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RESUMO 
 
 

RODRIGUES, R. V. Análise dos níveis relativos de transcrição de genes 
antioxidantes e da cadeia de transporte de elétrons de Aspergillus fumigatus. 
2012. 167f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 
 
 

Aspergillus fumigatus é 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 nível 
de transcrição relativo dos genes associados às proteínas mitocondriais e 
antioxidantes na presença de diferentes agentes pró-oxidantes para hifas e 
germinantes de cepas controle (CEA17) e nocaute para oxidase alternativa (ΔaoxA) 
de A. fumigatus. Utilizando qPCR, foram analisados 23 genes para as cepas CEA17 
e mutante, dentre os quais, 5 associados à cadeia de transporte de elétrons (CTE), 4 
relacionados aos componentes alternativos mitocondriais e 14 associados às 
proteínas antioxidantes. Os resultados foram obtidos através da normalização com o 
gene constitutivo gapdh utilizando a cepa CEA17 sem tratamento de cada fase de 
desenvolvimento celular como calibrador. As diferenças de transcrição da maioria 
dos genes estudados variaram com o pró-oxidante utilizado e com a fase de 
desenvolvimento celular (germinantes e hifas). A CTE em germinantes apresentou 
maiores níveis de transcritos dos complexos II e III em CEA17 do que em ΔaoxA 
tratadas com menadiona.  Com os demais complexos e atpase não foram 
observadas diferenças significativas quando comparados os resultados de ambas as 
cepas. Entretanto, os níveis de transcritos de atpase não foram superiores ao 
controle em nenhuma das cepas, sugerindo sua regulação na presença de ucp. ucp-
like teve seus níveis de transcritos aumentados no mutante, sugerindo o 
desacoplamento da CTE em relação ao controle e à CEA17, que apresentou alto 
nível de transcritos de nde. Nesta cepa, os níveis de aoxA e ucp não foram 
significativamente diferentes. Esse fato, associado a níveis menores de ndiA e 
transcritos dos complexos I e II, sugerem manutenção do fluxo de elétrons na 
mitocôndria. Em relação às enzimas antioxidantes, houve aumento significativo nos 
níveis de cat2, catA, prx1, trx1 e grx1, indicando provável resposta à ausência de 
AOX. Os transcritos relacionados à CTE em hifas não apresentou diferença 
significativa nos níveis de complexo III e atpase em CEA17 e ΔaoxA. No entanto, 
complexo IV se mostrou superior no mutante. Nesta fase de desenvolvimento, o 
aumento dos níveis de ucp-like está relacionado ao tratamento com menadiona e 
não com a presença de aoxA, explicando os mesmos níveis de transcritos em 
CEA17 e ΔaoxA. Os níveis de nde sugerem atividade coordenada de sua proteína 
com AOX, por seus níveis estarem modulados pela presença de aoxA. A 
participação da Nde e da AOX na detoxificação das espécies reativas de oxigênio é 
sugerida ao se obter altos níveis 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 
ΔaoxA. Entre as catalases, os níveis de catA foram maiores no mutante, bem como 
a atividade das catalases como um todo. prx1 e trx1 foram maiores em CEA17 e 
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grx1 em ΔaoxA. Porém, trx1 atingiu os mais altos níveis de transcritos em 
germinantes, indicando possível redução de proteínas tiólicas e ribonucleotídeos por 
diferentes vias, de acordo com a fase de desenvolvimento do fungo. As enzimas 
antioxidantes clássicas, como superóxido dismutase, catalase e enzimas tiólicas, 
apresentaram aumento de transcrição na maioria das condições estudadas. No 
entanto, menadiona e paraquat promoveram maiores variações nos transcritos do 
que o observado com peróxido de hidrogênio gerado pelo sistema glicose/glicose 
oxidase. 
 
 
Palavras-chave: 1. Aspergillus fumigatus. 2. Mitocôndria. 3. Cadeia de 
transporte de elétrons. 4. Enzimas antioxidantes. 5. Componentes alternativos 
mitocondriais 
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ABSTRACT 
 
 

RODRIGUES, R. V. Transcription relative levels analysis of Aspergillus 
fumigatus antioxidant and electrons transport chain genes. 2012. 167f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade 
de São Paulo, Ribeirão 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 (ΔaoxA) 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 II and III in CEA17 than in ΔaoxA 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 I and II 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, Ttrx1 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 III and atpase in CEA17 and 
ΔaoxA. 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 ΔaoxA. 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 CEA17 hyphae, whereas 
transcripts of sod2 were higher for ΔaoxA. 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 ΔaoxA. Yet, trx1 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. 
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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. Introdução 

Nas duas últimas décadas, infecções oportunistas causadas por fungos têm 

sido frequentemente diagnosticadas em pacientes imunocomprometidos, sendo uma 

importante causa de morbidade e mortalidade entre os pacientes hospitalizados em 

todo o mundo. Como as consequências dessas infecções estão intimamente ligadas 

às condições imunes dos pacientes, o rápido aumento de casos de AIDS e de 

transplantes de órgãos e o desenvolvimento de terapias imunossupressoras mais 

efetivas levaram ao aumento drástico de suas incidências, sendo a candidíase a 

principal infecção oportunista (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000; BADIEE; ALBORZI, 

2011). No entanto, novas espécies de fungos são regularmente identificadas como 

causadoras de doenças nesses pacientes. Dentre os patógenos emergentes é um 

importante causador de micoses sistêmicas o fungo Aspergillus fumigatus, 

representando a segunda espécie mais notificada em pacientes imunossuprimidos 

por transplantes de medula óssea ou de órgãos (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000). 

