o aumento de sua expressao foi verificado em varios
organismos, incluindo A. fumigatus (MAGNANI et al, 2007). Ela também est4
envolvida com a manutencao celular em presenca de deficiéncia na cadeia de
transporte de elétrons (CHAE; NARGANG, 2009). Em P. anserina, a inativagdo de
genes essenciais para a atividade dos complexos Ill e IV promoveu a expressao
constitutiva da AOX e o0 aumento da expressdo de genes relacionados a
gliconeogénese, gerando um aumento no tempo de vida do fungo (SELLEM et al,
2009).

Em plantas, como as mitocdndrias estdo diretamente ligadas a sinalizacao
de estresse, a AOX participa na regulacao da intensidade da resposta dessa via de
sinalizacdo, controlando a inducdo de genes relacionados ao estresse e o tipo de
resposta gerada (VANLERBERGHE; CVETKOVSKAA; WANGA, 2009). Ela também
estd envolvida com a otimizagdo do metabolismo quanto ao consumo de
carboidratos e ao transporte de elétrons (VANLERBERGHE; CVETKOVSKAA,
WANGA, 2009), influenciando indiretamente processos de alto consumo de energia
(MOORE et al, 2002).

As UCPs séo proteinas mitocondriais localizadas na membrana interna e
responsaveis por dissipar o gradiente de protons gerado pela cadeia de transporte

de elétrons (CTE) (NICHOLLS; RIAL, 1999), impedindo assim a formacao de ATP
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pela ATP sintetase (ATPase). Constituintes da familia de proteinas carreadoras de
anions, as UCPs foram inicialmente identificadas no tecido adiposo marrom em
mamiferos (RICQUIER; KADER, 1976; RICQUIER; BOUILLAUD, 2000), para depois
serem encontradas em plantas (VERCESI et al, 1995), protozoarios (UYEMURA et
al, 2000), fungos (CAVALHEIRO et al, 2004; TUDELLA et al, 2004 e insetos
(FRIDELL et al, 2004).

A atividade das UCPs esta relacionada ao estimulo por &acidos graxos e
inibicdo por nucleotideos de purina, com excecdo de ATP (SKULACHEV, 1991). Em
Acanthamoeba castelanii, baixas concentragfes de acidos graxos levam a um
estimulo do estado 4 da respiracdo (relativo ao nivel basal) e consequente
diminuicdo de AY (JARMUSZKIEWICZ et al, 2010). Os 4cidos graxos insaturados,
como o linoleico e o oleico, sdo 0s que mais ativam esta via (SWIDA et al, 2007).
Entretanto, pouco se sabe sobre a regulacéo fisiolégica das UCPs em outros
eucariotos unicelulares (MARTINS et al, 2011). Em A. fumigatus, sabe-se que a
acdo dos acidos graxos ndo é afetada por carboxiatractilosideo, inibidor do antiporter
de ATP/ADP (TUDELLA et al, 2004).

Estudos da participacdo da UCP na fosforilacdo oxidativa mostram que nos
protistas A. castelanii e na levedura Candida parapsilosis, a eficiéncia desta via
diminui durante o estado 3 da respiracdo de modo &cido graxo-dependente,
semelhante ao encontrado em mamiferos e plantas (JARMUSZKIEWICZ et al, 2000;
2004; 2005; NAVET et al, 2005). Também é sugerida sua participagdo na defesa
contra EROs, sendo observada a diminuicdo dos intermediarios de oxigénio quando

ativada pelos acidos graxos (CZARNA; JARMUSZKIEWICZ, 2005).



Introducéo 14

1.6 A formacédo de EROs na mitocondria

Durante o metabolismo celular normal, a fosforilacdo oxidativa possibilita a
formacédo de EROs através do escape de elétrons principalmente nos complexos | e
lll, que reduzem incompletamente entre 2 - 5% do oxigénio mitocondrial
(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007), sendo a taxa dessa formacao dependente do
potencial de membrana e do estado de reducdo dos complexos da CTE (MJLLER,
2001). O vazamento de um elétron reduz o oxigénio a anion superoxido (O,"), o qual
pode ser dismutado para peréxido de hidrogénio (H.0,) (RAHA; ROBINSON, 2001;
RHOADS et al, 2006). Estes e outros intermediarios reativos, como o radical hidroxil
(OH), formado através da reacdo entre H,O, e metais de transicdo, sao
responsaveis por danos em lipidios, proteinas e &acidos nucléicos celulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992). Diferentemente, EROs formadas por
enzimas especificas (e.g. NADPH oxidase) estdo envolvidas com importantes
funcdes celulares, como transducéo de sinal, proliferacao e diferenciacdo (AGUIRRE
et al, 2005; FINKEL, 2003; LAMBETH, 2004).

Além da producdo mitocondrial, durante a invasdo do hospedeiro pelo A.
fumigatus ocorre a producédo de EROs e de espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
pelas células do primeiro, como uma forma de eliminar o patdogeno (GROSS et al,
1999; LATGE, 2001). Através da mieloperoxidase e da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, macrofagos alveolares e neutroéfilos
sintetizam acido hipocloroso e anions superoéxido, respectivamente, promovendo a
morte do fungo (BALLOY; CHIGNARD, 2009).

Entretanto, o A. fumigatus apresenta agentes antioxidantes que atuam como
mecanismos de resisténcia contra essas espécies reativas, aumentando sua

capacidade infectiva (HAMILTON; HOLDON, 1999). Estes mecanismos podem ser
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enzimaticos e ndo-enzimaticos. Dentre estes, além das enzimas descritas abaixo,
diversas biomoléculas com diferentes funcdes celulares, como os transportadores
dependentes de ATP, manitol, melanina e as proteinas da classe das chaperonas

(NIERMAN et al, 2005; TEKAIA; LATGE, 2005).

1.7 Sistemas antioxidantes

Por ser local de producdo de intermediarios reativos, a mitocondria possuli
sistemas antioxidantes que controlam a concentracdo dessas espécies, uma vez
gue 0 aumento em suas producdes pode levar ao estresse oxidativo e consequentes
danos a prépria célula (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1993). Além disso, em fungos
patogénicos foi observada a importancia do controle da atividade e da regulacdo da
expressao génica das enzimas antioxidantes para o crescimento celular normal (KIM
et al, 2006). Dentre os antioxidantes mitocondriais mais comuns e encontrados em
A. fumigatus, estdo as superoxido dismutases (SODs), catalases (Cat), glutationa
(GSH), tiorredoxina (T(SH),) e glutarredoxina (GRX(SH),) (Figura 2).

A superodxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do anion superéxido
em peroxido de hidrogénio (FRIDOVICH, 1995). No fungo foram encontradas duas
MnSODs, localizadas uma na matriz mitocondrial (SOD2) e outra no citoplasma
(SOD3), uma Cu,ZnSODs, encontrada no citosol (SOD1) e uma que apresenta
dominio C-terminal MnSOD (SOD4) (LAMBOU et al, 2010), denominada como
FeSOD pelos bancos de dados atuais (CADRE, NCBI e AspGD). Com base nesses
mesmos bancos € anotada outra Cu,ZnSOD citoplasmatica para A.fumigatus.
Durante o crescimento do fungo, SODsl e 2 foram altamente expressas em
conidios, enquanto SOD3 apresentou-se mais expressa em micélio (LAMBOU et al,

2010). Aparentemente nenhuma das MnSODs estdo associadas com a viruléncia do
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A. fumigatus, tampouco a Cu,ZnSOD. Inicialmente sugerida sua possivel agéo
protetora contra superoxidos sintetizados extracelularmente e contra a formacao de
peroxinitrito (FANG, 1997; HAMILTON; HOLDOM, 1999), acredita-se que a atividade

das Sods seja exclusivamente intracelular (LAMBOU et al, 2010).
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Figura 2 - Fluxograma da acdo das enzimas antioxidantes de A. fumigatus. Em
paréntesis, o numero de genes de cada familia de proteina (adaptado de ABAD et al,
2010, NIERMAN et al, 2005 e TEKAIA; LATGE, 2005).

A catalase tem a funcao de catalisar a converséo de peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio. O fungo possui trés catalases ativas, sendo uma produzida pelo
conidio (CatA) e duas pelo micélio (Catl e Cat2), sendo que Cat2 foi caracterizada

como bifuncional (catalase-peroxidase) (PARIS et al, 2003; NIERMAN et al, 2005). A
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catalase conidial ndo é considerada fator de viruléncia, diferentemente das duas
miceliais, que ao serem deletadas conferiram viruléncia reduzida em ratos
imunossuprimidos (PARIS et al, 2003).

O sistema tiorredoxina compreende oxidoredutases (tiorredoxina e
tiorredoxina redutase) envolvidas em muitos processos celulares, como reparo de
proteinas danificadas, sintese de desoxirribonucleotideos e detoxificagdo de EROs.
Caracterizada pela presenca de duas cisteinas em seu sitio ativo, sua principal
funcdo € a manutencdo do estado reduzido de proteinas que apresentam grupos
sulfidrila livres (HOLMGREN, 1989) facilitada pela capacidade de ciclar entre seu
estado dissulfeto (oxidado) e ditiol (reduzido) (THON et al, 2007).

As peroxirredoxinas formam uma familia de peroxidases responsaveis pela
reducdo de peroxidos endogenos, como H,O,, peroxinitrito (OONO’) e outros
hidroperoxidos organicos (CHAE; RHEE, 1994; HOFMANN; HECHT; FLOHE, 2002).
Também denominadas tiorredoxina peroxidases, sdo encontradas no citosol, em
mitocbndrias, cloroplastos e peroxissomos (WOOD et al, 2003). Com cisteinas como
sitios priméarios para a funcéo redox, sao classificadas em dois grupos de acordo
com o0 numero de cisteinas envolvidas na catalise, as 1-Cys e 2-Cys
peroxirredoxinas (CHAE; CHUNG; RHEE, 1994). Estas ultimas sdo divididas em
tipicas e atipicas de acordo com suas estruturas e seus mecanismos de acéo
(WOOD et al, 2003).

Em A. fumigatus é encontrada a 1-Cys peroxirredoxina (Prx1) (CADRE),
intimamente relacionada a atividade da tiorredoxina. A cisteina peroxidatica da Prx1
reduz H,O, a H,O e seu estado reduzido é novamente alcancado a partir da

tiorredoxina (KOHARYOVA; KOLAROVA, 2008). Assim, a importancia da
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tiorredoxina na resisténcia de A. fumigatus aos neutrofilos humanos também esta
associada a acao direta de Prx1 na detoxificacdo de H,O, (LEAL JR. et al, 2012).

O sistema glutationa/glutarredoxina compreende oxidoredutases com
funcdes semelhantes ao sistema tiorredoxina, e esta envolvido na manutencdo do
ambiente intracelular reduzido (GRANT, 2001). A glutationa € um composto tidlico
abundante no meio intracelular e os niveis de sua forma reduzida sdo mantidos pelo
balanco entre sintese e reducdo. E sugerido que em diversos organismos a
glutationa € também responsavel pela resisténcia aos S-nitrosotiois, peroxinitrito e
radical NO (KAPLAN et al, 1996; NEWTON et al, 1996) e que se constitui em cofator
para diversas enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidases e glutarredoxinas
(GRANT, 2001). Visto que as EROs participam de varios processos celulares, como
transducéo de sinal, diferenciacdo, crescimento, proliferacdo e morte celular, o papel
de detoxificacdo das mesmas pelos sistemas tiorredoxina e glutationa/glutarredoxina
0os tornam responsaveis indiretos pela regulacdo dessas atividades
(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007). Recentemente foi sugerido o papel do
sistema glutationa/glutarredoxina no metabolismo de ferro, sendo que concentracdes
tracos de glutationa seriam suficientes para esta funcdo, diferentemente de seu
papel no controle redox, onde grandes concentragcbes do peptideo seriam

necessarias (KUMAR et al, 2011).

1.8 Oxidase alternativa (AOX) como sistema antioxidante

Além dos mecanismos de defesa citados acima, A. fumigatus utiliza a
enzima AOX, um sistema antioxidante também usado por outros fungos,
protozoarios e plantas, que reduz a producéo interna de EROs em condi¢cdes de

estresse oxidativo (BAl; HARVEY; MCNEIL, 2003; MOORE et al, 2002). Ausente em
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mamiferos, seu gene foi identificado em cordados, moluscos e nematodos
(MCDONALD; VANLERBERGUE, 2004), sendo que as AOX de varios grupos
taxondbmicos mostram residuos de aminoacidos-chave conservados na regido
central da proteina (MCDONALD; AMIRSADEGHI; VANLERBERGHE, 2003).

A ativacdo da AOX em fungos ocorre na transi¢cao para a fase estacionaria e
em condi¢des de estresse (BAI; HARVEY; MCNEIL, 2003). Em A. fumigatus, a AOX
foi caracterizada através de seu recombinante expresso em E. coli, gue ndo possui
quinol:citocromo c¢ oxido-redutase, bem como alguns componentes da cadeia de
transporte de elétrons (e.g. desidrogenases e oxidases) (UNDEN; BOGAERTS,
2006). Ela € uma enzima de 40 kDa codificada por um gene (aoxA) de 1.173 pares
de bases que apresenta 1.059 ORFs, sendo que sua sequéncia de aminoacidos
apresentou significativa identidade com as sequéncias da mesma enzima de A.
niger, Neurospora crassa e Podospora anserina (KIRIMURA; YODA; USAMI, 1999;
LI et al, 1996; LORIN et al, 2001; MAGNANI et al, 2007). Sua expressao em S.
cerevisiae também mostrou uma enzima funcional, uma vez que a cepa cresceu em
ambiente com cianeto (MAGNANI et al, 2007), fato nhormalmente impossivel pela
auséncia da respiracao cianeto-resistente na levedura (MINAGAWA; YOSHIMOTO,
1987).

Além disso, a fungdo da AOX certamente envolve a defesa antioxidante,
demonstrado pelo aparecimento da respiragcao resistente ao cianeto e expressao de
Afaox em conidios tratados com menadiona e paraquat, ambos formadores de
EROs (MAGNANI et al, 2007). Esta hipotese € corroborada com a resposta as
condicdes de estresse oxidativo in vitro e ao killing de macréfagos obtida com o
silenciamento dos genes aoxA e albl, este Ultimo responsavel pela poliketide

synthase (envolvida com a biossintese de melanina) (MAGNANI et al, 2008). Este
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fator € importante ao se tratar de A. fumigatus por interferir em sua sobrevivéncia
aos macrofagos (PAPA; SKULACHEV, 1997) e em sua patogenicidade (MAGNANI

et al, 2008).

1.9 PCR em tempo real

Dentre as técnicas de amplificacdo e quantificacdo de sequéncias
especificas de acidos nucleicos mais sensiveis esta a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (PCR em tempo real). A partir da combinacdo entre
fluorescéncia e um sistema de deteccédo, a formacédo dos produtos € acompanhada
em tempo real, ndo sendo necessarias outras técnicas para confirmacdo do
resultado. Diferentemente de outras metodologias para a avaliacdo de expressao
génica, as situacdes em que pode ser empregada sdo variadas, a quantidade de
amostras utilizadas é pequena, possui alta sensibilidade e dispensa menos trabalho
(YUAN; ANG; STEWART JR., 2008). Além disso, diferente da PCR convencional,
cujo produto final € detectado por eletroforese, ndo permitindo quantificacéo precisa
do mesmo, a PCR em tempo real quantifica o nimero de coOpias do gene de
interesse obtidas em cada ciclo. Isto se d& através da deteccdo da fluorescéncia
durante cada ciclo, uma vez que a quantidade de fluorescéncia é proporcional a
guantidade de produto de PCR.

Como marcadores fluorescentes pode-se ter corantes que se ligam a DNA
dupla fita (como SYBR Green) ou sondas sequéncia-especificas marcadas
(TagMan® e Molecular Beacons, por exemplo), mais especificas. Apesar do sistema
SYBR ser o mais barato entre os sistemas de deteccdo, sua forma de acdo permite
ligacdes inespecificas a qualquer dupla fita de DNA, seja o alvo de interesse,

dimeros ou produtos de PCR néo especificos. As sondas especificas, por sua vez,
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sdo desenhadas de acordo com a sequéncia do gene de interesse e se baseiam na
liberacdo do marcador fluorescente existente na por¢cdo 5 da sonda apds a
amplificacdo, a qual o separa de seu inibidor localizado na porgao 3’ (quencher).
Assim, a fluorescéncia s6 é emitida se houver amplificacdo especifica da sequéncia
de interesse.

A fluorescéncia gerada com a amplificacdo € convertida em resultados pelo
software associado ao termociclador. Ao se analisar o resultado de uma PCR em
tempo real, a fase exponencial de amplificacdo fornece um valor de intensidade de
fluorescéncia acima do background e muito abaixo do platd, denominado limiar ou
threshold. A quantidade de ciclos necessaria para que cada amostra emita
fluorescéncia suficiente para atingir este limiar € o chamado ciclo de quantificacéo
(Cy) (LEFEVER et al, 2009). Usado no calculo da quantidade de acido nucleico
inicial de cada amostra, o Cy é inversamente proporcional a quantidade de alvo
existente na amostra (POLONI, 2009). E a partir deste valor que sio realizadas as
quantificacoes.

Com a PCR em tempo real h& a possibilidade de se realizar quantificaces
absolutas ou relativas. Na quantificacdo absoluta, o nimero de cépias do gene de
interesse € determinado através de uma curva padrdo, construida a partir de
concentracdes conhecidas de acidos nucleicos. A quantificacéo relativa se baseia na
analise das amostras através de sua comparacdo com uma amostra calibradora
apos a normalizacdo de todas com um gene de referéncia, geralmente um gene
constitutivo.

As analises estatisticas e o desenho experimental sdo a base para a

reprodutibilidade e precisdo dos resultados. Dentre esses fatores encontram-se a
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boa qualidade do cDNA a ser usado, replicacdo dos resultados entre as amostras

iguais e a presenca de controles internos e externos (KLEIN, 2002).



2. Objetivos



Objetivos 24

2.1 Objetivo

Avaliar os niveis de transcricdo dos genes de A. fumigatus na auséncia e
presenca de diferentes agentes pro-oxidantes, em cepa controle e nocaute para
oxidase alternativa, com énfase em genes de componentes da cadeia de transporte

de elétrons e de enzimas antioxidantes.