 

1.1 Aspergillus fumigatus 

Nos últimos anos, o fungo A. fumigatus deixou de ser apenas um fungo 

saprofítico de menor importância para os pesquisadores para se tornar um dos 

principais agentes patogênicos. O A. fumigatus pode ser encontrado em todas as 

regiões do mundo e acredita-se que o seu nicho ecológico natural seja o solo, onde 

o fungo sobrevive e cresce em vegetais em decomposição; portanto, áreas rurais 

representam a maior fonte deste microrganismo (BRAKHAGE; LANGFELDER, 2002; 

DENNING, 1998). Entretanto, conídios deste fungo podem ser encontrados 

praticamente em todos os lugares, sendo importante fator de infecção hospitalar 

(WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000).  
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O conhecimento de sua biologia e o esclarecimento de sua sequência 

genômica (NIERMAN et al, 2005) está auxiliando na elucidação dos mecanismos de 

patogenicidade deste fungo. 

 

1.2 Características macro e microscópicas 

As colônias do A. fumigatus se desenvolvem rapidamente em ágar glicose-

peptona a 37C. Nestas condições, as colônias possuem coloração verde-

acinzentada, geralmente são granulares e formam abundantes conídios. A 

micromorfologia desta espécie apresenta hifas hialinas e septadas com paredes 

paralelas; as cabeças conidiais apresentam ao microscópio óptico, aspecto de 

vesículas em forma de frasco, com uma série de fiálides uniseriadas, recobrindo dois 

terços superiores de sua superfície. Os conídios, de coloração verde, possuem 2,5–

3 µm de diâmetro e são produzidos em cadeias paralelas. O A. fumigatus é uma 

espécie termorresistente e pode sobreviver em temperaturas superiores a 55C, 

sendo esta uma característica que torna mais fácil a sua diferenciação das outras 

espécies (HAINES, 1995). 

 

1.3 Patogênese 

 O estabelecimento de uma infecção fúngica, bem como seu 

desenvolvimento em tecidos hospedeiros, requer que o fungo seja agressivo no 

momento em que o sistema imune do hospedeiro esteja debilitado (LATGÉ; 

CALDERONE, 2002). Desta forma, o estado imunológico do hospedeiro influencia 

diretamente as infecções fúngicas, incidindo principalmente em portadores de 

doenças que afetam o sistema imunológico, 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 doença que pode ser causada 

por agentes etiológicos pertencentes ao gênero Aspergillus. Este gênero 

compreende várias espécies oportunistas que podem causar doenças invasivas, 

dentre elas, A. fumigatus, A. niger, A. flavus, A. terreus e A. nidulans. Entretanto, 

aproximadamente 90% dos casos de aspergilose invasiva são causadas pelo A. 

fumigatus (LATGÉ, 1999) quase que exclusivamente em pacientes 

imunocomprometidos (BRAKHAGE, 2005). Em estudos estatísticos realizados entre 

os anos de 2001 e 2002 nos Estados Unidos, pacientes submetidos aos transplantes 

de órgãos e células-tronco hematopoiéticas acometidos pelo gênero Aspergillus, 

foram infectados por A. fumigatus na porcentagem de 76,4% e 56%, 

respectivamente (MORGAN et al, 2005). Este sucesso está relacionado ao diminuto 

tamanho de seu esporo, à termorresistência particular, que lhe permite enfrentar 

diferentes condições de estresse, à presença de inúmeras moléculas relacionadas à 

toxicidade, defesa antioxidante, captação de nutrientes e sua interação com o 

hospedeiro, bem como às eficientes regulação metabólica e sinalização celular 

(ABAD et al, 2010; MCCORMICK; LOEFFLER; EBEL, 2010).  

Atualmente, a eficiente capacidade infectiva de A. fumigatus também está 

sendo relacionada a diversos fatores de virulência específicos da espécie (HORN et 

al, 2012), como o gene pksP, responsável pela biossíntese de diidroxinaftaleno-

melanina, o pigmento verde-acinzentado do conídio (LANGFELDER et al, 1998; 

VOLLING et al, 2011) e os fatores de transcrição SrbA, responsável pela adaptação 

da espécie em condições de hipóxia (WILLGER, 2008), e SebA, associado à 

diferentes vias de resposta ao estresse e ao crescimento em meios pobres em 
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nutrientes (DINAMARCO et al, 2012). A capacidade de evasão do sistema imune do 

hospedeiro através da ligação dos conídios aos reguladores do sistema 

complemento humano (BEHNSEN et al, 2008; 2010) também é considerada fator 

importante para a sua virulência.  

Na maioria dos pacientes, a principal forma de infecção do A. fumigatus 

ocorre por inalação de conídios, afetando desta forma, principalmente o trato 

respiratório. No entanto, outros locais de infecção como pele, peritônio, ossos e 

olhos, dentre outros, têm sido descritos em pacientes sadios e imunocomprometidos 

(DENNING, 1998; PITT, 1994).  

As formas clínicas que se desenvolvem durante a infecção pelo gênero 

Aspergillus incluem as doenças alérgicas como asma, sinusite alérgica e alveolite, 

que ocorrem por exposição aos conídios ou antígenos do Aspergillus sp, na 

ausência de colonização 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 colonização 

pelo micélio (BODEY; VARTIVARIAN, 1989). 

Nas formas mais graves, após a inalação dos conídios, a aspergilose 

provoca lesões granulomatosas nos pulmões ou nos brônquios, que podem se 

disseminar do tecido pulmonar para os vasos sanguíneos que irrigam estes órgãos, 

afetando o encéfalo, trato gastrointestinal e os rins, sendo a forma disseminada 

geralmente aguda e fatal. 

Atualmente não há testes diagnósticos confiáveis para a aspergilose 

invasiva. O seu tratamento, assim como de outras micoses, também é restrito a um 

número limitado de drogas e dentre elas os azóis e anfotericina B, que representam 

as principais drogas utilizadas nestas infecções (LATGÉ; CALDERONE, 2002). O 
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voriconazol é o agente de primeira linha para o tratamento da aspergilose invasiva, 

sendo sua eficácia superior à da anfotericina B no início da terapia, além de 

apresentar menor incidência de efeitos adversos (HERBRECHT et al, 2002; WALSH 

et al, 2008). A caspofungina e micafungina, fármacos da classe das equinocandinas, 

estão sendo utilizadas como alternativas para a terapia de recuperação, uma vez 

que seu papel no tratamento primário da patologia ainda é pouco esclarecido 

(DENNING, 2003; DENNING; HOPE, 2010; KARTSONIS; NIELSEN; DOUGLAS, 

2003; NAGASAKI et al, 2009). Apesar dos grandes avanços na terapêutica, a 

resistência clínica e microbiológica ainda são dificuldades a serem solucionadas. É 

crescente o número de infecções por Aspergillus resistentes a azóis. Nos Estados 

Unidos, 52% dos isolados identificados entre 2002 e 2009 foram classificados como 

resistentes, contra apenas 10% entre 1987 e 20011(MARTINEZ et al, 2010 apud 

ALANIO; CORDONNIER; BRETAGNE, 2011). Aparentemente essa resistência está 

ligada à exposição prévia do paciente com doença pulmonar crônica ao itraconazol, 

sendo esta explicada pela farmacocinética e farmacodinâmica do próprio 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 interação com o patógeno, bem como da frequente presença 

de alergia nos casos de aspergilose (CASSONE, 2008). As imunoterapias baseadas 

em anticorpos protetores para casos de aspergilose também são tratamentos 

atualmente investigados (CHATURVEDI et al, 2005), principalmente em associação 

com antifúngicos para maximizar o efeito destes últimos (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

th
 Advances Against Aspergillosis. 

Roma,Itália: 4-6 fev., 2010. 
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Com o desenvolvimento das técnicas em biotecnologia e biologia molecular, 

o futuro das pesquisas em estratégias terapêuticas está baseado no entendimento 

da interação patógeno-hospedeiro em nível molecular, sendo possível a busca por 

biomarcadores e alvos terapêuticos específicos (HORN et al, 2012). Para A. 

fumigatus já se encontram disponíveis muitas informações sobre seus genoma e 

proteoma, sendo necessária sua integração para maior entendimento do sistema 

biológico e da patogênese (RIZZETTO; CAVALIERI, 2011).  

 

1.4 Função mitocondrial 

 Presente na maioria dos eucariotos, a mitocôndria se constitui em potencial 

alvo quimioterápico por ser responsável por diversos processos fundamentais para a 

manutenção celular. Dentre eles destacam-se a geração e regulação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), a apoptose, a homeostase de cálcio, o metabolismo de 

nucleotídeos, lipídios, ferro e aminoácidos e a fosforilação oxidativa (PAGLIARINI; 

DIXON, 2006; MARTINS et al, 2011).    

 A mitocôndria é a organela celular responsável pela síntese de 

aproximadamente 95% do ATP necessário à manutenção da estrutura e função das 

células (HATEFI, 1985). Na mitocôndria ocorre a interconversão da energia redox 

livre proveniente da oxidação dos substratos respiratórios em energia química, na 

forma de ATP (MITCHELL, 1961). 