2.2 Planejamento

Em cepa CEAL17 (controle) e AaoxA (nocauteada para oxidase alternativa),
nas fases de germinante e hifa:

A. Avaliar os niveis de transcricdo de genes responsaveis por enzimas que
compdem a cadeia de transporte de elétrons na presenca de pré-oxidantes;

B. Avaliar os niveis de transcricdo de genes responsaveis por enzimas
antioxidantes na presenca de pré-oxidantes;

C. Avaliar as possiveis diferencas nos niveis de transcricdo de um mesmo
gene obtidos com diferentes pré-oxidantes;

D. Avaliar possivel efeito da auséncia de oxidase alternativa nos niveis de
transcritos de enzimas da cadeia de transporte de elétrons e de enzimas
antioxidantes;

E. Avaliar a atividade das enzimas catalase e oxidase alternativa e analisar

possivel congruéncia com o perfil de transcricdo dessas enzimas.
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3.1 Cultura celular

A cepa CEAL7 pyrG’ de A. fumigatus e o mutante AaoxA, deletado para o
gene da oxidase alternativa, foram cedidos pelo Prof. Dr. Gustavo Henrique
Goldman da FCFRP-USP. O mutante foi construido a partir de A. fumigatus cepa
CEA17 com auxotrofia para uracila (GRAHL et al, 2012) pelo grupo do Prof. Dr.
Robert A. Cramer Jr. da Montana State University, Estados Unidos.

As cepas CEA17 pyrG* e AaoxA foram cultivadas em meio solido YAG.
Ambas foram mantidas por 4 dias a temperatura de 30°C. Depois do crescimento, 0s
conidios foram recuperados com PBS/Tween 20 0,01% (v/v) e filtracdo em |a de
vidro. As suspensfes obtidas foram mantidas a 4°C para estoque ou utilizadas para

experimentos.

3.2 Isolamento do DNA gendmico (DNAQ)

O DNA de A. fumigatus foi extraido pelo método descrito por VAN BURIK et
al. (1998) com modificacdes. Para a producdo de micélio, 2 x 10’ conidios de A.
fumigatus foram inoculados em meio YG acrescido de KH,PO, 100 mmol/L e
incubados por 16 horas a 30°C, com agitacdo de 200 rpm. Os micélios foram
coletados por filtragdo a vacuo, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e
triturados com gral e pistilo. Cerca de 40 mg de micélio foram adicionados a 500 uL
de tampdo de extracdo de DNA, sendo incubados overnight a 56°C. Apds este
periodo, foi adicionado um volume igual de fenol em cada amostra e estas foram
agitadas por 10 minutos. Para sedimentar as proteinas e debris celulares, as
amostras foram centrifugadas a 20.800 x g por 5 minutos a 4'C, sendo a fase

aquosa transferida para um novo tubo de microcentrifuga. A adicdo de fenol e
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subsequente centrifugacdo foram repetidas mais duas vezes, para minimizar a
contaminacdo do produto final com proteinas. Em seguida, a fase aquosa foi
adicionado cloroformio na mesma quantidade. As amostras foram agitadas e
centrifugadas a 20.800 x g por 5 minutos a 4°C, sendo a fase aquosa superior
transferida para outro tubo de microcentrifuga. A adicdo de cloroférmio seguida de
centrifugacdo foi repetida mais duas vezes para reduzir a contaminagao por
carboidratos. Em seguida, a fase aquosa foi adicionado acetato de sédio pH 5,2 para
uma concentracdo final de 0,3 mol/L e 2 vezes o volume de etanol absoluto e
incubou-se as amostras overnight a -20°C. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 20.800 x g por 20 minutos a 4 C e seus sedimentos lavados duas
vezes com etanol 70% (v/v). Estes foram mantidos a temperatura ambiente por 30
minutos para total evaporacdo do etanol e ressuspensos em agua Milli-Q estéril. A
concentracdo do DNA foi determinada espectrofotometricamente em comprimento
de onda de 260 nm e sua pureza, através da razao 260 nm / 280 nm, sendo
utilizadas apenas as amostras que obtiveram razdes iguais ou acima de 1,90. Estas

determinacdes foram obtidas através de NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

3.2.1 Reacgbes em cadeia da polimerase (PCR)

As amplificacdes foram realizadas de acordo com Saiki et al (1985). 1 uL de
DNAg extraidos ou DNA complementares (cDNAS) sintetizados foram incubados em
meio contendo MgCl, 1,5 mmol/L, primer forward 0,4 pmol/L, primer reverse 0,4
pmol/L, dNTP 0,2 mmol/L e tampdo 10X (KCI 50 mmol/L, Tris-HCI 10 mmol/L pH
8,4), em volume final de 50 yL. Em seguida foi desnaturado através de incubagao
por 2 minutos (para cDNA) ou 5 minutos (no caso de DNAg) a 94°C. A reacéo foi

iniciada pela adicdo da enzima Taq DNA polimerase recombinante 1 U (Phoneutria).
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As condi¢des de reagcdo para os oligonucleotideos dos genes aoxA e pyrG, para
verificacdo da delecdo do gene da AOX, foram de temperatura de desnaturacédo de
94°C por 45 segundos, temperatura de anelamento de 60°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com repeticdo de 35 ciclos. As condi¢cfes para a
PCR utilizando o0s oligonucleotideos do gene da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (gapdh), para verificacdo da sintese de cDNA utilizado nos ensaios
de PCR em tempo real, foram: temperatura de desnaturacéo de 94°C por 1 minuto e
30 segundos, seguida de temperatura de anelamento de 58°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com repeticdo de 30 ciclos. O
equipamento utilizado foi um controlador termal programéavel (Mastercycler Gradient

Eppendorf).

3.2.2 Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses em gel de agarose foram realizadas de acordo com
Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). Os géis de agarose 1% (p/v) foram preparados
com tampé&o TAE e as amostras foi adicionado tampéo de amostra. As eletroforeses
foram processadas em uma cuba contendo tampé&o TAE, utilizando 90 V durante 60
minutos. Os géis foram corados por imersdo em uma solugéo contendo brometo de

etideo 0,25 pg/mL por 10 minutos, e em seguida lavados com agua deionizada.

3.3 Uso de glicose oxidase para formacéo de peroxido de hidrogénio em meio
de cultura (Apéndice 2)
Conidios de A. fumigatus CEA 17 crescido em meio YAG foram recuperados

com PBS/Tween 20 0,01% (v/v) e filtragcdo em |a de vidro. Em erlenmeyers de 250
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mL adicionou-se 20 mL de meio YG pH 7,0 acrescido de KH,PO4 100 mmol/L e 4 x
10® conidios. Ap6s a inoculacdo do fungo, adicionou-se glicose oxidase (GO) de A.
niger (Sigma-Aldrich) 40 mU/mL (ZHANG et al, 2008). Como controles foram
utilizadas amostras contendo somente o fungo e somente a enzima.

Em seguida, as culturas, em triplicata, foram mantidas sob agitacdo de 200
rom por até 8 horas a 30°C. Aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 4, 6 e 8
horas para avaliagdo do consumo de glicose do meio pela enzima, do pH da cultura
durante a atividade enzimatica e da degradacdo do peroxido de hidrogénio pelo

fungo.

3.3.1 Avaliacdo do consumo de glicose pela glicose oxidase

As aliquotas retiradas das culturas nos diferentes tempos foram
centrifugadas a 13.000 x g por 5 minutos a 4°C para sedimentar os conidios. Em
seguida, foram diluidas para uma concentracdo 10 vezes menor e 10 pL dessas
solugdes foram utilizados para a determinacdo da concentracdo de glicose presente
no meio, utilizando o kit Glicose HK Liquiform (Labtest Diagnéstico). De acordo com
as orientacdes do fabricante, a amostra foi diluida em 1 mL do reagente de trabalho
e colocada em banho-maria durante 5 minutos a 37°C juntamente com o branco e a
solucdo padrdo. As absorvancias foram determinadas a 340 nm em

espectrofotometro BTS-310 (BioSystems), acertando o zero com o branco.

3.3.2 Avaliacéo do pH da cultura durante a atividade da glicose oxidase
As aliquotas obtidas com os diferentes tempos foram centrifugadas a 3.200 x
g por 5 minutos a temperatura ambiente para sedimentar os conidios. O pH foi

imediatamente determinado através de pHmetro.
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3.3.3 Avaliacédo da formacéao de peroxido de hidrogénio por glicose oxidase e
sua degradacéao por A. fumigatus

A determinacdo da formacdo de peroxido de hidrogénio foi detectada pela
sonda Amplex Red (Molecular Probes). Apos centrifugacdo das amostras a 3.200 x
g por 5 minutos a 4'C, os sobrenadantes foram transferidos para outro tubo. Para
cada 2 mL dos sobrenadantes foram adicionados horseradish peroxidase (HRP) 1
mU e Amplex Red 50 pumol/L. A determinacdo da fluorescéncia foi realizada com

excitacdo a 563 nm e emissdo a 587 nm em espectrofluorimetro Hitachi-F4500.

3.4 Exposicao de A. fumigatus aos agentes pré-oxidantes

4 x 10° conidios de A. fumigatus das cepas CEA17 e AaoxA foram
inoculados em 200 mL de meio YG/KH,PO4 100 mmol/L pH 7,0 e incubados sob
agitacado de 200 rpm por 8 horas a 30°C na presenca de menadiona 0,05 mmol/L,
paraquat 1 mmol/L ou GO 40 mU/mL, compostos pro-oxidantes geradores EROs.
Para micélios, ambas as cepas foram incubadas em mesmo meio de cultura por 16
horas antes do tratamento com os pré-oxidantes. Todas as culturas foram mantidas
em erlenmeyers de 1 L e protegidas da luz.

ApOs a exposicao aos pro-oxidantes, os germinantes foram coletados por
centrifugacédo de 1811 x g por 5 minutos a 4°C e lavagem com PBS. Os micélios
foram coletados por filtracdo a vacuo. Imediatamente ap0s a coleta, todas as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C para posterior

extracdo de RNA.
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3.5 Viabilidade de germinantes de A. fumigatus CEA17 e AaoxA por citometria
de fluxo

Cerca de 5 x 10° conidios de CEA17 e AaoxA foram incubados a 200 rpm
por 8 horas a 30°C com os agentes pré-oxidantes descritos acima na auséncia de
luz. Em seguida, foram centrifugados a 20.600 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente e lavados duas vezes com PBS.

Os germinantes foram ressuspensos em 200 yL de solucdo dextrose-hepes
contendo 2,5 pmol/L da sonda FUN® 1 (Molecular Probes) e incubados na auséncia
de luz, sob agitacdo, por 30 minutos a 37°C. A adicdo de iodeto de propidio (PI) 0,5
pmol/L foi realizada no momento imediatamente anterior ao inicio das aquisicfes
celulares.

As células foram analisadas em citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences), no qual foram adquiridos 10.000 eventos para cada analise realizada.
Como parametros foram determinados o volume (Forward Scatter ou FSC) e a
complexidade interna das células (Side Scatter ou SSC), sendo os dados analisados

pelo software CellQuest Pro 3.3 (BD Biosciences) .

3.6 Extracédo de RNA

As células obtidas como descrito anteriormente (item 3.4) foram rompidas
por maceracdo em gral e pistilo previamente lavados com agua-DEPC e
autoclavados, utilizando nitrogénio liquido. A massa obtida foi imediatamente
homogeneizada com 1 mL de TRIzol® (Invitrogen) para a extracdo do RNA de

acordo com as recomendacdes do fabricante.



Metodologia 32

A determinacdo da concentracdo de RNA foi realizada
espectrofotometricamente através de NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Para
verificar a integridade do RNA, 10 ug do RNA total de cada tratamento foram
aplicados em gel de agarose 1,2% (p/v) com 2,2 mol/L formaldeido utilizando &cido
3-(N-morfolino)propanosulfonico (MOPS) 1X como tampdo de corrida. O gel foi
corado com brometo de etidio e visualizado em luz UV. A presenca de bandas
intactas, referente aos RNAr 28 S e 18 S, foi utilizada como critério para verificar a
qualidade da extragdo. As amostras de RNA foram tratadas com DNase (Promega).
Em seguida realizou-se a purificacdo do RNA obtido com o kit RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) utilizando o protocolo de purificagdo de RNA total de fungos filamentosos
determinado pelo fabricante. Esta purificacdo permite a retirada de carboidratos

contaminantes e de RNAs menores que 200 pb.

3.7 Desenho de oligonucleotideos para PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram oligonucleotideos LUX™
(Invitrogen) desenhados no programa D-LUX™ Designer Software (INVITROGEN).
A sonda FAM foi escolhida para todos os oligonucleotideos marcados (Tabela 1).

A escolha de cada um dos iniciadores foi determinada pela auséncia de
alinhamentos em mais de uma regido do gene para o qual foi desenhado ou em
regido de outro gene do A. fumigatus, analisados através dos softwares BLASTView
(CADRE) e blastn suite (NCBI). Também foram verificadas a formagéo de dimeros e
a temperatura de dissociacdo de cada oligonucleotideo através do software gratuito

Gene Runner, obtido online.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para PCR em tempo real
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Oligonucleotideos

Sequéncia

Succinato desidrogenase,
subunidade flavoproteina
(AFUA_3G07810)

5 cggagGAAGATGGATGCAGTCTCIFAMIG 3
5 AGCTTCTGCACGAGCGTCTG 3’

Isocitrato desidrogenase, dependente de NAD
(AFUA_1G12800)

5 cggagaTGTTTCCCTTAACCTTACTCTC[FAM]G 3’

5 CAAGTTCGCAAACAGGTTGAAA 3

Citocromo C oxidase subunidade V
(AFUA _5G10560)

5 cgcttCACCAACGAGTACGCTAAG[FAMIG 3’
5 CCTCGTAGCCCTCACTGCTGAC 3’

Precursor da subunidade ferro-enxofre da
ubiquinol-citocromo C redutase
(AFUA_5G10610)

5’ cggcTTTCTCCTACTTCATGGC[FAM]G 3
5 AACAGTAGCCTTGGCACCAACA 3

Proteina que confere sensibilidade a
oligomicina na ATP sintetase, putativa
(AFUA_2G12400)

5’ cgcaaATGATGCTGGTCAGCTTG[FAMI]G 3’
5 TCTCTCCAGCCTCGCTCAGAC 3

NADH desidrogenase subunidade 23 kDa —
Complexo | (AFUA_1G06610)

5 CggcaTGTCACTGTGGTATCGC[FAM]G 3’
5 AGAGTCCCAACCGTCGCAGAG 3’

NADH-ubiquinona oxidorredutase subunidade
64 kDa, putativa - NADH alternativa externa
(AFUA_2G05450)

5’ cggcATGTCACTGTGGTATCGC[FAMIG 3’
5 AGAGTCCCAACCGTCGCAGAG 3

NADH desidrogenase alternativa — NADH
alternativa interna (AFUA_1G11960)

5 cggcTACAGAGAACGTCTGGGC[FAMIG 3’
5 TGGGCAGTGGGTGCATAGTT 3’

Oxidase Alternativa - AOX
(AFUA_2G05060)

5 cggcCAAAGAATACTTTCCTCCGC[FAMIG 3’
5 ATGAACCCAGGCCGTCTCAAC 3’

Peptideo RCI de resposta ao estresse,
putativa (AFUA_5G03230)

5 cgggATAGAAAGCATGGATGTGACC[FAM|G 3’
5 ATGATTTCGGGTTGTAGTGTGGA 3’

Citocromo C peroxidase, putativa
(AFUA_4G09110)

" cggaaCTCCTACTACCTCCTCCTTCI[FAM]G 3’
"CCCTGAGCTGGGAGAGCAAA 3’

Tiorredoxina — Trx1
(AFUA_3G14970)

’ cggaaCTAAGCAGTCTACAAGCATTC[FAM]G 3

" GTAGGCGTCCACCAGCACCAG &

Cu, Zn superoxido dismutase - SOD1
(AFUA_5G09240)

"GTCATTGCTGTCCTCCGTGGT &

Mn superoxido dismutase - SOD2
(AFUA_4G11580)

" cggtgTGTGATTGAGGTGACCACIFAM]G 3’

5
5
5
5
5’ cgagaCGGTGGTGGGAGAGTTCT[FAMIG 3
5
5
5 GTCGTACAGAGCCTCGTTGTCG 3’

Mn superoxido dismutase - SOD3
(AFUA_1G14550)

5’ cggatTCACTAACCAACCCCATCI[FAMIG 3’
5 TTCAAGGATGCTTTCAACACGA &

Cu, Zn superéxido dismutase citosdlica -
Cu,Zn SOD (AFUA_1G11640)

5 cggcTGACAAATGACAATGACGC[FAMIG 3’
5 CGCAGGGTCGTGTTCTGTCT 3’
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Catalase micelial - Catl 5 cggttAGAAACGAGTGGCAAAACIFAMIG 3
(AFUA_3G02270) 5 GTCGCAGGAAGCAGAGGTAGTTC ¥
Catalase-peroxidase bifuncional - Cat2 5 cggtgCCTGCTGGACATGAACACIFAMIG 3
(AFUA_8G01670) 5 GTCGCTGCCCTCGAACAACT 3’
Catalase esporo-especifica - CatA 5’ cggacaAGCTCTTCTACAACTCAATGTCIFAM]G 3
(AFUA_6G03890) 5 AAGCTGAAAGCCTTCTTCATGTG ¥

Glutarredoxina - Grx1
(AFUA_1G06100)

"cggaaCGCATTCTGAATCTCTCTTC[FAM]G 3’
' CCAGCAAGAAGACGCTCAAGG 3’

Peroxirredoxina mitocondrial - Prx1
(AFUA_4G08580)

"cgcaTACAGGTGGGCAATCTTGI[FAMIG 3’
' GTCAATGGCTCCAAGCTCACC 3’

Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase -
Gapdh (AFUA_5G01970)

" cggcGACTGGTGCTGCTAAGGCIFAM|G 3

5
5
5
5
5
5 CGGAGACGTTGGAGGTAGGAAC 3’

3.8 Uso de gPCR para a avaliagcdo de genes diferentemente transcritos em A.

fumigatus CEA17 e AaoxA expostos a diferentes pro-oxidantes

3.8.1 RT-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase - transcriptase reversa)

Aproximadamente 3 pg RNA livre de DNA eluido em agua-DEPC foi
submetido a reacdo de RT-PCR para a sintese de cDNA pela enzima SuperScript Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen) de acordo com as orientacdes do fabricante.

Em um microtubo foram adicionados 0,01 umol dNTP 10 mmol/L, 0,5 ng
oligo (dT)12-18 0,5 ng/mL e 3 ng de RNA. Cada amostra foi incubada por 5 minutos a
65°C e entdo colocada no gelo por pelo menos 1 minuto.