 A fosforilação oxidativa presente nas mitocôndrias e dependente dos 

substratos respiratórios gera um gradiente eletroquímico de prótons (p), cujo 

potencial elétrico de membrana () é de 0,1 a 0,2 V (negativo na matriz) e cuja 

diferença de pH (pH) é de uma unidade (alcalino na matriz). Em mamíferos, o 

sistema responsável pela fosforilação oxidativa na membrana interna da 
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mitocôndria, é formado por cinco complexos enzimáticos que incluem a cadeia 

respiratória (complexos I-IV) e a FoF1-ATP sintetase (complexo V). Durante a 

fosforilação oxidativa os elétrons são removidos dos substratos oxidáveis pela ação 

de desidrogenases específicas, ligadas a NAD+ (substratos de sítio I), e transferidos 

à cadeia respiratória com subsequente redução do oxigênio molecular. Os 

equivalentes redutores são transferidos inicialmente a NADH desidrogenase 

mitocondrial (complexo I). Em uma via alternativa, o succinato (substrato de sítio II) é 

oxidado pela succinato desidrogenase ligada a FAD (complexo II). Os complexos I e 

II transferem os seus elétrons a ubiquinona (UQ), sendo os mesmos transferidos 

sequencialmente aos complexos III, citocromo c, complexo IV e finalmente ao 

oxigênio, com formação de água. Os elétrons originados na beta oxidação dos 

ácidos graxos são transferidos à cadeia respiratória através da ubiquinona (BOYER 

et al, 1977; HATEFI, 1985; LEHNINGER; NELSON; COX, 2002). 

 De acordo com a hipótese quimiosmótica de Mitchell em associação com a 

do acoplamento conformacional de Boyer, o fluxo de elétrons através dos complexos 

I, III e IV é acompanhado de bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o 

espaço intermembrana, gerando um gradiente eletroquímico de H+. A energia livre 

liberada no retorno do H+ à matriz mitocondrial induz alteração conformacional do 

componente F1 da FoF1-ATP sintetase (complexo V), liberando o ATP formado em 

seus sítios catalíticos (BOYER; CROSS; MOMSEN, 1973; MITCHELL, 1961). 

 A interação entre os complexos I, III e IV, formando supercomplexos, foi 

sugerida para os ascomicetos Neurospora crassa (MARQUES et al, 2007) e 

Podospora anserina (KRAUSE et al, 2004). Na mitocôndria de P. anserina também 

foi observada a participação de enzimas alternativas na estabilização do complexo I 
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e na conservação filogenética do mesmo quando da falta dos complexos III e IV 

(MAAS et al, 2009).  

 Estudos recentes sobre a mitocôndria de fungos revelaram o importante 

papel da mitocôndria na resistência às drogas atualmente utilizadas, sendo que 

mudanças na função mitocondrial podem levar à maior ou menor resistência. A 

presença de componentes alternativos mitocondriais na cadeia de transporte de 

elétrons desses microrganismos pode estar relacionada a essas adaptações, como 

sugerem trabalhos com mutantes mitocondriais em modelos de infecção animal 

(SHINGU-VAZQUEZ; TRAVEN, 2011). 

 A mitocôndria de A. fumigatus foi caracterizada em nosso laboratório, 

demonstrando a presença de complexos I-V, e sugerindo a presença de uma NADH-

desidrogenase alternativa, de uma proteína desacopladora e de uma oxidase 

alternativa mitocondrial (TUDELLA et al, 2004).  

 

1.5 Componentes alternativos 

Uma importante característica na mitocôndria de plantas (KERSCHER, 

2000; RASMUSSON et al, 1999), fungos (de VRIES; GRIVELL, 1988; MELO et al, 

2001), eubactérias (BJÖRKLÖF; ZICKERMANN; FINEL, 2000; MATSUSHITA; 

OHNISHI; KABACK, 1987), arqueobactérias (BANDEIRAS et al, 2003; GOMES; 

BANDEIRAS; TEIXEIRA, 2001) e parasitas (BIAGINI et al, 2006) é a presença de 

enzimas alternativas, como a proteína desacopladora (UCP), a oxidase alternativa 

(AOX) e a NADH desidrogenase alternativa (NDH) em suas cadeias respiratórias 

(Figura 1). Estudos sugerem que eles estão envolvidos na adaptação destes 

organismos em ambientes instáveis, como estresse ao frio, estresse oxidativo, 
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condições anaeróbias e variações de temperatura (AMOR; CHEVION; LEVINE, 

2000; CALEGARIO et al, 2003).  

 

 

Figura 1 – Cadeia de transporte de elétrons, representada com enzimas alternativas. CI: 

complexo I; CII: complexo II; CIII: complexo III; CIV: complexo IV; CV: ATP sintetase; UQ: 

ubiquinona; CytC: citocromo c; H
+
: próton; e

-
: elétron (adaptado de RASSMUSSON; 

MØLLER, 2006).  

 

A NDH consiste de uma cadeia polipeptídica, sem domínio transmembrana 

evidente e contém uma molécula de FAD (co-fator de redução), tornando-a capaz de 

realizar reações de óxido-redução, assim como o complexo I mitocondrial. 

Entretanto, diferentemente deste complexo enzimático, a NDH não contribui para o 

gradiente de prótons através da membrana mitocondrial interna, pode competir com 

o complexo I pelos substratos NADH e ubiquinona na matriz mitocondrial (de VRIES; 

MARRES, 1987; YAGI, 1991; O’DONNELL; HARVEY; MCNEIL, 2011) e é insensível 

aos inibidores clássicos do complexo I, como rotenona e piericidina A (KERSCHER, 

2000). Porém, esta enzima pode ser inibida por alguns compostos, incluindo os 

flavonóides (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 espaço 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 mitocôndria de plantas, ao contrário de 

mamíferos, era capaz de oxidar o NADH externamente. Sabe-se também que, a Ndi, 

em conjunto com a AOX, é capaz de restabelecer o fluxo de elétrons e prevenir a 

redução excessiva das enzimas da cadeia respiratória, prevenindo assim, o excesso 

de produção de superóxidos na mitocôndria (RASMUSSON; FERNIE; VAN 

DONGEN, 2009; RUSTIN; JACOBS, 2009).  

A mitocôndria de todos os eucariotos conhecidos possui o citocromo c 

oxidase (complexo IV), componente terminal da cadeia respiratória, responsável 

pela reação em que os elétrons resultantes da oxidação do substrato pelas 

desidrogenases reduzem o oxigênio molecular em água. Alguns organismos, como 

algas (TISCHNER; PLANCHET; KAISER, 2004), leveduras (VEIGA; ARRABAÇA; 

LOUREIRO-DIAS, 2003), protozoários (SUZUKI et al, 2005) e microsporídeos 

(WILLIAMS et al, 2010) contêm uma segunda oxidase, a AOX, que também catalisa 

a redução de quatro elétrons do oxigênio para a água. O fluxo de elétrons desta via 

alternativa ramifica-se da via de transferência de elétrons convencional 

(frequentemente referida como via do citocromo) através da ubiquinona (SIEDOW; 

UMBACH, 2000). A transferência de elétrons através da AOX não está acoplada ao 

bombeamento de prótons. Desta forma, dois dos três sítios de conservação de 

energia são desviados; porém, o consumo de oxigênio é mantido e a energia livre 

liberada é dissipada como calor (ALBURY; ELLIOTT; MOORE, 2009). A AOX é 

resistente a inibidores que agem no complexo III (mixotiazol e antimicina A) e IV 
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(cianeto) da cadeia respiratória, mas pode ser inibida especificamente por 

compostos que possuem estruturas similares à ubiquinona (MINAGAWA et al, 1997), 

incluindo o ácido salicilhidroxâmico (SHAM) e o N-propil galato (MOORE; SIEDOW, 

1991; SIEDOW; UMBACH, 1995). 

Quanto à função da AOX, sugere-se que ela está diretamente relacionada à 

diminuição de espécies reativas de oxigênio geradas na mitocôndria (WAGNER; 

MOORE, 1997), uma vez que o aumento de sua expressão foi verificado em vários 

organismos, incluindo A. fumigatus (MAGNANI et al, 2007). Ela também está 

envolvida com a manutenção celular em presença de deficiência na cadeia de 

transporte de elétrons (CHAE; NARGANG, 2009). Em P. anserina, a inativação de 

genes essenciais para a atividade dos complexos III e IV promoveu a expressão 

constitutiva da AOX e o aumento da expressão de genes relacionados à 

gliconeogênese, gerando um aumento no tempo de vida do fungo (SELLEM et al, 

2009). 

Em plantas, como as mitocôndrias estão diretamente ligadas à sinalização 

de estresse, a AOX participa na regulação da intensidade da resposta dessa via de 

sinalização, controlando a indução de genes relacionados ao estresse e o tipo de 

resposta gerada (VANLERBERGHE; CVETKOVSKAA; WANGA, 2009). Ela também 

está envolvida com a otimização 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 são proteínas mitocondriais localizadas na membrana interna e 

responsáveis por dissipar o gradiente de prótons gerado pela cadeia de transporte 

de elétrons (CTE) (NICHOLLS; RIAL, 1999), impedindo assim a formação de ATP 
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pela ATP sintetase (ATPase). Constituintes da família de proteínas carreadoras de 

ânions, as UCPs foram inicialmente identificadas no tecido adiposo marrom em 

mamíferos (RICQUIER; KADER, 1976; RICQUIER; BOUILLAUD, 2000), para depois 

serem encontradas em plantas (VERCESI et al, 1995), protozoários (UYEMURA et 

al, 2000), fungos (CAVALHEIRO et al, 2004; TUDELLA et al, 2004 e insetos 

(FRIDELL et al, 2004).  

 A atividade das UCPs está relacionada ao estímulo por ácidos graxos e 

inibição por nucleotídeos de purina, com exceção de ATP (SKULACHEV, 1991). Em 

Acanthamoeba castelanii, baixas concentrações de ácidos graxos levam a um 

estímulo do estado 4 da respiração (relativo ao nível basal) e consequente 

diminuição de ΔΨ (JARMUSZKIEWICZ et al, 2010). Os ácidos graxos insaturados, 

como o linoleico e o oleico, são os que mais ativam esta via (SWIDA et al, 2007). 

Entretanto, pouco se sabe sobre a regulação fisiológica das UCPs em outros 

eucariotos unicelulares (MARTINS et al, 2011).  Em A. fumigatus, sabe-se que a 

ação dos ácidos graxos não é afetada por carboxiatractilosídeo, inibidor do antiporter 

de ATP/ADP (TUDELLA et al, 2004).   