Em seguida, foram adicionados 10X First-Strand Buffer (contendo Tris-HCI
250 mmol/L pH 8,3, KCI 375 mmol/L e MgCl, 15 mmol/L) para concentragéo final
igual a 2X, DTT 0,1 umol, RNAse OUT 40 U e SuperScript Il RT 200 U. Apds serem
misturados gentilmente, foram incubados por 50 minutos a 50°C. A reacédo foi

inativada por incubacao de 15 minutos a 70°C.
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3.8.2 Reacédo de gPCR

A quantificacdo relativa dos niveis de expressao dos genes selecionados foi
realizada em sistema Realplex 4S (Eppendorf).

As possiveis variagcdes na concentracao inicial de RNAm entre as amostras
foram corrigidas através da normalizacdo com 0 gene constitutivamente expresso
gapdh.

As reacfes de PCR foram realizadas em triplicata com volume final de 10 pL
contendo 5 pL do reagente TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1,5 pL dos oligonucleotideos a concentracdo de 1 pmol/L cada e 2 pL
de cDNA. Estas reacdes foram montadas em estacao robotizada epMotion 5070
(Eppendorf). O perfil termal utilizado foi de 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos
e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos 60°C por 1 minuto. Foram realizados controles
contendo apenas o reagente Master Mix e os oligonucleotideos para verificacdo de
contaminacgdes e auto-fluorescéncia dos oligonucleotideos marcados.

Inicialmente foram realizadas curvas de calibragdo para os pares de
oligonucleotideos com diferentes concentracdes de DNA gendmico. A quantidade
inicial do numero de coépias dos genes de interesse utilizada na construcdo das
curvas de calibracdo foi determinada através de duas consideracdes: A. fumigatus &
um organismo haploide e, portanto, os genes investigados sdo representados uma
anica vez no genoma. Além disso, considerando que o tamanho do genoma ¢ igual
a 29,4 Mb (NIERMAN et al., 2005), um genoma corresponde a aproximadamente 30
fg (10" gramas). Portanto, teoricamente, cada 30 fg de DNA genémico de A.
fumigatus correspondem a uma copia de cada um dos genes do fungo.

Desta forma, foram realizadas reac6es com diferentes diluicdes (Tabela 2)

do DNA gendmico do fungo e, por meio de regresséo linear realizada pelo software
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Realplex 2.2, foi determinada a equacdo da reta correspondente a curva de
calibracdo para cada par de oligonucleotideo. Foram utilizadas as curvas que

atingiram coeficiente de determinacdo (R?) maior que 0,9.

Tabela 2 - Diluicdes do DNA gendmico para a construcdo da curva de calibracao

dos oligonucleotideos

NUumero de cépias/uL Concentracao de DNA

1 30 fg/uL

10 300 fg/uL

107 3 pg/uL

10° 30 pg/uL

10* 300 pg/pL

10° 3 ng/uL

10° 30 ng/pL

10’ 300 ng/pL

Uma vez estabelecido o slope através das equacgfes obtidas com as curvas
de calibracédo, as eficiéncias (E) de cada reacado de amplificacdo foram calculadas

como descrita por Rasmussen (2001) segundo a equacao:

E=10 [-1/slope]

em que,
slope = é o coeficiente de regresséo da curva de calibragédo
Para a determinacdo do nivel de transcritos relativo dos produtos de gPCR

utilizou-se o modelo proposto por Pfaffl (2001):
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)Aan,vo (controleamostra)

Razdo = Eano
(E

ACUyerendia (CONtroleamostra)
referén cia)

em que,
Razé&o = é o nivel de transcritos relativo entre o gene alvo e o gene de referéncia;
Eavo = € a eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real do gene alvo;

Ereferancia = € a eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real do gene de referéncia,
ACQqano = € desvio de (Cq do controle — amostra do gene alvo transcrito);

ACQreferencia = € desvio de (Cqg do controle — amostra do gene de referéncia

transcrito).

Assim, a razao entre os transcritos dos genes de interesse e 0s transcritos
de gapdh determinou o nivel de transcritos relativo de cada gene estudado. A média
de Cq das amostras de CEA17 sem tratamento foi utilizada como grupo controle

(calibrador) para as comparacdes entre 0s outros grupos amostrais.

3.9 Determinacédo da atividade enzimética de oxidase alternativa e catalase em

A. fumigatus exposto a menadiona

3.9.1 Exposicgao de A. fumigatus a menadiona

Conidios de A. fumigatus CEA 17 e AaoxA foram recuperados de meio
sélido com PBS/Tween 20 0,01% (v/v) e filtracdo em |a de vidro. O procedimento
para a exposicdo celular a menadiona, bem como sua concentracdo, foi 0 mesmo
citado no item 3.4. Apenas o volume de cultura celular utilizado foi diminuido para

100 mL com 2 x 10° conidios inoculados em erlenmeyers de 500 mL, protegidos da
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luz. Ambas as fases de desenvolvimento celular (germinantes e hifas) foram
utilizadas.

Apés a exposicdo a menadiona, os germinantes foram coletados por
centrifugacéo (1811 x g por 5 minutos a 4°C) e lavados com PBS. As hifas foram
recuperadas por filtracdo a vacuo. Imediatamente apos a coleta, todas as amostras
foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C para posterior preparo de
extrato proteico total quando utilizadas para ensaio de catalase. Para a
determinacao da atividade de AOX, as amostras foram ressuspensas em meio YG +
KH,PO, 100 mmol/L acrescido de 3,8 pL PIC/ 1g de massa seca de células e
imediatamente utilizadas. Neste caso, o volume de ressuspensao foi igual para cada

amostra correspondente a mesma fase de desenvolvimento.

3.9.2 Influéncia de AOX na velocidade de consumo de oxigénio

A velocidade de consumo do oxigénio foi monitorada polarograficamente por
oxigrafo acoplado a eletrodo do tipo Clark (Gilson Medical Eletronics). Os
parametros respiratérios foram determinados de acordo com Chance e Williams
(1956). Em cémara com volume final de 1,8mL de meio YG + KH,PO, 100 mmol/L
foram verificadas as velocidades inicial e apos a adicdo de KCN 2 mmol/L e SHAM 2
mmol/L. A velocidade de consumo de oxigénio foi calculada em relacdo a
concentragdo do extrato proteico total e ao volume celular adicionado a camara de

respiracao, sendo os resultados dados por micrograma de proteina.

3.9.3 Obtencéao de extrato proteico total
As células obtidas como descrito anteriormente (item 3.9.1) foram rompidas

utilizando nitrogénio liquido em gral e pistilo previamente autoclavados. A massa
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obtida foi imediatamente pesada e homogeneizada com tampao de extracdo de
proteina na proporcdo 10 mL / 4 g de massa celular seca. Em seguida, as amostras
foram sonicadas 10 vezes por 10 segundos (amplitude de 50%), com intervalos de 1
minuto a 4°C entre cada sonicacao.

As suspensodes foram centrifugadas a 18.500 x g por 30 minutos a 4°C para
a remocao de debris celulares e os sobrenadantes foram utilizados para os ensaios
de atividade da catalase, sendo estocados a -20°C. A concentracdo de cada extrato
proteico total foi determinada pelo método de BCA, utilizando o kit Pierce® BCA

Protein Assay (Thermo Scientific) de acordo com as especificagcées do fabricante.

3.9.4 Atividade de catalase

A atividade de catalase foi determinada através do Amplex® Red Catalase
Assay kit (Molecular Probes) de acordo com as orientacbes do fabricante. A
interacdo de Amplex Red com H,O,, ndo decomposto pela catalase presente no
extrato proteico total, leva a formacéo de resorufina, um produto fluorescente.

Em placa de 96 pocos, as amostras de extratos proteicos de A. fumigatus,
em triplicata, foram incubadas na presenca de 20 pmol/L H,O, por 30 minutos a
25°C protegidas da luz. Em seguida foram adicionados Amplex Red 25 umol/L e
HRP 0,1 U/mL. Apo6s incubacdo por 30 minutos a 37°C a fluorescéncia foi
determinada utilizando o leitor de microplaca Synergy 2 (BioTek®) com excitacao a
530 nm e emisséao a 590 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas.

Os valores de fluorescéncia das amostras foram subtraidos do obtido com a
amostra “branco” (sem catalase), determinando os valores correspondentes ao
consumo do peréxido pela catalase presente nos extratos proteicos. A partir da

equacdao da reta obtida com a curva de calibracdo da catalase (de 0 a 1000 mU/mL),
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foram calculadas as concentracfes da enzima em cada amostra. A divisdo dessas
concentracfes pela concentracdo proteica dos extratos totais permitiu a

determinacao da atividade especifica de cada amostra.

3.10 Analises estatisticas

As analises realizadas para a determinacdo da viabilidade celular na
presenca dos pré-oxidantes basearam-se na analise de variancia de uma via,
utilizando o pos-teste de Tukey para comparacfes multiplas. Para isto foi utilizado o

programa GraphPad Prism" 5.

As analises descritivas para qPCR e atividade especifica da catalase foram
realizadas por meio de procedimento PROC MEANS do programa Statistical
Analysis System, versdo 8.1 (SAS, 1999), visando obter as estatisticas descritivas
para as diferentes variaveis avaliadas, bem como, a verificacdo das pressuposicdes

anteriores as analises inferenciais propriamente ditas.

Os dados relativos aos niveis de transcritos das enzimas obtidos por meio
do gPCR foram analisados considerando-se as cepas e 0s tratamentos por meio da
analise de variancia, utilizando o procedimento PROC MIXED, do programa acima

citado, de acordo com o modelo estatistico abaixo:

Yik =+ Fi+ Ti+ FTj+ e
em que,
yik = € 0 nivel de transcrito para a enzima em questdo, observado na amostral k, no

tratamento |, pertencente a cepa i;
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u = constante inerente a todas as observacgoes;

Fi = efeito de i-ésima cepa, sendo i = 1 (CEAL7) e 2 (AaoxA);

T; = efeito do j-ésimo tratamento, sendo j = 1 (controle), 2 (menadiona), 3 (paraquat)
e 4 (glicose oxidase);
ejk = efeito aleatorio residual associado ao nivel de transcrito para a enzima em

questédo, observado na amostral k, no tratamento j, pertencente ao fungo i;

Em caso de resultados significativos (P < 0,05) para as fontes de variacdes
avaliadas nas andlises de variancia anteriormente citada, adotou-se como
procedimento para comparagdes multiplas o Teste de Tukey e a seguinte estratégia:
() em caso de somente efeito(s) principal(is) significativo(s), utilizou-se como
procedimento de compara¢des multiplas o modelo descrito acima; (ii) em caso de
interacdes significativas, procedeu-se os desdobramentos das diferentes cepas
dentro de cada tratamento avaliado, bem como o desdobramento dos tratamentos
dentro de cada cepa avaliada. Nestas analises utilizou-se o Teste F e, quando
necessario, aplicou-se o Teste de Tukey, como procedimento de comparacdes

multiplas.



4. Resultados
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4.1 Verificacdo da delecdo do gene da oxidase alternativa em mutante de A.
fumigatus

A verificacdo do uso de um mutante AAOX foi realizada a partir da PCR com
o DNAg extraido da cepa AAOX de A. fumigatus utilizando oligonucleotideos
especificos para o gene pyrG, que originaram fragmentos de 1.902 pares de base
(pb) e 0 gene de AOX (aoxA), gerando fragmentos de 2.934 pb. Ambos os pares de
oligonucleotideos correspondiam ndo s6 aos genes, mas também a parte das
regides flanqueadoras de cada gene. Como controle positivo da reacéo foi utilizado

DNAg de A. fumigatus cepa CEA 17 pyrG", prototrofica e ndo mutada para aoxA.

pb
3054

pb

2934

293¢ 1902

1636

1018

Figura 3 - Fotografia da eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampédo TAE dos
fragmentos dos produtos obtidos com oligonucleotideos para os genes pyrG e aoxA de
A. fumigatus cepa CEA17 e mutante AoxA. 1Kb: padrdo de peso molecular 1Kb
(Invitrogen); 1: auséncia de banda quando da reacao oligonucleotideo aoxA/DNAg cepa
AaoxA; 2: gene pyrG na reacéo oligonucleotideo pyrG/DNAg cepa AaoxA; 3: gene aoxA
na reacdo oligonucleotideo aoxA/DNAg cepa CEA 17; 4. gene pyrG na reacgdo
oligonucleotideo pyrG/DNAg cepa CEA 17; 5: controle negativo para oligonucleotideo

aoxA,; 6: controle negativo para oligonucleotideo pyrG.
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Na Figura 3, as canaletas 1 e 2 representam os fragmentos obtidos com o0s
oligonucleotideos de aoxA e do gene pyrG, respectivamente, a partir do DNAg do
mutante AaoxA. Observa-se que nao houve deteccdo de banda na canaleta 1,
indicando que o gene da oxidase alternativa encontra-se deletado. Nas canaletas 3
e 4 estdo os resultados das reagcdes com 0s mesmos oligonucleotideos, porém a
partir do DNAg obtido com a cepa CEA 17. Nota-se a presenca de bandas nas duas
condicBes. As canaletas 5 e 6 sdo representantes do controle negativo de ambos o0s

jogos de oligonucleotideos.

4.2 Viabilidade de germinantes de A. fumigatus cepas CEA17 e AaoxA na
presenca de pro-oxidantes

A presenca de agentes pro-oxidantes no meio de cultura de A. fumigatus
CEA17 e AaoxA permite o contato do fungo com EROs que, dependente de suas
concentragbes, podem promover morte celular. Entretanto, como o interesse do
trabalho foi estudar a diferenca na transcricao génica de fungos submetidos a acéo
de EROs, foi importante avaliar o menor indice de morte celular e a presenca de
nameros significativamente iguais de ceélulas viaveis apds o tratamento com os pro-
oxidantes, se fazem importantes.

A viabilidade de A. fumigatus pode ser determinada através da contagem de
unidades formadoras de colbnias (UFC) ap0s diluicbes seriadas. Entretanto, esta é
uma técnica que apresenta limitacdes, uma vez que o erro € induzido por alteracdes
morfologicas (conidios e hifas), fragmentacbes das hifas, restos celulares e
agrupamento entre conidios durante seu desenvolvimento (MARR et al, 2001).

Devido a estes fatores, a viabilidade dos germinantes de CEA1l7 e AaoxA foi
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determinada através de citometria de fluxo utilizando as sondas FUN®1 e iodeto de
propidio (PI) como marcadores de células metabolicamente viaveis e mortas,
respectivamente.

Os agentes pro-oxidantes menadiona 0,05 mmol/L, paraquat 1 mmol/L e
glicose oxidase 40 mU/mL foram adicionados ao meio de cultura onde estavam
inoculados conidios de A. fumigatus CEA17 e AaoxA. Apos 8 horas de incubacéo a
30°C foi realizada a marcacdo dos germinantes com as sondas fluorescentes FUN®1
e Pl. A determinacdo por citometria de fluxo promoveu a separacdo entre as
populacdes celulares de acordo com a marcacao incorporada.

Foram identificadas quatro subpopulacdes: Q1 representa a populacdo de
conidios mortos (Pl positivos); Q4 corresponde as células metabolicamente ativas
(FUN® 1 positivas); em Q2 estéo representados os conidios Pl e FUN®1 positivos,
gue perderam a integridade da membrana ou tiveram-na alterada pelo processo de
maturacado celular (MARR et al, 2001) ou pela presenca de EROs, que podem levar
a peroxidacao lipidica, porém sem perda da atividade metabdlica; Q3 representa os
conidios mortos (FUN®1 negativos), mas sem destruicéo celular (Pl negativos).

Independente da cepa ou do pro-oxidante utilizado, a porcentagem de
células metabolicamente ativas (Q4) foi maior do que as células nao viaveis
(Apéndice 4; Figuras 6 e 7). Nao foi observada porcentagem significativa de células
mortas em nenhuma das condi¢fes testadas para ambas as cepas (Figuras 6 e 7,
Q1). O pequeno aumento da porcentagem de células com perda da integridade da
membrana plasmatica (Q2) em CEAL7 tratada com paraquat (Figura 6) e com morte
sem destruicdo da estrutura celular (Q3) em AaoxA tratada com menadiona (Figura

7) sugere sensibilidade das cepas estudadas aos respectivos pré-oxidantes. N&o
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houve significancia (P < 0,05) entre as subpopula¢cdes Q1, Q2 e Q3 ao se considerar

oS trés tratamentos e o controle.

100 1
90 A oQ1
80 A

70 A
60 - oQ3

BQ2

50 A oQ4
40 -
30 A
20 A
10 -

Porcentagem de células

Controle Menadiona Paraquat Glicose
Oxidase

Figura 4 - Viabilidade celular de A. fumigatus CEA17 na presenca de pro-oxidantes. O
grupo controle ndo recebeu nenhuma droga geradora de EROs. Os resultados sao
dados em porcentagem de células em cada estado fisiol6gico (Q1: células mortas; Q2:
células com alteracdo na membrana; Q3: células mortas, sem destruicdo celular; Q4:
células metabolicamente ativas). Todas as diferengas séo significativas ao se comparar

Q4 com as outras subpopulagfes, tanto em controle quanto em tratados (P < 0,05).

4.3 Avaliagao de genes diferencialmente transcritos em germinantes e hifas de
A. fumigatus CEA17 e AaoxA ap0s a exposicado a diferentes agentes proé-
oxidantes

Os conjuntos de oligonucleotideos utilizados para a avaliacdo da transcricao
dos genes relacionados a cadeia de transporte de elétrons e a defesa antioxidante
encontram-se listados na Tabela 1. Para a analise optou-se por realizar
quantificacdo relativa utilizando curvas padrdao de todos os genes estudados para o
calculo da eficiéncia de cada oligonucleotideo. A metodologia de céalculo utilizando a
formula 244 (média do AC, amostra — média do AC, amostra de referéncia)

obrigaria 0s genes alvos apresentarem eficiéncias comparaveis a dos genes de
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referéncia. Assim, para calcular a eficiéncia real de cada par de oligonucleotideo e a

razdo entre as amostras e o controle (CEA17 sem tratamento), foram utilizados

meétodos descritos por Rasmussen (2001) e Pfaffl et al (2001), respectivamente.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentagem de células

Controle

Menadiona

Paraquat

Glicose

Oxidase

oQ1
Q2
oQ3
zQ4

Figura 5 — Viabilidade celular de A. fumigatus AaoxA na presencga de pro-oxidantes. O

grupo controle ndo recebeu nenhuma droga geradora de EROs. Os resultados sao

dados em porcentagem de células em cada estado fisioldgico (Q1: células mortas; Q2:

células com alteracdo na membrana; Q3: células mortas, sem destruicdo celular; Q4:

células metabolicamente ativas). Todas as diferengas séo significativas ao se comparar

Q4 com as outras subpopulagfes, tanto em controle quanto em tratados (P < 0,05).