 Estudos da participação da UCP na fosforilação oxidativa mostram que nos 

protistas A. castelanii e na levedura Candida parapsilosis, a eficiência desta via 

diminui durante o estado 3 da respiração de modo ácido graxo-dependente, 

semelhante ao encontrado em mamíferos e plantas (JARMUSZKIEWICZ et al, 2000; 

2004; 2005; NAVET et al, 2005). Também é sugerida sua participação na defesa 

contra EROs, sendo observada a diminuição dos intermediários de oxigênio quando 

ativada pelos ácidos graxos (CZARNA; JARMUSZKIEWICZ, 2005).  
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1.6 A formação de EROs na mitocôndria 

Durante o metabolismo celular normal, a fosforilação oxidativa possibilita a 

formação de EROs através do escape de elétrons principalmente nos complexos I e 

III, que reduzem incompletamente entre 2 - 5% do oxigênio mitocondrial 

(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007), sendo a taxa dessa formação dependente do 

potencial de membrana e do estado de redução dos complexos da CTE (MØLLER, 

2001). O vazamento de um elétron reduz o oxigênio a ânion superóxido (O2
•-), o qual 

pode ser dismutado para peróxido de hidrogênio (H2O2) (RAHA; ROBINSON, 2001; 

RHOADS et al, 2006). Estes e outros intermediários reativos, como o radical hidroxil 

(•OH), formado através da reação entre H2O2 e metais de transição, são 

responsáveis por danos em lipídios, proteínas e ácidos nucléicos celulares 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992). Diferentemente, EROs formadas por 

enzimas específicas (e.g. NADPH oxidase) estão envolvidas com importantes 

funções celulares, como transdução de sinal, proliferação e diferenciação (AGUIRRE 

et al, 2005; FINKEL, 2003; LAMBETH, 2004). 

 Além da produção mitocondrial, durante a invasão do hospedeiro pelo A. 

fumigatus ocorre a produção de EROs e de espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

pelas células do primeiro, como uma forma de eliminar o patógeno (GROSS et al, 

1999; LATGÉ, 2001). Através da mieloperoxidase e da nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase, macrófagos alveolares e neutrófilos 

sintetizam ácido hipocloroso e ânions superóxido, respectivamente, promovendo a 

morte do fungo (BALLOY; CHIGNARD, 2009).   

Entretanto, o A. fumigatus apresenta agentes antioxidantes que atuam como 

mecanismos de resistência contra essas espécies reativas, aumentando sua 

capacidade infectiva (HAMILTON; HOLDON, 1999). Estes mecanismos podem ser 
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enzimáticos e não-enzimáticos. Dentre estes, além das enzimas descritas abaixo, 

diversas biomoléculas com diferentes funções celulares, como os transportadores 

dependentes de ATP, manitol, melanina e as proteínas da classe das chaperonas 

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

 

1.7 Sistemas antioxidantes 

Por ser local de produção de intermediários reativos, a mitocôndria possui 

sistemas antioxidantes que controlam a concentração dessas espécies, uma vez 

que o aumento em suas produções pode levar ao estresse oxidativo e consequentes 

danos à própria célula (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1993). Além disso, em fungos 

patogênicos foi observada a importância do controle da atividade e da regulação da 

expressão gênica das enzimas antioxidantes para o crescimento celular normal (KIM 

et al, 2006). Dentre os antioxidantes mitocondriais mais comuns e encontrados em 

A. fumigatus, estão as superóxido dismutases (SODs), catalases (Cat), glutationa 

(GSH), tiorredoxina (T(SH)2) e glutarredoxina (GRX(SH)2) (Figura 2). 

A superóxido dismutase (SOD) catalisa a dismutação do ânion superóxido 

em peróxido de hidrogênio (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 

domínio 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 é anotada outra Cu,ZnSOD citoplasmática para A.fumigatus.        

Durante o crescimento do fungo, SODs1 e 2 foram altamente expressas em 

conídios, enquanto SOD3 apresentou-se mais expressa em micélio (LAMBOU et al, 

2010). Aparentemente nenhuma das MnSODs estão associadas com a virulência do 
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A. fumigatus, tampouco a Cu,ZnSOD. Inicialmente sugerida sua possível ação 

protetora contra superóxidos sintetizados extracelularmente e contra a formação de 

peroxinitrito (FANG, 1997; HAMILTON; HOLDOM, 1999), acredita-se que a atividade 

das Sods seja exclusivamente intracelular (LAMBOU et al, 2010).  

 

 

Figura 2 - Fluxograma da ação das enzimas antioxidantes de A. fumigatus. Em 

parêntesis, o número de genes de cada família de proteína (adaptado de ABAD et al, 

2010, NIERMAN et al, 2005 e TEKAIA; LATGÉ, 2005).  

 

A catalase tem a função de catalisar a conversão de peróxido de hidrogênio 

em água e oxigênio. O fungo possui três catalases ativas, sendo uma produzida pelo 

conídio (CatA) e duas pelo micélio (Cat1 e Cat2), sendo que Cat2 foi caracterizada 

como bifuncional (catalase-peroxidase) (PARIS et al, 2003; NIERMAN et al, 2005). A 

(3) 
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catalase conidial não é considerada fator de virulência, diferentemente das duas 

miceliais, que ao serem deletadas conferiram virulência 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 

proteínas danificadas, síntese de desoxirribonucleotídeos e detoxificação de EROs. 

Caracterizada pela presença de duas cisteínas em seu sítio ativo, sua principal 

função é a manutenção do estado reduzido de proteínas que apresentam grupos 

sulfidrila livres (HOLMGREN, 1989) facilitada pela capacidade de ciclar entre seu 

estado dissulfeto (oxidado) e ditiol (reduzido) (THÖN et al, 2007).   

As peroxirredoxinas formam uma família de peroxidases responsáveis pela 

redução de peróxidos endógenos, como H2O2, peroxinitrito (OONO-) e outros 

hidroperóxidos orgânicos (CHAE; RHEE, 1994; HOFMANN; HECHT; FLOHÉ, 2002). 

Também denominadas tiorredoxina peroxidases, são encontradas no citosol, em 

mitocôndrias, cloroplastos e peroxissomos (WOOD et al, 2003). Com cisteínas como 

sítios primários para a função redox, são classificadas em dois grupos de acordo 

com o número de cisteínas envolvidas na catálise, as 1-Cys e 2-Cys 

peroxirredoxinas (CHAE; CHUNG; RHEE, 1994). Estas últimas são divididas em 

típicas e atípicas de acordo com suas estruturas e seus mecanismos de ação 

(WOOD et al, 2003).  

Em A. fumigatus é encontrada a 1-Cys peroxirredoxina (Prx1) (CADRE), 

intimamente relacionada à atividade da tiorredoxina. A cisteína peroxidática da Prx1 

reduz H2O2 a H2O e seu estado reduzido é novamente alcançado a partir da 

tiorredoxina (KOHARYOVA; KOLAROVA, 2008). Assim, a importância da 
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tiorredoxina na resistência de A. fumigatus aos neutrófilos humanos também está 

associada à ação direta de Prx1 na detoxificação de H2O2 (LEAL JR. et al, 2012).  

O sistema glutationa/glutarredoxina compreende oxidoredutases com 

funções semelhantes ao sistema tiorredoxina, e está envolvido na manutenção do 

ambiente intracelular reduzido (GRANT, 2001). A glutationa é um composto tiólico 

abundante no meio intracelular e os níveis de sua forma reduzida são mantidos pelo 

balanço entre síntese e redução. É sugerido que em diversos organismos a 

glutationa é também responsável pela resistência aos S-nitrosotióis, 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 vários processos celulares, como 

transdução de sinal, diferenciação, crescimento, proliferação e morte celular, o papel 

de detoxificação das mesmas pelos sistemas tiorredoxina e glutationa/glutarredoxina 

os tornam responsáveis indiretos pela regulação dessas atividades 

(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007). Recentemente foi sugerido o papel do 

sistema glutationa/glutarredoxina no metabolismo de ferro, sendo que concentrações 

traços de glutationa seriam suficientes para esta função, diferentemente de seu 

papel no controle redox, onde grandes concentrações do peptídeo seriam 

necessárias (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, 

protozoários e plantas, que reduz a produção interna de EROs em condições de 

estresse oxidativo (BAI; HARVEY; MCNEIL, 2003; MOORE et al, 2002). Ausente em 
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mamíferos, seu gene foi identificado em cordados, moluscos e nematodos 

(MCDONALD; VANLERBERGUE, 2004), sendo que as AOX de vários grupos 

taxonômicos mostram resíduos de aminoácidos-chave conservados na região 

central da proteína (MCDONALD; AMIRSADEGHI; VANLERBERGHE, 2003).  

A ativação da AOX em fungos ocorre na transição para a fase estacionária e 

em condições de estresse (BAI; HARVEY; MCNEIL, 2003). Em A. fumigatus, a AOX 

foi caracterizada através de seu recombinante expresso em E. coli, que não 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 é uma enzima de 40 kDa codificada por um gene (aoxA) de 1.173 pares 

de bases que apresenta 1.059 ORFs, sendo que sua sequência de aminoácidos 

apresentou significativa identidade com as sequências 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 expressão em S. 

cerevisiae também mostrou uma enzima funcional, uma vez que a cepa cresceu em 

ambiente com cianeto (MAGNANI et al, 2007), fato normalmente impossível pela 

ausência da respiração cianeto-resistente na levedura (MINAGAWA; YOSHIMOTO, 

1987).  

Além disso, a função da AOX certamente envolve a defesa antioxidante, 

demonstrado pelo aparecimento da respiração resistente ao cianeto e expressão de 

Afaox em conídios tratados com menadiona e paraquat, ambos formadores de 

EROs (MAGNANI et al, 2007). Esta hipótese é corroborada com a resposta às 

condições de estresse oxidativo in vitro e ao killing de macrófagos obtida com o 

silenciamento dos genes aoxA e alb1, este último responsável pela poliketide 

synthase (envolvida com a biossíntese de melanina) (MAGNANI et al, 2008). Este 
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fator é importante ao se tratar de A. fumigatus por interferir em sua sobrevivência 

aos macrófagos (PAPA; SKULACHEV, 1997) e em sua patogenicidade (MAGNANI 

et al, 2008). 