A seguir sdo mostrados os resultados obtidos de acordo com cada gene

estudado. Os mesmos resultados sdo agrupados por funcdes e apresentados em

figuras (Figuras 33 a 38), separados por cada tratamento realizado.

4.3.1 Componentes da Cadeia Respiratoria

4.3.1.1 NADH desidrogenase (Complexo I —c 1)

As alteragcBes nos niveis de transcritos de c | foram determinadas pelo efeito

do tratamento, ndo sendo significativo o efeito da delecdo de aoxA nesses

resultados (Tabela 3, Figura 6). Menadiona foi o Unico pro-oxidante responsavel por
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essas variacdes, sendo que em germinantes, os niveis foram inferiores ao controle
(0,65 vezes) e em hifas, superiores (1,85 vezes). Os outros tratamentos nao

apresentaram variacdes significativas em relacéo ao controle.

Tabela 3 - Niveis médios de transcricdo de ¢ | em germinantes e hifas, por

tratamento.
Tratamento Germinantes® Hifas*
Controle 0,934 0,94 °
Menadiona 0,65° 1,854
Paraquat 0,99 % 0,63°
GO 0,92" 0,81°
EP 0,06 0,09

'Médias seguidas por uma mesma letra maildscula na mesma coluna néo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.

2.5+

2.04

Nivel de transcricdo de RNAm

Nivel de transcricdo de RNAm

Controle Menadiona Paraquat GO Controle Menadiona Paraquat

(a) Germinantes (b) Hifas

Figura 6 - Niveis de transcricdo de c | em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus expostos aos diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram
normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.
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4.3.1.2 Succinato desidrogenase (Complexo Il —sdhl)

A interagéo cepa vs. tratamento influenciou significativamente (P < 0,05) os
niveis de transcritos de sdhl e menadiona foi responsavel pelas principais
alteracdes nesses niveis (Tabela 4).

Ao se analisar os resultados obtidos em hifas de CEA17 e AaoxA, observou-
se que menadiona foi 0 Unico pro-oxidante que proporcionou aumento (3,68 e 2,71
vezes, respectivamente) em relacdo ao controle, sendo que o indice atingido em
CEA17 foi maior que o observado em AaoxA (Tabela 4, Figura 7b). Maior aumento
de transcritos também foi observado em AaoxA em relagdo a CEAL7 no tratamento
com paraquat (1,58 vezes contra 0,95 vezes), ndo sendo estes valores superiores
ao controle. Em germinantes, os niveis de transcritos observados em CEA17 com 0s
diferentes tratamentos séo inferiores ao controle, porém nédo diferem entre si. Em
AaoxA, menadiona e GO propiciaram menores niveis de transcritos (0,32 vezes e

0,64 vezes, respectivamente) (Tabela 4; Figura 7a).

Tabela 4 - Niveis médios de transcricdo de sdhl em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA172 AaoxAl? CEA17%2 AaoxAl?
Controle 1,00~ @ 0,87 %@ 1,00 B2 1,26 82
Menadiona 0,74 82 0,32 P 3,6842 2,71 40P
Paraquat 0,73%2 0,71 782 0,95 B 1,58 B2
GO 0,74 82 0,64 B2 14582 1,4382

EP 0,06 0,06 0,18 0,18

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 7 - Niveis de transcricdo de sdhl em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica
o nivel do controle admitido como calibrador.
4.3.1.3 Citocromo C redutase (Complexo Il —c IlI)

BN

As analises dos niveis de transcritos de c levaram a observacdo de
diferentes influéncias das variaveis de acordo com a fase de desenvolvimento
celular. Em germinantes, a interacao cepa vs. tratamento foi determinante para as
respostas obtidas (Tabela 5), enquanto que em hifas, essas variaveis influenciaram
os resultados de modo independente, uma vez que a interacdo entre elas nao foi
significativa (Tabelas 6 e 7).

Em hifas, os niveis de transcricdo obtidos com CEA17 e AaoxA expostas ao
paraguat foram menores que o controle (0,32 vezes), enquanto que GO promoveu
aumento desses niveis para 1,22 vezes (Tabela 6; Figura 9a). Menadiona néo teve
efeito significativo nesta fase de desenvolvimento. Ao se comparar os resultados
obtidos com as cepas, observou-se que a transcricdo de C lll em AaoxA foi maior

gue em CEA17 (Tabela 7; Figura 9b).
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Tabela 5 - Niveis médios de transcricdo de c Ill em germinantes, por tratamento e

por cepa.
Cepas

Tratamento CEA17%2 AaoxA?
Controle 1,00~ 1,054¢2
Menadiona 0,9142 0,47 &P
Paraquat 0,9342 1,1142
GO 0,034 1,034

EP 0,08 0,08

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). ’Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Bl CEAl7

1.5-
[ AaoxA

0.54

Nivel de transcricdo de RNAm

0.04

Controle Menadiona Paraquat GO

Figura 8 - Niveis de transcricdo de c lll em germinantes de A. fumigatus cepas
CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram
normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.



Resultados 52

Tabela 6 - Niveis médios de transcricao de c Ill em hifas, por tratamento.

Tratamento Hifas®
Controle 1,03 °®
Menadiona 0,94 °
Paraquat 0,32°¢
GO 1,224

EP 0,05

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna nao diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Tabela 7 - Niveis médios de transcricdo de c Ill em hifas, por cepa.

Cepas
CEA172 AaoxA?
0,82° 0,932
EP 0,03 0,03

’Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na mesma linha néo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.

1.54 1.54

Nivel de transcrigdo de RNAm

Nivel de transcri¢do de RNAm

Controle Menadiona Paraquat GO

(a) Tratamentos (b) Cepas

Figura 9 - Niveis de transcricao de c Ill em hifas de A. fumigatus de acordo com
a exposicao aos diferentes agentes pré-oxidantes (a) e as cepas (b). Valores
foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.
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4.3.1.4 Citocromo C oxidase (Complexo IV =c IV)

A interacdo entre a cepa e o tratamento foi determinante para os niveis de
transcritos de c IV (Tabela 8).

Dentre as duas fases de desenvolvimento estudadas, as hifas foram as que
apresentaram maior variacao nos niveis de transcritos de c IV (Tabela 8; Figura 10).
Menadiona foi o pré-oxidante que promoveu 0S maiores aumentos desses niveis
(4,74 vezes para CEALl7 e 11,70 vezes para AaoxA), (Tabela 8; Figura 10b).
Paraquat também aumentou os niveis de transcritos de C IV para 2,46 vezes em
CEA17 e 2,65 vezes em AaoxA, mas ambos sdo estatisticamente iguais entre si
(Tabela 8; Figura 10b). Os resultados obtidos com GO foram semelhantes aos do

controle.

Tabela 8 - Niveis médios de transcricdo de ¢ IV em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%? AaoxAl? CEA17%? AaoxAl?
Controle 1,004¢2 0,70 &P 1,012 0,78 ¢2
Menadiona 0,615%2 0,75 B2 4,74 K P 11,7042
Paraquat 1,07 %2 1,06 42 2,46 %2 2,65 %2
GO 1,12~ 1,19 A2 0,99 ¢@ 1,312

EP 0,07 0,07 0,28 0,28

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Os niveis de transcritos observados em germinantes foram de um

modo geral, menores que os apresentados por hifas. Controle de AaoxA
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apresentou nivel inferior (0,70 vezes) ao controle de CEAl17. Menadiona
promoveu diminuicdo dos niveis de transcritos tanto em CEA17 (0,61 vezes)
guanto em AaoxA (0,75 vezes), enquanto que os valores para a exposicao
ao paraquat e a GO nao foram significativamente diferentes ao controle em

ambas as cepas (Tabela 8; Figura 10a).
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Figura 10 - Niveis de transcricdo de c IV em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA1l7 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.1.5 ATP sintetase (atpase)

Em atpase, a interacdo cepa x tratamento também influenciou
significativamente (P < 0,05) os resultados obtidos.

Em germinantes, nenhum dos pré-oxidantes utilizados promoveu alteragédo
nos niveis de transcritos de atpase em relacdo ao controle (Tabela 9; Figura 11a).
Entretanto, em hifas, todos os tratamentos diminuiram os niveis de transcritos, com
excecdo de menadiona (Tabela 9; Figura 11b).

Os niveis apresentados por hifas de AaoxA sem tratamento (0,62 vezes)
foram inferiores ao controle e ao tratamento com GO (1,12 vezes), mas superiores

ao obtido com paraquat (0,28 vezes) (Tabela 9; Figura 11b). Em CEA17, o0 menor
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nivel de transcrito observado foi o obtido com paraquat (0,30 vezes), seguido por
GO (0,69 vezes). Porém, os valores observados em CEAL7 tratados com GO foram

inferiores & mesma condi¢cdo em AaoxA (Tabela 9; Figura 11b).

Tabela 9 - Niveis médios de transcricdo de atpase em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 NaoxA? CEA17%2 NaoxA?
Controle 1,0242 1,30 42 1,06 4@ 0,62 BC¢P
Menadiona 0,90%® 1,19 42 0,83 #8:2 0,71 B2
Paraquat 1,30 42 1,47 %2 0,30 @ 0,28 ¢
GO 1,10 %2 1,15%¢2 0,69 %° 1,12 %2

EP 0,19 0,19 0,11 0,11

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 11 - Niveis de transcricdo de atpase em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEALl7 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.
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4.3.2 Componentes alternativos mitocondriais
4.3.2.1 NADH desidrogenase alternativa interna (ndiA)

A interacdo cepa vs. tratamento foi determinante para a variacdo dos niveis
de transcritos, de ndiA. Em germinantes e hifas ndo houve aumento dos niveis de
transcritos em relagdo ao controle em nenhuma das situacfes estudadas. Em
ambas as fases de desenvolvimento, AaoxA sem tratamento apresentou média de
0,75 vezes, valor também inferior ao controle de CEA17 (Tabela 10; Figura 12).

Em germinantes de CEA17, menadiona e paraquat foram responsaveis pela
diminuicdo dos niveis de transcritos (0,45 e 0,39 vezes, respectivamente). Em
AaoxA, as mesmas condi¢cdes geraram valores proximos no tratamento com
menadiona (0,40 vezes) e com paraquat (0,61 vezes). O nivel de transcricdo
promovido pela exposicdo a GO também foi menor que o controle (0,71 vezes),

porém semelhante a AaoxA controle (Tabela 10; Figura 12a).

Tabela 10 - Niveis médios de transcricdo de ndiA em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA172 AaoxAl? CEA172 AaoxAl?
Controle 1,00 42 0,75 4P 1,028 0,75 4P
Menadiona 0,45 B2 0,40 B2 0,97 42 0,49 AB:P
Paraquat 0,39 2 0,61 &2 0,19 2 0,33 %2
GO 0,89 4@ 0,71%2 0,6382 0,70 42

EP 0,06 0,06 0,08 0,08

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Em hifas de CEA17, paraquat foi responsavel por nivel de transcritos inferior
ao controle (0,19 vezes). Em AaoxA o nivel de transcritos foi estatisticamente
semelhante (0,33 vezes) e menor que o observado no controle desta mesma cepa
(0,75 vezes). GO também promoveu diminuicdo dos niveis de transcritos em CEA17
(0,63 vezes), semelhante a AaoxA sem tratamento (0,75 vezes) (Tabela 10; Figura

12b).

Bl CEAl7 Bl CEAl7

1.59 1.5+
3 AaoxA [ AaoxA

Nivel de transcrigdo de RNAm

Nivel de transcrigdo de RNAm

Controle Menadiona Paraquat GO Controle Menadiona Paraquat

(a) Germinantes (b) Hifas

Figura 12 - Niveis de transcricdo de ndiA em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.2.2 NADH desidrogenase alternativa externa (nde)

Diferentemente do observado em ndiA, as variacbes dos niveis de
transcritos em germinantes e hifas, quando ocorreram em menadiona e paraquat,
foram para valores superiores a CEAL17 controle. Essas varia¢cdes foram oriundas da
interacdo cepa vs. tratamento (Tabela 11; Figura 13).

O nivel de transcricdo observado em germinantes de AaoxA sem tratamento
(2 vezes) é superior ao CEAL17 controle, o que n&o ocorre com a mesma condi¢ao

em hifas. (Tabela 11).
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Em germinantes de CEA17, menadiona foi o pro-oxidante que promoveu o
maior aumento dos niveis de transcritos (4,23 vezes), seguido por paraquat (3,08
vezes) (Tabela 11; Figura 13a). Em AaoxA na mesma fase de desenvolvimento,
paraquat foi o responsavel pelo maior aumento (4,04 vezes), seguido por menadiona
(1,95 vezes). O nivel de transcricdo de GO (1,22 vezes) foi inferior ao controle de
AaoxA e de CEA17. Comparando-se o0s niveis obtidos em CEAl17 e AaoxA na
exposicdo a menadiona e paraquat observou-se diferenca significativa entre o

mesmo tratamento nas diferentes cepas (Tabela 11).

Tabela 11 - Niveis médios de transcricdo de nde em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17"? AaoxA'? CEA17"? AaoxA'?
Controle 1,00 ©° 2,00°%2 1,02 ¢ 2,09 B2
Menadiona 42372 1,95 8° 19,21 %@ 14,01 4°
Paraquat 3,08 &P 4,04 %2 43382 2,62 82
GO 1,42 ¢ 2 1,22 ¢ 1,96 52 2,33 %2

EP 0,17 0,17 0,74 0,74

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

O aumento observado em hifas tratadas com menadiona foi maior que o
observado em germinantes (Figura 13), sendo este pré-oxidante responsavel pelos
maiores niveis de transcritos obtidos para nde. Hifas de CEAL7 atingiram niveis de
19,21 vezes, superiores ao observado nas mesmas condicdoes em AaoxA (14,01

vezes) (Tabela 11; Figura 13b). Paraquat também aumentou a transcricdo em 4,33
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vezes para CEAl7 e 2,62 vezes para AaoxA, sendo ambos os valores

significativamente semelhantes.
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Figura 13 - Niveis de transcricdo de nde em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEAl7 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.2.3 Oxidase Alternativa (aoxA)

A exposicdo aos diferentes pro-oxidantes influenciou de modo significativo

0s niveis de transcricdo de aoxA em CEAL7 (Tabela 12). Em germinantes, paraquat

promoveu o maior aumento desses niveis (7,38 vezes) (Tabela 12; Figura 14a).

Menadiona e GO né&o apresentaram diferencgas significativas em relagéo ao controle

nessa fase de desenvolvimento.

O tratamento de hifas com menadiona aumentou 56,29 vezes o0s niveis de

transcritos, sendo este o maior nivel obtido em todas as analises realizadas com as

23 enzimas estudadas. Os aumentos proporcionados por GO (5,69 vezes) e

paraquat (4,71 vezes) nao apresentaram diferencas significativas entre si (Tabela

12; Figura 14b).
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Tabela 12 - Niveis médios de transcricdo de aoxA em germinantes e hifas, por

tratamento.
Germinantes Hifas
Tratamento CEA17* CEAL7*
Controle 1,00 B 1,01°€
Menadiona 2,33° 56,29 #
Paraquat 7,384 4,71°
GO 2,29 ° 5,69 °
EP 0,40 0,55

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna nédo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 14 - Niveis de transcricdo de aoxA em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepa CEAL7, expostos aos diferentes agentes pro-oxidantes. Valores
foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.

4.3.2.4 Proteina UCP-like (ucp)

ucp apresentou diferentes respostas as variaveis estudadas de acordo com
as fases de desenvolvimento. Em germinantes, os niveis de transcritos foram
influenciados pela interacéo cepa vs. tratamento (Tabela 13), enquanto que em hifas
apenas os efeitos dos tratamentos nos resultados foram significativos (Tabela 14).

O tratamento com paraquat foi o Unico a promover aumento significativo dos

niveis de transcritos de ucp (2,40 vezes) em germinantes de CEAL17 (Tabela 13,
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Figura 15). Em AaoxA, tanto menadiona (2,99 vezes) quanto paraquat (2,85 vezes)
proporcionaram niveis superiores ao controle. GO ndo promoveu variacao

significativa de transcritos em nenhuma das cepas estudadas (Tabela 13, Figura 15).

Tabela 13 - Niveis médios de transcricdo de ucp em germinantes, por tratamento e

por cepa.
Cepas
Tratamento CEA17%2 AaoxAL?
Controle 1,01 82 0,72 82
Menadiona 1,47 B° 2,99 A2
Paraquat 24042 2,852
GO 1,10 &2 1,102
EP 0,19 0,19

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 15 - Niveis de transcricdo de ucp em germinantes de A. fumigatus cepas
CEAL17 e AaoxA, expostos a diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram
normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.

Como observado em aoxA, menadiona também promoveu em hifas os

maiores niveis de transcritos de ucp (9,26 vezes) em CEA17 e AaoxA (Tabela 14,
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Figura 16). Nenhum outro tratamento proporcionou valores de transcritos diferentes

do controle (Tabela 14).

Tabela 14 - Niveis médios de transcricdo de ucp em hifas, por tratamento.

1

Tratamento Hifas
Controle 1,01 °
Menadiona 9,26 *
Paraquat 0,81°
GO 1,03°

EP 0,32

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Nivel de transcrigdo de RNAm

Controle Menadiona Paraquat GO

Figura 16 - Niveis de transcricdo de ucp em hifas de A. fumigatus, expostas aos
diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh.

A linha tracejada indica o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3 Componentes do sistema antioxidante
4.3.3.1 Superdxido dismutase 1 (sodl)

Os efeitos da interacdo cepa vs. tratamento nos niveis de transcritos de sod1
foram significativos (Tabela 15).

As amostras de AaoxA sem tratamento ndo apresentaram variacdo de

transcricdo em relacdo a CEAL17 controle em ambas as fases de desenvolvimento.
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Porém, o nivel de transcritos em germinantes de CEAL7 variou para o tratamento
com menadiona (5,25 vezes) e paraquat (2,97 vezes), ambos superiores ao controle
(Tabela 15; Figura 17a). Em AaoxA, somente menadiona proporcionou variagoes
desses niveis (5,86 vezes).

Em hifas, apenas paraquat foi responsavel por variacbes na transcricdo de
sodl. Em CEALl7 o nivel de transcricdo (2,04 vezes) foi superior ao controle,
enquanto que em AaoxA, o nivel atingido (0,42 vezes) foi inferior (Tabela 15; Figura

17b).

Tabela 15 - Niveis médios de transcricdo de sodl em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 AaoxAl? CEA17%2 AaoxAl?
Controle 0,99 ©2 1,11 82 1,01 %2 0,94 82
Menadiona 5,25 A a 5,86 A2 0,98 &P 1,60 82
Paraquat 2,97 B2 1,69 8P 2,04 A2 0,42 ©°
GO 1,50 ¢ 1,37 82 0,78 B2 0,99 B2

EP 0,25 0,25 0,07 0,07

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 17 - Niveis de transcricdo de sodl em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes proé-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3.2 Superéxido dismutase 2 (sod2)

Como em sod1, sod2 também nédo apresentou variacao significativa de seus
transcritos em AaoxA controle em relagdo a CEA17 controle em ambas as fases de
desenvolvimento, tendo a interacdo cepa vs. tratamento influenciado
significativamente (P < 0,05) as variacdes observadas (Tabela 16).

A atividade de paraquat promoveu, em germinantes, aumento dos niveis de
transcritos em CEA17 (9,71 vezes), superior ao observado em AaoxA (4,43 vezes)
(Tabela 16, Figura 18a). Menadiona também proporcionou aumentos dos transcritos
em CEAL7 (6,46 vezes), inferior ao nivel atingido por paraguat na mesma cepa, e
AaoxA (6,20 vezes). Nenhuma variacao significativa foi causada por GO.

Em hifas, o maior nivel de transcritos foi promovido pelo tratamento de
AaoxA com menadiona (7,50 vezes) (Tabela 16, Figura 18b). Este pré-oxidante
também aumentou os niveis de CEAL17 (3,47 vezes), semelhante ao obtido com a
exposicao da mesma cepa ao paraquat (3,38 vezes). A presenca de GO nado gerou

variagdes significativas em nenhuma das cepas, bem como de paraquat em AaoxA.



Resultados 65

Tabela 16 - Niveis médios de transcricdo de sod2 em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Nivel de transcrigdo de RNAm

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 AaoxAl? CEA17%2 AaoxAl?
Controle 1,05 %@ 0,79 B2 1,01 82 0,79 82
Menadiona 6,46 52 6,20 A2 3,47 40P 7,50 A2
Paraquat 9,71 %2 4,43 7P 3,38~a 1,87 B2
GO 1,04 ©2 1,08 B:a 1,66 AB:2 2,43682

EP 0,51 0,51 0,53 0,53

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). ’Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 18 - Niveis de transcricdo de sod2 em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes proé-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3.3 Superéxido dismutase 3 (sod3)

As variagbes observadas nos niveis de transcricdo de sod3 foram

influenciadas pelos efeitos da interagcdo cepa vs. tratamento, os quais foram

significativos (Tabela 17).
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Menadiona promoveu apenas diminuicdo dos niveis de transcritos em
germinantes de ambas as cepas; em CEAL7, o valor foi inferior ao observado em
AaoxA (0,14 vezes e 0,54 vezes, respectivamente) (Tabela 17; Figura 19a).
Paraquat, por sua vez, aumentou os niveis de transcritos de CEA17 (1,76 vezes) em
relacdo ao controle e de AaoxA (0,92 vezes) em relacdo ao controle desta mesma

cepa (0,13 vezes), sendo este ultimo inferior ao controle de CEA17.

Tabela 17 - Niveis médios de transcricdo de sod3 em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 NaoxA? CEA17%2 NaoxA?
Controle 1,11 %2 0,13 8° 1,008 2 0,82 82
Menadiona 0,14 ¢° 0,54 "B:2 8,80 A2 4,634%°
Paraquat 1,76 4@ 0,92 AP 1,615¢2 0,98 &P
GO 0,61 °%¢2 0,45 "8 2 1,10 %2 1,21 %2

EP 0,12 0,12 0,62 0,62

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Em hifas, menadiona foi o Unico pré-oxidante a promover aumento nos
niveis de transcritos de sod3 em ambas as cepas. Em CEA17, a transcricao atingiu
niveis de 8,80 vezes, enquanto que em AaoxA, atingiu 4,63 vezes (Tabela 17; Figura
19b). Nenhum outro pro-oxidante foi responséavel por variacdes significativas de

transcritos em relacdo a CEA17 controle.
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Figura 19 - Niveis de transcricdo de sod3 em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEAl7 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3.4 Superdéxido dismutase Cu,Zn (Cu,Znsod)

A interacdo cepa vs. tratamento foi responsavel pelas diferencas nos niveis
de transcritos observados em Cu,Znsod. A andlise de AaoxA sem tratamento
também levou a observacdo de que, em ambas as fases de desenvolvimento, os
niveis de transcritos foram inferiores a CEA17 controle (Tabela 18).

Menadiona foi o Unico pré-oxidante a proporcionar variacdo dos niveis de
transcricdo de Cu,Znsod em germinantes, atingindo 1,88 vezes em AaoxA (Tabela
18; Figura 20a). Em CEAL7, os niveis obtidos ndo se mostraram diferentes ao
controle da mesma fase de desenvolvimento com nenhum pré-oxidante testado.

Em hifas, os pro-oxidantes levaram a diminuicdo dos transcritos em relagéo
ao controle (Tabela 18). Em CEAL17, paraquat e GO proporcionaram essa diminui¢ao
(0,38 vezes e 0,34 vezes, respectivamente), enquanto que em AaoxA, menadiona
(0,37 vezes) e paraquat (0,38 vezes) foram os responsaveis pelas variacbes dos

transcritos (Tabela 18; Figura 20b). Todos esses valores sdo semelhantes entre si.
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Tabela 18 - Niveis médios de transcricdo de Cu,Znsod em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 NaoxA? CEA17%2 NaoxA*?
Controle 1,0342 0,43 8P 1,002 0,69 4P
Menadiona 1,01 4P 1,884 2 0,90 A2 0,37 8P
Paraquat 0,73%2 0,60 %2 0,38 %2 0,38 %2
GO 0,83%% 0,58 &2 0,34 %" 0,62 782

EP 0,14 0,14 0,06 0,06

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). ’Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 20 - Niveis de transcricdo de Cu,Znsod em germinantes (a) e hifas (b) de
A. fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3.5 Catalase micelial (catl)
A influéncia das variaveis testadas no estudo de niveis de transcricdo foi
diferente de acordo com a fase de desenvolvimento de A. fumigatus. Em

germinantes, somente os efeitos do tratamento foram significativos (Tabela 19); em
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hifas, a interacdo cepa vs. tratamento foi responsavel pelas variacbes observadas
(Tabela 20).

Em germinantes, os niveis de transcricAo de catl nos tratamentos com
menadiona (10,17 vezes) e paraquat (11,51 vezes) foram superiores aos do controle
e do obtido com GO em ambas as cepas (Tabela 19; Figura 21). Eles também foram

superiores a todos os niveis observados hifas.

Tabela 19 - Niveis médios de transcricao de catl em germinantes, por tratamento.

Tratamento  Germinantes®

Controle 0,82°
Menadiona 10,17 A
Paraquat 11,514
GO 1,46 °

EP 0,57

'Médias seguidas por uma mesma letra maidscula na mesma coluna néo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Controle Menadiona Paraquat GO

Figura 21 - Niveis de transcricdo de catl em germinantes de A. fumigatus
expostos aos diferentes agentes pré-oxidantes. Valores foram normalizados a
partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle admitido como

calibrador.
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Tabela 20 - Niveis médios de transcricdo de catl em hifas, por tratamento e por

cepa.
Cepas
Tratamento CEA17%2 AaoxA'?
Controle 1,03%° 1,36 %2
Menadiona 0,21 %2 0,37 %2
Paraquat 0,24 8P 1,944 2
GO 0,74 %2 0,35 P
EP 0,09 0,09

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). ’Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Ml CEAl7
[ AaoxA

2.59

Nivel de transcrigdo de RNAm

Controle Menadiona Paraquat

Figura 22 - Niveis de transcricdo de catl em hifas de A. fumigatus cepas CEA17
e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram
normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.

Paraquat aumentou os niveis de transcritos para 1,94 vezes em hifas de
AaoxA e os diminuiu para 0,24 vezes em CEA17 (Tabela 20; Figura 22). Menadiona
teve atividade semelhante ao diminuir para 0,21 vezes os niveis em CEA17, mas em
AaoxA os niveis obtidos (0,37 vezes) foram inferiores aos do tratamento com

paragquat e aos do controle da mesma cepa e semelhantes ao tratamento com GO.
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Vale ressaltar que os niveis de AaoxA controle (1,36 vezes) foram superiores aos

observados no controle de CEA17.

4.3.3.6 Catalase peroxidase bifuncional (cat2)

Os niveis de transcritos observados para cat2 foram influenciados
significativamente pela interacdo cepa vs. tratamento (Tabela 21). Dentre os
controles, ndo houve variacdo significativa em nenhuma das fases de
desenvolvimento. Entretanto, hifas tratadas com menadiona e paraquat foram as
condicbes analisadas que atingiram os maiores niveis de transcritos (Tabela 21,

Figura 23).

Tabela 21 - Niveis médios de transcricdo de cat2 em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 AaoxAl? CEA17%2 AaoxAl?
Controle 1,02°82 0,52 B2 1,022 0,89 B2
Menadiona 1,47 B8P 2,607 2 6,87 42 6,91 42
Paraquat 2,20%2 2,372 3,65 5" 8,76 %2
GO 1,08 82 0,69 82 0,70 ¢@ 0,55 682

EP 0,13 0,13 0,48 0,48

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Hifas da cepa AaoxA expostas ao paraquat apresentaram niveis (8,76
vezes) superiores ao observado para CEA17 com 0 mesmo tratamento (3,65 vezes)

e ao controle (Tabela 21; Figura 23b). Valores semelhantes foram observados para
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AaoxA (6,87 vezes) e CEA17 (6,91 vezes) tratadas com menadiona, sendo que este

altimo é superior ao obtido com a mesma cepa tratada com paraquat.

Nivel de transcricdo de RNAm

8.04

6.0+

4.0+

2.04
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(a) Germinantes

Nivel de transcricdo de RNAm

10.04

Menadiona

Controle

(b) Hifas

Ml CEAl7
[ AaoxA

Paraquat GO

Figura 23 - Niveis de transcricdo de cat2 em germinantes (a) e hifas (b) de A.

fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-

oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

Em germinantes, somente paraquat promoveu aumento dos niveis de

transcritos em CEA17 (2,20 vezes). Em AaoxA, esse aumento foi observado nos

tratamentos com paraquat (2,38 vezes) e menadiona (2,60 vezes), todos valores

semelhantes entre si (Tabela 21; Figura 23a).

4.3.3.7 Catalase esporo-especifica (catA)

A interacdo cepa vs. tratamento influenciou significativamente os niveis de

transcritos de catA (Tabela 22).

Os transcritos dos controles de germinantes e hifas em AaoxA nao

apresentaram variacdo significativa em relagdo aos respectivos controles em

CEAL17. Os tratamentos com menadiona e paraquat, por sua vez, foram os proé-

oxidantes que promoveram as maiores variagbes em ambas as fases de

desenvolvimento do fungo (Tabela 22).
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Tabela 22 - Niveis médios de transcricdo de catA em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 NaoxA*? CEA17%2 NaoxA*?
Controle 1,00 %@ 1,38 ©2 1,00 ©# 3,04 82
Menadiona 3,08 “B:P 16,96 *2 5,04 P 9,82 A2
Paraquat 3,77 4P 5,66 %2 13,82 42 7,44 7P
GO 2,13 82 1,02 ©2 3,561 5%¢2 3,00 %2

EP 0,45 0,45 0,82 0,82

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). ’Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Menadiona aumentou em germinantes de AaoxA 16,96 vezes 0s niveis de
transcritos e em CEA17, aumentou 3,08, ndo sendo este valor superior ao controle
da mesma cepa (Tabela 22; Figura 24a). Paraquat promoveu aumento significativo
tanto em CEAL17 (3,77 vezes) quanto em AaoxA (5,66 vezes), sendo estes diferentes
entre si.

Em hifas, o maior aumento foi promovido por paraquat em CEA17 (13,82
vezes), e por menadiona ou paraquat (9,82 vezes e 7,44 vezes, respectivamente)
em AaoxA (Tabela 22; Figura 24b). Menadiona proporcionou um maior aumento nos
niveis de transcritos em AaoxA (9,82 vezes) do que em CEA17 (5,04 vezes).

GO né&o promoveu alteragBes significativas nos niveis de transcritos em

nenhuma das fases de desenvolvimento estudadas (Tabela 22).
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Figura 24 - Niveis de transcricdo de catA em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3.8 Citocromo C peroxidase (ccpl)
Na andlise de transcritos de ccpl foram observados apenas aumentos de
seus niveis e os efeitos da interacdo cepa vs. tratamento foram significativos (Tabela

23).

Tabela 23 - Niveis médios de transcricdo de ccpl em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17"2 NaoxA'? CEA17"2 AaoxA'?
Controle 1,01 B2 1,14 B2 1,00 &P 1,48 ¢
Menadiona 2,31~2 1,84 %2 1,65 4° 2,93 42
Paraquat 2,36 4P 4,04%2 1,35 AB: P 2,38 82
GO 0,95 &2 1,28 &2 1,05 %2 1,19 ¢

EP 0,21 0,21 0,09 0,09

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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O nivel de transcrito de AaoxA controle foi superior ao de CEA17 somente
em hifas (1,48 vezes) (Tabela 23). A exposi¢cdo de AaoxA germinantes ao paraquat
promoveu 0 maior aumento observado para ccpl (4,04 vezes), superior ao obtido
com o mesmo tratamento em CEAl7 (2,36 vezes) (Tabela 23; Figura 25a). A
exposicdo a menadiona foi responsavel somente pelo aumento dos niveis de
transcritos de CEA17 (2,31 vezes). GO nao promoveu nenhuma variacado
significativa nos niveis de transcritos de ccpl.

Em hifas, menadiona promoveu aumento dos transcritos em AaoxA (2,93
vezes) e CEA17 (1,65 vezes) (Tabela 23; Figura 25b). Paraguat também foi
responsavel pelo aumento dos niveis de transcritos, que atingiram 2,38 vezes em
AaoxA. Este nivel é superior ao obtido com o mesmo tratamento em CEALl7 e
inferior ao observado no tratamento de AaoxA com menadiona. GO novamente n&o

promoveu alteracdes significativas nos niveis de transcritos em hifas.
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Figura 25 - Niveis de transcricdo de ccpl em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.
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4.3.3.9 Peroxirredoxina (prx1)

Prx1 foi mais uma enzima que nao apresentou variacao significativa de seus
transcritos entre os controles das diferentes cepas nas mesmas fases de
desenvolvimento e que a interacdo cepa vs. tratamento influenciou de modo
significativo os resultados obtidos (Tabela 24).

Em germinantes, os niveis de transcritos atingiram valores menores que em
hifas. Menadiona proporcionou aumento desses niveis em AaoxA (1,67 vezes)
(Tabela 24; Figura 26a). Valores semelhantes foram obtidos com o tratamento da
mesma cepa (1,42 vezes) e de CEAL17 (1,53 vezes) com paraquat.

Em hifas, menadiona foi responsavel pelo maior aumento dos niveis de
transcritos (3,39 vezes) quando AaoxA foi exposto a este pré-oxidante (Tabela 24;
Figura 26b). Em CEA17 este tratamento promoveu aumento de 2,48 vezes, superior

ao obtido com os outros tratamentos na mesma cepa.

Tabela 24 - Niveis médios de transcricdo de prxl1 em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17"2 AaoxA'? CEA17"2 AaoxA'?
Controle 1,00 B2 0,87 %2 1,012 1,252
Menadiona 1,25 AB:P 1,67%2 2,48 4P 3,39 42
Paraquat 1,534 1,42 %2 1,50 &P 2,27 82
GO 0,98 %2 0,71 % 1,72 52 1,66 <2

EP 0,11 0,11 0,16 0,16

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 26 - Niveis de transcricdo de prx1 em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

O tratamento com paraquat aumentou os transcritos de prx1 em hifas de
AaoxA (2,27 vezes) e em CEA17 (1,50 vezes), niveis significativamente menores
gue os obtidos com menadiona e diferentes entre si. O nivel de transcricdo obtido
com GO foi superior ao controle somente em hifas de CEA17 (1,72 vezes), sendo

este semelhante ao obtido com paraquat ha mesma cepa.

4.3.3.10 Tiorredoxina (trx1)

A interacdo cepa vs. tratamento influenciou significativamente os niveis de
transcricdo de trxl (Tabela 25), os quais se mostraram maiores do que o0s
observados em prx1 (Tabela 24).

Germinantes apresentaram 0sS maiores niveis de transcritos quando
expostos a menadiona e ao paraquat. Em AaoxA exposta a menadiona, esses niveis
(23,75 vezes) foram superiores aos de CEA17 (10,88 vezes) (Tabela 25; Figura
27a). Com paraquat, o aumento observado para CEA1l7 (14,77 vezes) foi

semelhante ao obtido com AaoxA (12,53 vezes). A exposi¢cdo a GO ndo promoveu
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alteracdes significativas nos niveis de transcritos em nenhuma das cepas nesta fase

de desenvolvimento.

Tabela 25 - Niveis médios de transcricdo de trxl em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 NaoxA? CEA17%2 NaoxA?
Controle 1,00 B2 1,15 ¢ 1,00 ©@ 1,02 ¢@
Menadiona 10,88 AP 23,75%¢ 5,96 AP 8,87 A2
Paraquat 14,77 %2 12,5382 2,11 %2 1,95 8@
GO 1,75 %2 2,29 ¢ 2 0,89 ©° 2,24 82

EP 1,27 1,27 0,26 0,26

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 27 - Niveis de transcricdo de trxl em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes proé-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.
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Os maiores niveis de transcritos obtidos em hifas também foram com
menadiona (8,87 vezes em AAOX, superior a CEAL17 - 5,96 vezes) (Tabela 25;
Figura 27b). Paraquat promoveu aumento de 2,11 vezes em CEA17 e 1,95 vezes
em AaoxA. GO causou variagao significativa em relacdo ao controle somente em

AaoxA, aumentando para 2,24 vezes 0s niveis de transcritos.

4.3.3.11 Glutarredoxina (grx1)
Novamente o0s efeitos da interacdo cepa vs. tratamento foram

significativamente responsaveis pelos resultados obtidos para grx1 (Tabela 26).

Tabela 26 - Niveis médios de transcricdo de grxl em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17"? AaoxA'? CEA17"? AaoxA'?
Controle 1,01 42 1,01 %2 1,07 %2 0,89 %2
Menadiona 1,154 2,73~2 16,09 2 12,39 AP
Paraquat 1,79 %2 1,62 A2 0,83%2 1,24 82
GO 1,20 42 1,54 82 1,64 %2 227852

EP 0,27 0,27 0,38 0,38

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). “Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

As diferencas nos niveis de transcricdo de germinantes e hifas indicam
respostas distintas aos pré-oxidantes de acordo com a fase de desenvolvimento

avaliada. Em germinantes, houve aumento de 2,73 vezes apenas em AaoxA exposto
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a menadiona, sendo este o Unico resultado significativo obtidos com os pro-
oxidantes utilizados (Tabela 26; Figura 28a).

Em hifas, as variacbes mais significativas dos niveis de transcritos foram
observadas apenas no tratamento com menadiona. Em CEA17 esses niveis (16,09
vezes) foram superiores aos obtidos em AaoxA (12,39 vezes). Estes foram o0s
maiores aumentos em grxl e nenhum outro pré-oxidante promoveu variaces

significativas de transcritos.
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Figura 28 - Niveis de transcricdo de grxl1 em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes proé-
oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

4.3.3.12 Glutationa redutase (glrl)

Os niveis de transcritos de glrl foram significativamente influenciados
apenas pelos tratamentos realizados (Tabela 27). Observou-se também que hifas
expostas a menadiona apresentaram 0S maiores aumentos de transcritos ao se
comparar ambas as fases de desenvolvimento de A. fumigatus.

Em germinantes, os efeitos mais significativos foram obtidos com o paraquat
(3,02 vezes) em ambas as cepas (Tabela 27; Figura 29a). Menadiona e GO

apresentaram efeitos significativamente semelhantes.
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Tabela 27 - Niveis médios de transcricdo de glrl em germinantes e hifas, por

tratamento.
Tratamento  Germinantes® Hifas®
Controle 1,47 0,91°
Menadiona 2,228 4,22 *
Paraquat 3,024 1,65°
GO 2,08 A8 1,12°
EP 0,28 0,38

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna nédo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.

4.0

Nivel de transcrigcdo de RNAm

Nivel de transcri¢do de RNAm

Controle Menadiona Paraquat GO Controle Menadiona Paraquat

(a) Germinantes (b) Hifas

Figura 29 - Niveis de transcricdo de glrl, em germinantes (a) e hifas (b) de A.
fumigatus expostos aos diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram
normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle

admitido como calibrador.

Em hifas, os uUnicos niveis de transcritos significativamente alterados em
relacdo ao controle foram os obtidos com menadiona (Tabela 27). Este tratamento
aumentou os niveis de transcritos para 4,22 vezes em CEA17 e AaoxA (Tabela 27,

Figura 29b).
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4.3.3.13 Isocitrato desidrogenase (idh)
Os efeitos de cepa e tratamento nos niveis de transcritos de idh em
germinantes foram significativos de modo independente (Tabelas 28 e 29). A

interac&o entre eles foi significativa somente para hifas (Tabela 30).

Tabela 28 - Niveis médios de transcricdo de idh em germinantes, por tratamento.

Tratamento Germinantes®

Controle 0,89 4
Menadiona 0,728
Paraquat 0,914
GO 0,56 °

EP 0,08

'Médias seguidas por uma mesma letra maildscula na mesma coluna nao diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.

O nivel de transcricdo de germinantes expostos a GO (0,56 vezes) foi
inferior ao controle e paraquat em CEA17 e AaoxA (Tabela 28, Figura 30a). Quanto
as cepas, o nivel de transcricdo de CEA17 (0,93 vezes) foi superior ao de AaoxA

(0,61 vezes) (Tabela 29; Figura 30b).

Tabela 29 - Niveis médios de transcricdo de idh em germinantes, por cepa.

Cepas
CEA17? NaoxA®
0,932 0,61°
EP 0,05 0,05

*Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na mesma linha ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh.
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Figura 30 - Niveis de transcricdo de idh, em germinantes de A. fumigatus de
acordo com a exposicao aos diferentes agentes pré-oxidantes (a) e as cepas (b).
Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do
controle admitido como calibrador.

Tabela 30 - Niveis médios de transcricdo de idh em hifas, por tratamento e por cepa.

Cepas
Tratamento CEA17"2 AaoxA'?
Controle 1,03 %2 0,86 %2
Menadiona 3,04%2 1,86 4°
Paraquat 0,44 ©° 0,87 B2
GO 0,67 °“# 0,69 %2
EP 0,11 0,09

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra
mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Em hifas, o controle de AaoxA nao variou significativamente em relacédo a
CEAL17 controle, bem como os niveis de transcritos obtidos com GO em AaoxA e
CEAL17 (Tabela 30). Menadiona aumentou 3,04 vezes os niveis em CEA17 e 1,86
vezes em AaoxA, sendo este ultimo inferior ao nivel observado para CEAL17 (Tabela
30; Figura 31). Paraquat promoveu diminuicdo de 0,44 vezes em CEA17, sendo esta

a Unica alteracao significativa promovida por este tratamento.
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Figura 31 - Niveis de transcricdo de idh em hifas de A. fumigatus cepas CEA17
e AaoxA, expostos aos diferentes agentes pro-oxidantes. Valores foram
normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nivel do controle
admitido como calibrador.

4.3.3.14 Peptideo RCI (rci)

Novamente a interacdo cepa vs. tratamento influenciou de modo significativo
0s niveis de transcritos obtidos para rci. Ao se analisar os controles de AaoxA em
germinantes e hifas observou-se a auséncia de diferencas significativas em relacao
aos controles de CEA17 da mesma fase de desenvolvimento celular (Tabela 31).

Todos os pro-oxidantes utilizados promoveram aumentos nos niveis de
transcritos, porém de grandezas e em fases de desenvolvimento diferentes. Em
germinantes, 0s niveis obtidos em CEA17 tratado com menadiona (14,49 vezes)
foram superiores aos obtidos com AaoxA (11,02 vezes) exposta a0 mesmo pro-
oxidante (Tabela 31; Figura 32a). Em hifas, esses valores foram de 8,18 vezes para
CEA17 e 17,21 vezes para AaoxA, 0 maior aumento de transcritos observado para
rci (Tabela 31; Figura 32b).

Paraquat aumentou os niveis dos transcritos em germinantes de CEAL7
(16,36 vezes), ndo variando significativamente do aumento promovido por
menadiona nesta cepa, mas superior ao observado em AaoxA (6,15 vezes) (Tabela

31; Figura 32a). Em hifas, o aumento foi de 5,26 vezes em CEA17, inferior ao obtido
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com menadiona, e 1,65 vezes em AaoxA, semelhante ao controle desta cepa

(Tabela 31; Figura 32b).

Tabela 31 - Niveis médios de transcricdo de rci em germinantes e hifas, por

tratamento e por cepa.

Cepas
Germinantes Hifas

Tratamento CEA17%2 NaoxA*? CEA17%2 NaoxA?
Controle 1,00 %2 1,17 ©2 1,01 ¢ 1,18 ¢2
Menadiona 14,49 A2 11,02 AP 8,18 4P 17,21 %2
Paraquat 16,36~ 2 6,15 8P 5,26 52 1,65 ©°
GO 1,52 82 1,13¢2 1,82 ¢ 40452

EP 0,99 0,99 0,43 0,43

20.04

15.04

10.04

Nivel de transcrigdo de RNAm

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna n&o diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra

mindscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Valores foram normalizados a partir de gapdh.

Bl CEA17
@ AaoxA

20.04
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Controle Menadiona Paraquat GO

(a) Germinantes

Controle

Menadiona Paraquat
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Bl CEA17
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Figura 32 - Niveis de transcricdo de rci em germinantes (a) e hifas (b) de A.

fumigatus cepas CEA17 e AaoxA, expostos aos diferentes agentes proé-

oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica

o nivel do controle admitido como calibrador.

GO promoveu alteragéo significativa de transcritos somente em hifas de

AaoxA, aumentando para 4,04 vezes seus niveis (Tabela 31; Figura 32b).
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4.3.4 Niveis de transcricdo em germinantes e hifas de A. fumigatus agrupados
de acordo com suas funcgdes e o pro-oxidante utilizado

O objetivo desta apresentacao de resultados é o de tornar mais didatica a
visualizacdo dos dados anteriormente descritos. Cada grafico € composto por genes
envolvidos em uma via funcional especifica (CTE, componentes alternativos da CTE
e compostos envolvidos no sistema antioxidante), separados por cepa (CEALl7 e
AaoxA). As figuras foram construidas agrupando-se os graficos de acordo com o

pré-oxidante utilizado (menadiona, paraquat e GO).
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4.4 Avaliacao da influéncia de AOX na velocidade de consumo de oxigénio em
hifas de A. fumigatus CEA17 ap0s exposi¢cdo a menadiona

A avaliacao da influéncia de AOX na velocidade de consumo de oxigénio foi
realizada para verificar se a diferenca observada nos niveis de transcritos de AOX
em germinantes e hifas de CEALl7 se repete nos niveis de proteina funcional
encontrados nas células. Para isso foram realizados ensaios polarograficos
utilizando KCN como inibidor de C IV e SHAM, inibidor de AOX.

Em hifas controle ou expostas ao pro-oxidante (Figura 39, A e B,
respectivamente) ndo foram observadas diferencas no perfil de consumo de

oxigénio, mesmo na presenca de inibidores.

A células B células
K K

644,67

SHAM

~100,0
nAtomos O,

I
1,66 min

Figura 39 - Perfil do consumo de oxigénio de A. fumigatus CEA17 sob a acédo de
inibidores. As curvas séo representativas de 5 experimentos independentes. KCN e
SHAM foram utilizados na concentracdo de 2 mmol/L e meio YG + KH,PO, como
meio de respiracdo. Os numeros indicam a velocidade de consumo de oxigénio
pelas células em n atomos O, min"l/ug de proteina. A e B: hifas controle e expostos

a menadiona. O volume de células utilizados na camara de respiracao foi de 200pL.
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4.5 Avaliacdo da atividade de catalase (Cat) em germinantes e hifas de A.
fumigatus CEA17 e AaoxA ap0s a exposi¢cdo a menadiona

Em ambas as fases de desenvolvimento celular houve variacdo da atividade
especifica de Cat ao se comparar as células expostas a menadiona com seus
respectivos controles (Tabelas 32 e 33; Figura 40).

Germinantes apresentaram atividade especifica menor que hifas em todas
as situacoes estudadas. Ao se comparar células controle e tratadas de CEA17 e
AaoxA, a atividade aumentou em ambas as cepas, indicando a interferéncia do proé-

oxidante nessas respostas (Tabela 32).

Tabela 32 — Atividade especifica de Cat em germinantes, por tratamento.

Tratamento Germinantes®

Controle 1,558
Menadiona 3,334
EP 0,08

'Médias seguidas por uma mesma letra mailscula na mesma coluna ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%).

Hifas atingiram altos niveis de atividade de Cat, sendo que controle de
CEA17 atingiu maior atividade (36,15 U/mg de proteina total) do que controle de
AaoxA (12,51 U/mg de proteina total). Ao se submeter hifas a menadiona, houve
maior aumento de atividade em AaoxA (74,55 U/mg de proteina total) do que em
CEA17 (52,73 U/mg de proteina total). A diferenca entre controle e células tratadas
em CEAL7 foi menor que a observada em AaoxA nas mesmas condi¢cbes (Tabela

33).
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Tabela 33 — Atividade especifica de Cat em hifas, por tratamento e por cepa.

Cepas
Tratamento CEA17%2 AaoxAL?
Controle 36,1542 12,51 8P
Menadiona 52,73 AP 74,55 A2
EP 5,14 5,14

'Médias seguidas por uma mesma letra maitiscula na mesma coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (5%). *Médias seguidas por uma mesma letra

mindscula na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

90.04 3 CEAl7
Bl AaoxA
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0

30.04

20.04

Atividade especifica de catalase
(U/mg ptn total)

10.04

0.0-

Controle Menadiona Controle Menadiona

Germinantes Hifas

Figura 40 — Atividade especifica de Cat em germinantes e hifas de A. fumigatus

cepas CEA17 e AaoxA, expostos a menadiona.
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As anadlises realizadas foram baseadas em duas diferentes fases de
desenvolvimento do A. fumigatus. A partir de inéculos de conidios em meio de
cultura liquido, foram obtidos germinantes (apds 8 horas de crescimento) e hifas
(com 16 horas de crescimento), que diferem entre si morfolégica e molecularmente.

A germinacédo de fungos filamentosos tem inicio somente em ambiente que
forneca condicbes de temperatura, pH e nutrientes adequados a sobrevivéncia.
Agua, dioxido de carbono e oxigénio sdo exemplos de compostos utilizados por
guase todos os fungos, mas existem necessidades especificas de cada espécie
guanto a sais, fontes de carbono e aminoacidos.

Ela pode ser dividida em duas fases com diferentes eventos. Na fase inicial
tem-se o inicio da respiracdo, a sintese de RNA e proteinas e a replicacdo de DNA,
este Ultimo tardiamente, com entumescimento conidial e crescimento da parede
celular; na fase proliferativa sdo frequentes as divisdes nucleares e o crescimento
apical com formacgao de hifas (D’ENFERT, 1997). Apesar de algumas contradi¢cdes
sobre a sintese de RNA como fator molecular essencial ao inicio da germinacéo
(HOLLOMON, 1970; OSHEROV; MAY, 2000), somente a traducao foi comprovada
(OSHEROV; MAY, 2000). Em Neurospora crassa (MIRKES, 1974) e A. nidulans
também foram observados ribossomos livres e RNAmM pré-existentes em seus
conidios, que dariam inicio a germinacdo na presenca de fonte de carbono
(OSHEROQV; MAY, 2000).

De acordo com Lamarre et al. (2008), a analise de transcritos em A.
fumigatus durante a germinacgdo inicial também revelou o aumento de genes
envolvidos no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e de redutases, como arsenato e
tiorredoxina redutases, sugerindo o envolvimento da respiracédo celular e da defesa

contra intermediarios reativos logo apoés o inicio da atividade germinativa.
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Em hifas s@o descritas as proteinas e 0s papéis dos genes responsaveis
pela divisdo nuclear, crescimento polarizado, formacdo de septos e regulacdo de
osmolaridade (SEILER; JUSTA-SCHUCH, 2010; YANG et al, 2011). O gene shol é
importante durante o desenvolvimento de hifas em A. fumigatus, uma vez que esti
envolvido na adaptacdo ao estresse oxidativo e no crescimento hifal (MA et al, 2008)
e atua como sensor molecular na via HOG MAPK, o qual é o sistema de sinalizacéo
de glicerol de alta osmolaridade (YANG et al, 2011).

Considerando as diferencas moleculares entre germinantes e hifas, foram
analisados os niveis de transcritos de enzimas relacionadas a CTE, sendo incluidas
as enzimas alternativas mitocondriais e ao sistema antioxidante de A. fumigatus

presentes no fungo.

5.1 Enzimas da cadeia de transporte de elétrons

Menadiona, composto da classe das quinonas, € inicialmente oxidada por
enzimas (e.g. NADH ubiquinona oxidorredutase — complexo | — e NADPH-citocromo
P-450 redutase), gerando radicais semiquinona. Estes promovem a formacao de
anion superoxido na presenca de oxigénio e podem reagir com proteinas tidlicas e
glutationa (CASTRO et al, 2008).

Ao se analisar os possiveis motivos que promoveram as variagcdes de
transcricdo em cada caso estudado, observou-se que menadiona esta ligada aos
aumentos dos niveis de transcritos dos complexos I, Il e IV em hifas, e com a
diminuicdo dos niveis desses mesmos complexos em germinantes em relacdo aos

respectivos controles (Tabelas 3, 4 e 8, respectivamente). Complexo Il e ATP

sintetase ndo apresentaram variacdes na presenca de menadiona em nenhuma das
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fases de desenvolvimento estudadas, com excecdo em germinantes de AaoxA, onde
0s niveis de complexo Il foram inferiores aos observados no controle.

Hifas das cepas CEA17 e AaoxA apresentaram niveis de transcritos de
complexo Il superiores aos obtidos em complexo | nas mesmas condi¢cdes (Tabelas
4 e 3, respectivamente). Essa diferenca pode ser decorrente da diminuicdo da oferta
de NADH ao complexo I, uma vez que os sistemas glutationa/glutarredoxina e
tiorredoxina estariam mais ativos para controlar o equilibrio redox e estes funcionam
com NADPH como doador de elétrons. Assim, parte das moléculas de NADH seria
convertida a NADPH pela nicotinamida nucleotideo transidrogenase (NNT)
(DRACHEV et al., 1980; HATEFI; YAMAGUCHI, 1996), aumentando as
concentracfes intracelulares desta coenzima e favorecendo a atividade dos
sistemas redox acima descritos.. A isocitrato desidrogenase dependente de NAD"
(Afulg12800, EC:1.1.1.41), estd mais envolvida com o TCA. Esta enzima se
mostrou com niveis de transcritos aumentados apenas em CEA17, gerando NADH
para possivel conversdo em NADPH.

Com a diminuigdo da disponibilidade de NADH e diminuicdo da expressao
de componentes do complexo |, o complexo || manteria o fluxo de elétrons na cadeia
de transporte, utilizando succinato como doador de equivalentes redutores. O fato de
complexo | também ser um dos principais pontos de geracdo de EROs, com dois
sitios de formacdo de anion superoxido (LAMBERT; BRAND, 2004), sua menor
expressdo poderia gerar uma menor quantidade de EROs formadas, colaborando
para a reducao dessas espécies produzidas pela menadiona.

O complexo Il ndo apresentou variacdes significativas em suas expressoes,
com excecdo do tratamento de hifas com paraquat, que promoveu diminuicdo dos

niveis de expressdao. O complexo Ill € um reconhecido ponto gerador de EROs



Discussdo 100

(DROSE; BRANDT, 2008). A formagdo do par redutor “radical
semiquinona/ubiquinona” (UQ"/UQ) nos sitios Qp e Qn do complexo, promove a
formacgéo de anion superéxido (O,”) quando oxigénio entra em contato com ambos
os sitios (TURRENS; ALEXANDRE; LEHNINGER, 1985; ST-PIERRE et al, 2002). O
agente pré-oxidante teria provocado diminuicdo da atividade desta enzima como
forma de defesa celular. Esta hipotese estaria de acordo com o sugerido para
leveduras (FUKUSHIMA et al, 2002), onde a inibicdo do complexo Il gerou
resisténcia do microrganismo ao pro-oxidante. Adicionalmente, estudos anteriores
sugeriram o desacoplamento da fosforilacdo oxidativa através da peroxidacao
lipidica e acado inibitéria da cadeia redox e da ATP sintetase na presenca de
paraquat (PALMEIRA, MORENO; MADEIRA, 1995). Isto corrobora os resultados
obtidos com a expressédo diferencial de ATP sintetase em hifas de ambas as cepas

avaliadas.

5.2 Componentes alternativos mitocondriais

Entre todos os pré-oxidantes, a menadiona promoveu as maiores variagdes
dos niveis de transcritos nas enzimas UCP-like, AOX e Nde. Na NdiA este pro-
oxidante promoveu diminuicdo desses niveis nas duas fases de desenvolvimento
(germinante e hifa).

Os altos niveis de transcritos apresentados por UCP-like em hifas de CEA17
e AaoxA tratadas com menadiona sugerem sua fungdo desacopladora ligada a
protecdo celular contra EROs, uma vez que diminui o estado reduzido mitocondrial
(SLUSE et al, 2006). Esta enzima, juntamente com a AOX, também com altos niveis
de transcritos em hifas expostas a menadiona, pode explicar a falta de variacdo nos

niveis de ATP sintetase nesta condicdo, uma vez que as vias alternativas
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pressupdem a diminuicdo da formacdo de ATP. Além disso, a presenca de enzimas
alternativas constitui vantagem para a prevencdo da liberacdo de EROs pela
mitocondria (KOWALTOWSKI et al, 2009), sendo forma de controle redox para 0s
organismos que as possuem, incluindo A. fumigatus.

Ao se comparar os resultados obtidos com c | e ndiA em hifas expostas a
menadiona, o aumento da expressdo de complexo | esta diretamente relacionado a
diminuicao dos niveis de expressao da enzima alternativa.

A NdiA é responsavel pela regulacéo do balanco redox em relacdo ao NADH
sintetizado no ciclo do acido citrico (FANG; BEATTIE, 2003) e é sugerida sua
complementaridade funcional ao complexo |, apesar de sua insensibilidade a
rotenona (DUARTE et al, 2003). Através da oxidacdo de NADH encontrado na matriz
mitocondrial, NdiA reduz ubiquinona, desviando os elétrons do complexo | e néao
promovendo bombeamento de prétons para o espaco intermembrana. Com isso, a
sintese de ATP é desfavorecida e ocorre a prevencdo de reducdo excessiva de
NAD'/NADH na matriz (MAAS et al, 2010). Como a NdiA apresentou baixos niveis
de transcricdo e o complexo | niveis mais altos em hifas, corrobora a hipétese de
gue ambas estejam funcionalmente relacionadas.

Caso os aumentos dos niveis de transcritos do sdhl e da nde, observados
em hifas tratadas com menadiona, estejam relacionados ao aumento de atividade de
ambas as enzimas relacionadas, € possivel sugerir atividades complementares com
manutencdo da CTE, mas com diminuicdo do bombeamento de protons. Como o
fornecimento de NADH proveniente da matriz mitocondrial para complexo | esta
diminuido, Nde capta NADH proveniente do citoplasma e o disponibiliza para a CTE
(YAGI et al, 2001), permitindo o funcionamento da CTE juntamente com a agao de

complexo II, mesmo que lentamente.
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Além disso, a Nde parece ter uma importante funcdo antioxidante. Em
plantas, foi relatada a relacao entre baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio
e a ativacdo da expressao dos genes da Nde e da AOX, concomitantemente
(EPRINTSEV et al, 2011). Os resultados obtidos com A. fumigatus mostraram
aumentos de transcritos de Nde da ordem de 19 vezes e de AOX, de 56 vezes em
hifas expostas a menadiona. A formacédo de EROs pelos pro-oxidantes e o indice de
expressao atingido por essas enzimas sugerem a participagdo de ambas na
detoxificacdo dessas espécies. Estes resultados corroboram a conclusdo de que
fungos filamentosos, em situacdes de estresse oxidativo, convergem o fluxo de

elétrons da cadeia de transporte classica para a via alternativa (LI et al, 2011).

5.3 Enzimas antioxidantes

O tratamento com paraquat promoveu aumentos significativos de transcritos
das enzimas antioxidantes classicas (Sods 1 e 2, Catl, 2 e A, Ccpl, Prx1, Trx1, Girl
e peptideo RCI). A acdo deste pré-oxidante se baseia em sua reducdo, formando
radical que converte oxigénio em anion superéxido em um ciclo redox (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). Dentre as teorias aceitas para a formacdo do radical de
paraquat esta sua reducao pelo complexo | mitocondrial e provavel desacoplamento
da CTE (FUKUSHIMA et al, 2002).

Poucos resultados obtidos com o sistema glicose oxidase, por sua vez,
apresentaram variagcbes significativas. Em germinantes, somente idh apresentou
diminuicdo nos niveis de seus transcritos, sugerindo influéncia das EROs na
velocidade do TCA. CuZnsod também teve seus niveis de transcritos diminuidos
com a exposicdo a menadiona em germinantes e hifas e prxl e trx1l apresentaram

pequeno aumento em CEA17 e AaoxA, respectivamente. Isto sugere que o H,0,
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formado nado foi capaz de sensibilizar nenhuma das fases de desenvolvimento
celular, como os outros pré-oxidantes, para respostas significativas.

A enzima glicose oxidase converte B-D-glicose em acido glucénico, com
formacdo intermediaria de D-gluconolactona e peroxido de hidrogénio (KLEPPET,
1966). Com flavina adenina dinucleotideo (FAD) como coenzima para a catélise
(WILSON; TURNER, 1992), sua atividade s0 é cessada ap0s diminui¢cdo do pH para
niveis abaixo de 4 e acima de 7 (TSUGE; NATSUAKI; OHASHI, 1975) com a
formacdo do &cido gluconico e pelo acumulo de H,O, (BAO et al.,, 2003). Ela é
naturalmente sintetizada por insetos e fungos, como exemplo Appis mellifera e A.
niger, para funcdes antifangicas, bactericidas, de diminui¢édo do pH intracelular, entre
outras (WONG; WONG; CHEN, 2008). O H,O, formado é importante nessas
funcdes, uma vez que concentracdes da ordem de micro molar de perdxido formado
e mantido pela acdo catalitica constante da enzima, sdo suficientes para a
diminuicdo do crescimento celular. Esta agdo, bem como sua atividade constante,
foram os fatores que levaram a escolha do sistema glicose oxidase como promotora
de EROs. Outro fator foi a presenca de trés catalases em A. fumigatus (CADRE),
que impediria a agdo de H,O, por 8 horas sem que houvesse uma fonte geradora no
meio de cultura.

Menadiona foi novamente responsavel pela maioria das variacdes de niveis
de transcritos em enzimas antioxidantes classicas, como superéxido dismutase
(Sod) 1 e 2, catalases (Cat) 1, 2 e A, citocromo C peroxidase (Ccpl), peroxirredoxina
(Prx1), tiorredoxina (Trx1), glutarredoxina (Grx1l), glutationa redutase (GlIrl) e
peptideo RCI. Entretanto, o nimero de enzimas com esses niveis alterados foi
diferente ao se comparar germinantes de CEAl7 com as outras condicbes

estudadas. Nesta cepa, foram observadas variacdes significativas apenas em Sods
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1, 2 e 3, em Catl, Ccpl e Trxl, além de RCI, utilizada como controle para a
resposta a inducdo ao estresse, enquanto que praticamente todas as enzimas
apresentaram niveis de transcritos alterados nas outras condicdes. A composicao da
parede celular e a presenca de aoxA podem sugerir a diferenca entre germinantes e
hifas e entre cepas, respectivamente. Ambas as camadas, interna e externa, da
parede celular de A. fumigatus possuem variagdo em sua composicdo de acordo
com a o estagio de desenvolvimento do fungo (LATGE, 2010). Os conidios, como
células quiescentes e adaptadas para a resisténcia fisica e quimica, apresentam
além de camada interna de complexo glucana-quitina, uma densa camada externa
de melanina (BERNARD; LATGE, 2001), composto envolvido na organizacdo da
parede celular e na defesa celular contra EROs produzidas por fagocitos (PIHET et
al, 2009). Germinantes, por sua vez, expfem polissacarideos e proteinas
glicosiladas de sua parede celular, enquanto que, hifas expdem apenas o0s
polissacarideos em qualquer regido ao longo de sua estrutura (LATGE, 2010).
Tomando por base essa diferenca morfolégica, bem como a auséncia de matriz
extracelular em hifas cultivadas em meio liquido (LATGE, 2010), é sugerido que a
funcdo da parede celular de hifas esteja relacionada ao controle de permeabilidade,
permitindo a liberacdo de hidrolases que auxiliam na invasdo do parénquima
pulmonar quando do desenvolvimento da aspergilose (BERNARD; LATGE, 2001).
Assim, 0 aumento da transcricdo de genes relacionados a defesa antioxidante em
hifas auxiliaria na defesa contra EROs, compensando a auséncia da barreira fisica.
A auséncia de aoxA também seria compensada por um nimero maior de enzimas
antioxidantes, uma vez que ja foi descrito a acdo da AOX contra 0 estresse oxidativo
promovido por menadiona (MAGNANI et al, 2008; MARTINS et al, 2011) e por

células semelhantes a macrofagos (GRAHL et al, 2012).
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As Sods 1 (Cu,Zn, citoplasmatica), 2 (Mn, mitocondrial) e 3 (Mn,
citoplasmatica) apresentaram aumentos significativos de transcritos na presenca de
menadiona, observados tanto em germinantes quanto em hifas. Menadiona, como
uma quinona, foi descrita como indutora da atividade de MnSods em Escherichia
coli, podendo reagir com H,O, do ambiente celular e formar radical hidroxil (OH") na
presenca de fons metalicos (Fe*", por exemplo) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Isto explicaria 0 aumento na expressao das Sods 2 e 3, porém, ndo o observado em
sodl. De acordo com Leal Jr. (2012), Sod3 é a SOD mais expressa em hifas sob
condicBes de estresse oxidativo, sendo classificada como funcionalmente dominante
em hifas de A. fumigatus. Os resultados obtidos com hifas expostas a menadiona,
principalmente em CEAL7, apresentaram maiores niveis de sod3 em relagdo aos
germinantes (LEAL Jr. et al, 2012).

Durante o crescimento de A. fumigatus da cepa akuB*“®, foram observados
altos niveis de transcricdo de sodl e sod2 em conidios e de sod3 em micélio
(LAMBOU et al, 2010). Estes resultados corroboram as variagdes nos transcritos de
sods 1 e 2 em germinantes e de sod3 em hifas, além da auséncia de alteracdo nos
niveis de transcritos de sodl em hifas de ambas as cepas. Cu,Znsod também
apresentou padrdo de transcricdo, ndo variando seus niveis em ambas as fases de
desenvolvimento de CEAL17. Aparentemente nenhuma das MnSods esta associada
com a viruléncia do A. fumigatus, e nem a Cu,ZnSod, que havia sido sugerida como
possivel protetora do fungo contra superoxidos sintetizados extracelularmente
(FANG, 1997; HAMILTON; HOLDOM, 1999). E sugerido que a atividade das Sods
seja exclusivamente intracelular e que Sods 1 e 2 sejam responsaveis pela maior

parte da atividade desta familia de enzimas (LAMBOU et al, 2010).
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Os niveis de transcritos de catalase micelial (catl) em germinantes expostos
aos pro-oxidantes foram superiores aos apresentados por hifas submetidas aos
mesmos tratamentos. Estes Ultimos ndo atingiram o0s niveis apresentados pelo
controle, com excegcdo da cepa AaoxA que, tratada com paraquat, teve seus
transcritos aumentados.

A catalase-peroxidase (Cat2), uma heme-catalase (SCHERER et al, 2002)
pode agir ou como H,0O, oxidoredutase ou como H;0,:H,O, oxidoredutase
(TAKASUKA et al, 1999). Seus niveis de transcritos, superiores em hifas, sugerem
maior susceptibilidade dessa fase de desenvolvimento aos EROs em relacdo as
mesmas condicfes em germinantes. Para catalase esporo-especifica (catA), os
niveis de transcritos na cepa AaoxA foram maiores do que os apresentados por cat2,
diferentemente do encontrado em CEA17. Como CatA ndo € considerada fator de
viruléncia (PARIS et al, 2003), isto pode sugerir uma nova participacdo de CatA
contra EROs extracelulares na auséncia de aoxA, exigindo mais estudos em relacao
a atividade de CatA e de AOX neste contexto.

A analise da atividade especifica de Cat em germinantes e hifas de ambas
as cepas tratadas com menadiona levou a comparacdo entre os perfis de seus
niveis e os niveis de transcritos para as catalases. A influéncia exclusiva do
tratamento na atividade de Cat em germinantes pode indicar presencga predominante
de Catl nesta fase de desenvolvimento de A. fumigatus. Esta observagao pode ser
reforcada com a diminuicdo dos niveis de transcritos da enzima em relacdo ao
controle em hifas de ambas as cepas (Tabelas 3 e 4) e com o fato desta enzima,
juntamente com a Cat2, ser considerada fator de viruléncia (PARIS et al, 2003),
propria da fase de desenvolvimento em questdo. Em hifas, a atividade especifica

tanto em CEAL17 quanto em AaoxA foram superiores ao obtido nos controles de
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ambas as cepas, seguindo o padrédo observado na analise de transcritos de CatA e
Cat2.

Entre as enzimas tidlicas estudadas, a Prx1 mitocondrial foi a que
apresentou 0s menores niveis de transcritos, tanto em germinantes quanto em hifas.
E nessas duas fases de desenvolvimento todos os pro-oxidantes promoveram
aumentos desses niveis, sendo as respostas a menadiona e paraquat superiores as
obtidas com glicose oxidase. Além disso, prx1 e trx1 apresentaram em AaoxA niveis
superiores aos encontrados em CEAL7, sugerindo que a delecéo de aoxA interfere
na transcricdo dessas enzimas, na tentativa de compensar a auséncia de AOX no
processo antioxidante. Prx1 € um antioxidante especifico para tidis e uma
alquilhidroperéxido redutase, reduzindo H,O,, peroxinitrito e outros hidroperoxidos
organicos; porém, em mamiferos, a familia das peroxirredoxinas compreendem
enzimas com funcbes de modulacdo de niveis de H,O, induzidos por citocina,
influenciando na sinalizacdo celular e controle da proliferacao celular, diferenciacao
e apoptose (WOOD et al, 2003). Em bactérias foi descrito que AhpC, enzima da
familia das peroxirredoxinas, reduz H,O, enddégeno (COSTA SEAVER; IMLAY,
2001). Recentemente, Prx1, uma peroxirredoxina mitocondrial de S. cerevisiae,
também foi descrita como molécula redox de sinalizacdo, oxidando Trx mitocondrial
(Trx3) e promovendo apoptose quando Prxl ndo é capaz de detoxificar EROs
mitocondriais (GREETHAM et al, 2012). Prx de A. fumigatus é uma 1-Cys Prx
(CADRE), com uma cisteina de funcao peroxidasica (Cys91) sem a capacidade de
formar pontes dissulfeto, mas mantendo a funcéo de reduzir hidroperéoxidos. A 1-Cys
Prx de levedura quando oxidada é glutationilada pela GSH, formando ponte
dissulfeto mista, que é reduzida pela tiorredoxina redutase 2 (Trr2) associada a uma

GSH, e nédo pelo sistema Trx como ocorre com Prxs que formam as pontes
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dissulfeto (GREETHAM; GRANT, 2009). Uma investigacdo mais especifica poderia
analisar a relagdo dos baixos niveis de transcritos da Prx1 de A. fumigatus em
relacdo a Trx e Grx com a funcdo de detoxificacdo de hidroperéxidos endogenos,
associando a possibilidade de regulacdo da sinalizacdo celular. Trxl e Grx1
estariam envolvidas com a defesa mais efetiva do fungo as EROs geradas pela
menadiona. Outro aspecto a ser analisado posteriormente € a possibilidade de GlIrl
estar envolvida no ciclo redox de Prx1 de A. fumigatus, participando da reducéo do
complexo Trr2/GSSG. Isto é justificado pelos perfis dos niveis de transcritos de prx1
e glrl serem semelhantes, apresentando-se maiores em hifas do que em
germinantes.

O sistema GSH/glutationa peroxidase (GSHp) atua de modo coordenado
contra EROs (HAYES; MCLELLAN, 1999). A GSHp detoxifica o H,O, formado e
retorna ao seu estado reduzido pela doacao de elétrons da GSH. Esta é novamente
reduzida pela acdo da GlIrl através da transferéncia de elétrons de NADPH
(HOLMGREN, 1989). Assim, o aumento dos niveis de transcritos de Glrl pode estar
ligado ao aumento da transcricdo e da capacidade redutora de GSH, sugerindo hifas
mais sensiveis as EROs que germinantes, uma vez que GSH se constitui em
importante mantenedor da homeostase redox intracelular, atuando sobre peroéxidos,
anion superoxido e produtos de peroxidacao lipidica (GESSLER; AVER’YANOV;
BELOZERSKAYA, 2007; TURTON; DAWES; GRANT, 1997).

A Trx1, outra tiol-peroxidase com estrutura, sitio ativos e funcbes
semelhantes as de Grx1, também possui atividade coordenada com outras enzimas.
Tiorredoxina redutase, na presenca de Trx, reduz tiorredoxina peroxidase, a qual
degrada peroxidos (CHAE; CHUNG; RHEE, 1994). A acdo de Trx na reducédo de

pontes dissulfeto em proteinas geralmente danificadas por espécies reativas esta
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bem caracterizada. Porém, em S. cerervisiae, a delecdo de genes responsaveis pela
expressao de Trx (Trx1 ou Trx2) aumentou as concentracfes de GSH em sua forma
reduzida e oxidada, aumentando também a sensibilidade da cepa ao H,0,
(GESSLER; AVER'YANOV; BELOZERSKAYA, 2007). Com isso, observa-se a
ligacdo entre os sistemas Trx e GSH/Grx, o que pode ser observado nos resultados
obtidos. Quanto maior o nivel de transcrito de trx1, menores os niveis de grx1 e girl
em hifas de CEAL17 e germinantes de ambas as fases de desenvolvimento, sendo
que germinantes de AaoxA apresentaram 0s maiores niveis observados para esta
enzima. Este pode ser um indicativo de que, em hifas, o sistema GSH/Grx esteja
mais ativo contra EROs e que haja uma atividade coordenada entre AOX e Trx1,
uma vez que em ambas as fases de desenvolvimento, a auséncia de aoxA esteve
relacionada ao aumento de transcritos de Trx1l. Esta agiria como redutora de
proteinas que apresentam pontes dissulfeto geradas pela acdo de EROs
(HOLMGREN et al, 2005) e ndo como substituinte da atividade de AOX
(detoxificacdo de EROs). Esta hip6tese pode ser corroborada pela constatacdo de
qgue Trx citoplasmaticas sdo essenciais para a sobrevivéncia de hifas na presenca
de neutréfilos (LEAL JR et al, 2012). Assim, a falta de melhor controle dos niveis de
EROs intracelulares levaria ao aumento da atividade reparadora de proteinas. Em
plantas, foi descrita a agdo de Trx mitocondrial na reducéo de pontes dissulfeto de
AOX e a regulacdo poés-transcricional e pés-traducional tanto de Trx quanto de AOX
(MARTI et al, 2011; MILLAR et al, 1993). Em A. fumigatus, Afyapl, fator de
transcricdo sensivel as EROs, regula os niveis de Prx e da via de Trx em situacfes
de estresse oxidativo (LEAL JR et al, 2012). Assim, a regulagédo de Trx1 e AOX

podem se constituir em fator de estudos posteriores.
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Em nosso laboratorio foi observado o aumento dos niveis de transcritos e de
atividade de AOX em germinantes de A. fumigatus exposto a menadiona (MAGNANI
et al, 2007). Em hifas, apesar do aumento significativo dos niveis de transcritos de
CEAL17 exposta a menadiona, ndo houve variacdo na taxa de consumo de oxigénio
entre células tratadas e nado tratadas com o pro-oxidante na presenca de KCN,
necessitando de estudos adicionais para a confirmacéo deste resultado. Ensaios de
atividade in vivo, de niveis de proteina e de determinacéo de niveis de transcritos de
AOX feitos com plantas descrevem discrepancias entre si, sugerindo atividades de
regulacdo da via alternativa por parte da AOX, seu papel na defesa celular contra
EROs (RASMUSSON; FERNIE; DONGEN, 2009) ou regulacfes pés-traducionais da

enzima (MARTI et al, 2011).
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Os resultados obtidos com as andlises de transcritos de A. fumigatus em
suas fases de desenvolvimento e cepas demostraram a diferenca na resposta aos
efeitos oxidativos promovidos pela menadiona e paraquat. O sistema glicose/glicose
oxidase utilizado para a geracdo de peréxido de hidrogénio ndo foi eficiente na
sensibilizacdo das cepas para se obter uma analise significativa de seus efeitos na
transcricdo das enzimas avaliadas.

Em geral, os niveis de transcritos das enzimas envolvidas na CTE, sendo
elas classicas ou alternativas, e na defesa antioxidante foram influenciados pelos
pré-oxidantes utilizados, pela fase de desenvolvimento em questdo (germinante ou
hifa), pela presenca de AOX ou pela interacdo entre elas.

A auséncia de AOX influenciou todos os niveis de transcritos de enzimas
antioxidantes em hifas tratadas com menadiona, sugerindo maior sensibilidade desta
fase celular em relacdo aos germinantes da mesma cepa. Entretanto, germinantes
de CEAL17 tiveram todos os transcritos de genes envolvidos com as enzimas
alternativas da CTE alterados pelo efeito do pro-oxidante, sugerindo maior controle
do estado redox celular e menor necessidade de enzimas antioxidantes. Dentre
essas enzimas, destaca-se a Cat2, que parece apresentar importante papel como

fator de viruléncia de A. fumigatus em hifas.
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1 - Solucgdes, tampdes e meios de cultivo

1.1 Solucéo de elementos tragcos

ZNSO4.TH2O ... 11,09
HaB O3 e 55g
MNCI.4H20 ... e 2509
FESO4.THO..... e, 2509
COCIL.EH0 e 0,89
CUSO4.5H0 e 0,89
(NHMO7024.4H20 ..o 0,55 g

E DT A 25,09
Agua destilada g.S.P.....ccovveeeveriieee e 100,00 mL

As substancias que compdem a solucdo foram adicionadas e dissolvidas na
ordem listada, em 80 mL de agua destilada. A solucdo foi fervida e apos
resfriamento foi ajustada para pH entre 6,5 e 6,8 com KOH e o volume ajustado para

100 mL.

1.2 Salina fosfato tamponada (PBS) / Tween 20

NACT .ot 8,09
K ettt 0,29
N2 u =10 YOO 1,15 g
R 23210 YRS 0,29

Agua destilada g.S.P....ccceovrereeeerieeieceeee e, 1.000,00 mL
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As substancias que compbdem o tampdo foram dissolvidas em &agua
destilada, sendo a solucéo ajustada para pH 7,4. O tampao foi esterilizado por calor
Umido em autoclave a 120°C e 1 kgf/lcm? por 20 minutos. Quando necessério, apds
atingir a temperatura ambiente, foi adicionado Tween 20 na propor¢cdo de 0,01%

(V/IV).

1.3 Solucao dextrose-hepes
DEXITOSE ..eveeieeei e 2% (p/v)

Na-HEPES.....ovviiiciie e 10 mmol/L
As substancias foram dissolvidas em agua Milli-Q, sendo a solucao ajustada

para pH 7,2. O tampao foi esterilizado por calor imido em autoclave a 120°C e 1

kgf/cm? por 20 minutos.

1.4 Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS) 10X

MOPS ..o 0,2 mol/L
Acetato de SOIO .......oveviieeiieiieee e 0,08 mol/L
EDT A e 0,01 mol/L

Os reagentes foram dissolvidos em agua Milli-Q acrescida de dietil
pirocarbonato (DEPC) 0,05% autoclavada. Seu pH foi ajustado entre 6,6 e 7,8 e a
solucdo foi autoclavada a 120°C e 1 kgflcm? por 20 minutos, sendo mantida ao

abrigo da luz.
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1.5 Tampao de amostra (para RNA)

Azul de Bromofenol...........ccceevveiiiiiieeicceen, 0,25% (p/v)
Xileno Cianol FF ........ccoooviiiiiiici e, 0,25% (p/v)
€11 od T (o USRI 50% (v/v)
EDTAPH 8,0 covveeiiiieeeeeee e 1 mmol/L

As substancias que compdem o tampéao foram dissolvidas em agua Milli-Q
autoclavada acrescida de dietil pirocarbonato (DEPC) 0,05% (v/v). Seu pH foi

ajustado para pH 8,0.

1.6 Solucdo desnaturante para amostra de RNA

Formaldeido..........oooooiiiiiiiiiiii 3,3 uL
Formamida..........ccoooeeiiiiiiiiiiii e 10 pyL
MOPS 10X oo 2 UL
Tampao de amostra ..........coeeevevvvieeeeeeiiiie e, 1L

Para cada 10 pg de RNA foram adicionados os reagentes descritos acima.
Em seguida, a amostra foi incubada por 10 minutos a 70°C para posterior aplicacao

em gel de agarose 1,2% (p/v) acrescido de 2,2 mol/L de formaldeido.
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1.7 Tampao de extracdo de proteina

Tris-HCI 20 MM pH 8,0 ..o, 10 mL/4 g de massa celular seca
PIC e 1 mL/20 g de massa celular seca
PMSF ... 1 mmol/L
Glicerol (solucdo 50%) ......ccoeeeeeeveveeiennnnnn. 10% (v/v)

ApoOs a determinacdo da massa de cada amostra, os componentes do

tampdao foram adicionados um a um sobre as células rompidas.

1.8 Meio de cultivo YG

DEXITOSE .. e 2% (p/v)
Extrato de Levedura...........cccccceeeeeeieeeeeeeeiieee e 0,5% (p/v)
Solucédo de Elementos Tragos .........cccceeeeeeeeeeeennnns 0,1% (p/v)

As substancias que compdem o meio foram dissolvidas em agua destilada e
a mistura foi ajustada para pH 7,0. O meio foi esterilizado por calor umido em
autoclave a 120°C e 1 kgflcm? por 20 minutos. Para o meio sélido YAG foi
acrescentado antes da autoclavagem 2% (p/v) de agar. O meio YG utilizado nos
ensaios de exposicdo do fungo aos pro-oxidantes foi preparado sem a adicdo da
dextrose, a qual foi adicionada apds a autoclavagem. Nele também foi adicionado

KH,PO4 100 mmol/L como agente tamponante.
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2 - Padronizacdo do uso de glicose oxidase para formacdo de peroxido de
hidrogénio em meio de cultura

Um dos objetivos desse trabalho é avaliar a diferenca de expressao génica
de A. fumigatus na presenca de agentes pré-oxidantes geradores de diferentes
espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio.

Uma das formas de expor o fungo a esta ERO € através da adicdo da
mesma ao meio de cultura onde se encontra o microrganismo. Entretanto, séo
encontradas trés catalases funcionais em A. fumigatus que promovem eficiente
degradacdo do peroxido de hidrogénio. Esta € uma limitagcdo quando se quer expor
o fungo a 8 horas de contato com esta espécie reativa, uma vez que sua
concentracdo cai conforme o passar do tempo. A presenca de um sistema de
geracado continua de peroxido de hidrogénio é fundamental para que a concentracao
de peréxido se mantenha préxima a concentracdo inicial, mesmo com a
detoxificacdo por A. fumigatus. Sendo assim, optou-se por adicionar glicose oxidase
ao meio de cultura com o fungo.

A glicose oxidase de A. niger catalisa a oxidagdo da B-D-glucose em D-
gluconolactona e peroxido de hidrogénio (WILSON; TURNER, 1992). A D-
gluconolactona, espontaneamente ou através de atividade enzimética (lactonase)
pode ser convertida a acido glucdnico, que se acumula, reduzindo o pH da solucéo.
Este produto e o proprio peroxido formado podem inibir a atividade da glicose
oxidase (BAO et al, 2001; MIRON et al, 2004; WONG, WONG & CHEN, 2008).
Portanto, para garantir a atividade do sistema glicose oxidase foram necessarias as
determinacdes do pH da cultura, do consumo da glicose presente no meio pela

enzima e da formacéao de peroxido de hidrogénio durante a padronizacéo.
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Culturas de A. fumigatus cepa CEA 17 foram incubadas com glicose oxidase
40 um/mL, sendo mantidas sob agitacdo de 200 rpm a 30°C. Aliquotas foram
retiradas nos tempos 0, 1, 2, 4, 6 e 8 horas, nos quais foram verificados o consumo
de glicose pela enzima, o pH da cultura e a formacéo de peréxido de hidrogénio e

degradacédo do mesmo pelo fungo.

2.1 Avaliacdo do consumo de glicose pela glicose oxidase
O consumo de glicose do meio pela atividade da enzima e por A. fumigatus
foi determinado através da variacdo da concentracdo de glicose encontrada no meio

de cultura em relagdo a concentracéo inicial (tempo 0 hora).

2250 -
2000 o

BGlicose

Oxidase
1750 +

OA. fumigatus

750 +

I 1500 -

kS

o

E 1250 + BAGlicose

- Oxidase e A.
§ 1000 4 fumigatus
3

500 +

250 +

0 1 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 1 - Consumo de glicose por glicose oxidase, A. fumigatus cepa CEAL7 e glicose oxidase e
A. fumigatus.

As diferentes situacbes testadas apresentaram pequenas variagdes na
concentracdo de glicose resultante independente do tempo de incubacao (Figura 1).
No meio contendo glicose oxidase e A. fumigatus, por exemplo, a concentragcéo de

glicose atingiu 0 maximo em 4 horas, e 0 minimo em 6 horas, havendo uma variagao
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aparentemente aleatéria durante as medicfes. Esses resultados sugerem que nao

ha uma tendéncia clara de variacdo no consumo de glicose nas diferentes situacoes.

2.2 Avaliacédo do pH da cultura durante a atividade da glicose oxidase

Ao se utilizar o meio de cultura YG pH 7,0 para este ensaio, observou-se
gueda no pH das amostras contendo glicose oxidase (na auséncia ou presenca de
fungo). Os valores ficaram préximos a 4,5 apds 6 horas de incubacédo (dado néo
mostrado). Ao se utilizar como agente tamponante KH,PO,4 100 mmol/L, o pH néo foi
menor que 5,4 durante todo o ensaio (Figura 4), garantindo a atividade da glicose
oxidase e a sobrevivéncia do fungo. Assim, em todos 0s ensaios na presenca de
glicose oxidase foi utilizado o meio YG tamponado. Isto se fez importante porque a
faixa de pH necesséria para a atividade da enzima esta entre 4,0 e 7,0 (BAO et al,
2001). Além disso, a manutencdo das mesmas condicfes para o desenvolvimento
de A. fumigatus nas amostras com e sem glicose oxidase € fundamental para a
comparacao das amostras e analise dos resultados.

No meio contendo glicose oxidase houve uma reducéo gradual do pH até 6
horas, havendo um ligeiro aumento em 8 horas de incubacédo (Figura 2).
Diferentemente, o meio apenas com A. fumigatus ndo apresentou variacao
significativa em seu pH durante todo o ensaio. Por outro lado, a presenca de glicose
oxidase no meio com o fungo promoveu queda dos valores de pH, porém menor que
0 observado em meio apenas com a enzima, sugerindo assim que, a formacgéo do
acido gluconico resultante da degradacéo da glicose, seja o fator responsavel pela

acidificacdo do meio.
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Figura 2 - Valores de pH do meio na presenca de glicose oxidase, A. fumigatus cepa CEA17
e glicose oxidase e A. fumigatus.

2.3 Avaliacdo da degradacdo do peroxido de hidrogénio por A. fumigatus
durante a atividade da glicose oxidase

A formacdo de perdxido de hidrogénio pela acdo da glicose oxidase foi
quantificada relativamente por fluorimetria pela medida da formacao de resorufina. A
fluorescéncia do meio de cultura e das amostras foi calculada pela diferenca entre
os valores finais e os valores iniciais obtidos durante o periodo de leitura das
amostras pelo equipamento (120 segundos). Em seguida, o valor resultante do meio
de cultura foi subtraido dos valores das amostras, fornecendo a fluorescéncia
resultante. Esse procedimento foi realizado para as aliquotas retiradas nos tempos
0,1, 2,4, 6 e 8horas. A amostra contendo apenas glicose oxidase no tempo de zero
hora foi utilizada como valor de referéncia para a determinacdo da porcentagem das
outras amostras.

A intensidade de fluorescéncia no meio contendo glicose oxidase decresceu
em funcdo do tempo para todas as amostras (Figura 3), cessando para as que

continham apenas glicose oxidase ap6s o tempo de 2 horas. O desvio padrao foi
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maior para 0s niveis de menor intensidade de fluorescéncia. No meio contendo
glicose oxidase e A. fumigatus, o decréscimo na intensidade de fluorescéncia foi
maior e mais uniforme. Ainda assim, o desvio padrdo também foi maior quando a
intensidade de fluorescéncia apresentou niveis menores. Adicionalmente, observa-
se que, em média, a porcentagem da intensidade de fluorescéncia no meio contendo
glicose oxidase e A. fumigatus é menor do que a apresentada no meio apenas com

a enzima.

100 4

30 [ Glicose Oxidase
60
@ Glicose Oxidase
e A. fumigatus
40
20
o -
0 1 2 4 6 8

Tempo {h)

Intensidade de fluorescéncia {%)

Figura 3 - Intensidade de fluorescéncia de acordo com a formacao de peréxido de hidrogénio
pela glicose oxidase e da degradacdo do mesmo por A. fumigatus.
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3 - Padronizacdo da concentragdo de sonda FUN®1

Para a utilizacéo de FUN®1 foi necessaria a otimizacéo de sua concentracdo
de uso. Assim, foram testadas as concentracdes de 5; 2,5; 2; 1,5 e 1 umol/L sem e
com a adicdo de Pl 0,5 pmol/L nas cepas CEA17 e AAOX sem nenhum tipo de
tratamento (controles). O critério para a escolha da melhor concentracéo de uso foi a
maior intensidade de fluorescéncia com a marcacdo do maior numero de células,
sem ultrapassar a escala limite do filtro 6tico utilizado.

A melhor marcacdo obteve-se com a concentracdo de FUN®1 em 25
pmol/L, tanto para a cepa CEA17 quanto para AAOX, uma vez que 98,2% das
células da cepa CEAL7 (Figura 4 A) e 97,4% das células da cepa AAOX (Figura 4 B)
encontraram-se representadas no quadrante Q4 (metabolicamente ativas). Isto
indica que o fluorocromo utilizado conseguiu marcar o maior numero de células

viaveis sem perdas de intensidade de fluorescéncia.
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Figura 4 - Padronizacdo da concentracédo de FUN®1 utilizada em citometria de fluxo para
A. fumigatus cepas CEA17 (A) e AAOX (B). As figuras mostram os resultados obtidos
com 2,5 umol/L de sonda FUN®1.
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Para a padronizacdo da metodologia, caracteristicas celulares como volume
e complexidade interna foram inicialmente determinadas para cada cepa. A Figura 5

A e B corresponde as caracteristicas das cepas CEA17 e AAOX, respectivamente.

|03 10t 105 HJZ 103 IO‘ 105
FSC-H FSCH

@

Figura 5 - Volume (FSC-H) e complexidade celular (SSC-H) de A. fumigatus cepas
CEAL17 (A) e AAOX (B).
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4 - Histogramas das anéalises de citometria de fluxo de A. fumigatus

4.1 A. fumigatus CEA17
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Figura 6 - Andlises de A. fumigatus cepa CEA17 na presenca de menadiona (A), paraquat (B) e
glicose oxidase (C). Cada agrupamento (A, B e C) mostra trés conjuntos de dados: populacéo de
germinantes com as caracteristicas FSC e SSC (grafico a esquerda); incorporacdo das sondas

fluorescentes FUN®1 e PI (grafico a direita); parametros correspondentes a populacdo celular
adquirida na determinacéo da viabilidade celular (tabela).
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4.2 A. fumigatus AaoxA
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Figura 7 - Andlises de A. fumigatus cepa AaoxA em presenca de menadiona (A), paraquat (B) e
glicose oxidase (C). Cada agrupamento (A, B e C) mostra trés conjuntos de dados: populacéo de

germinantes com as caracteristicas FSC e SSC (grafico a esquerda); incorporacéo das sondas

fluorescentes FUN®1 e PI (grafico a direita); parametros correspondentes a populacéo celular
adquirida na determinacéo da viabilidade celular (tabela).
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