 

1.9 PCR em tempo real  

Dentre as técnicas de amplificação e quantificação de sequências 

específicas de ácidos nucleicos mais sensíveis está a reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (PCR em tempo real). A partir da combinação entre 

fluorescência e um sistema de detecção, a formação dos produtos é acompanhada 

em tempo real, não sendo necessárias outras técnicas para confirmação do 

resultado. Diferentemente de outras metodologias para a avaliação de expressão 

gênica, as situações em que pode ser empregada são 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 é detectado por eletroforese, não permitindo quantificação precisa 

do mesmo, a PCR em tempo real quantifica o número de cópias do gene de 

interesse obtidas em cada ciclo. Isto se dá através da detecção da fluorescência 

durante cada ciclo, uma vez que a quantidade de fluorescência é proporcional à 

quantidade de produto de PCR.  

Como marcadores fluorescentes pode-se ter corantes que se ligam a DNA 

dupla fita (como SYBR Green) ou sondas sequência-específicas marcadas 

(TaqMan® e Molecular Beacons, por exemplo), mais específicas. Apesar do sistema 

SYBR ser o mais barato entre os sistemas de detecção, sua forma de ação permite 

ligações inespecíficas a qualquer dupla fita de DNA, seja o alvo de interesse, 

dímeros ou produtos de PCR não específicos. As sondas específicas, por sua vez, 
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são desenhadas de acordo com a sequência do gene de interesse e se baseiam na 

liberação do marcador fluorescente existente na porção 5’ da sonda após a 

amplificação, a qual o separa de seu inibidor localizado na porção 3’ (quencher). 

Assim, a fluorescência só é emitida se houver amplificação específica da sequência 

de interesse. 

A fluorescência gerada com a amplificação é convertida em resultados pelo 

software associado ao termociclador. Ao se analisar o resultado de uma PCR em 

tempo real, a fase exponencial de amplificação fornece um valor de intensidade de 

fluorescência acima do background e muito abaixo do platô, denominado limiar ou 

threshold. A quantidade de ciclos necessária para que cada amostra emita 

fluorescência suficiente para atingir este limiar é o chamado ciclo de quantificação 

(Cq) (LEFEVER et al, 2009). Usado no cálculo da quantidade de ácido nucleico 

inicial de cada amostra, o Cq é inversamente proporcional à quantidade de alvo 

existente na amostra (POLONI, 2009). É a partir deste valor que são realizadas as 

quantificações.  

Com a PCR em tempo real há a possibilidade de se realizar quantificações 

absolutas ou relativas. Na quantificação absoluta, o número de cópias do gene de 

interesse é determinado através de uma curva padrão, construída a partir de 

concentrações conhecidas de ácidos nucleicos. A quantificação relativa se baseia na 

análise das amostras através de sua comparação com uma amostra calibradora 

após a normalização de todas com um gene de referência, geralmente um gene 

constitutivo.  

As análises estatísticas e o desenho experimental são a base para a 

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

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

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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2.1 Objetivo  

Avaliar os níveis de transcrição dos genes de A. fumigatus na ausência e 

presença de diferentes agentes pró-oxidantes, em cepa controle e nocaute para 

oxidase alternativa, com ênfase em genes de componentes da cadeia de transporte 

de elétrons e de enzimas antioxidantes.   

 

 

2.2 Planejamento 

 Em cepa CEA17 (controle) e ΔaoxA (nocauteada para oxidase alternativa), 

nas fases de germinante e hifa: 

 A. Avaliar os níveis de transcrição de genes responsáveis por enzimas que 

compõem a cadeia de transporte de elétrons na presença de pró-oxidantes; 

 B. Avaliar os níveis de transcrição de genes responsáveis por enzimas 

antioxidantes na presença de pró-oxidantes; 

 C. Avaliar as possíveis diferenças nos níveis de transcrição de um mesmo 

gene obtidos com diferentes pró-oxidantes; 

 D. Avaliar possível efeito da ausência de oxidase alternativa nos níveis 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 

possível congruência com o perfil de transcrição dessas enzimas. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Metodologia 
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3.1 Cultura celular 

A cepa CEA17 pyrG+ de A. fumigatus e o mutante ΔaoxA, deletado para o 

gene da oxidase alternativa, foram cedidos pelo Prof. Dr. Gustavo Henrique 

Goldman da FCFRP-USP. O mutante foi construído 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 ΔaoxA foram cultivadas em meio sólido YAG. 

Ambas foram mantidas por 4 dias a temperatura de 30ºC. Depois do crescimento, os 

conídios foram recuperados com PBS/Tween 20 0,01% (v/v) e filtração em lã de 

vidro. As suspensões obtidas foram mantidas a 4C para estoque ou utilizadas para 

experimentos. 

 

 

3.2 Isolamento do DNA genômico (DNAg) 

O DNA de A. fumigatus foi extraído pelo método descrito por VAN BURIK et 

al. (1998) com modificações. Para a produção de micélio, 2 x 107 conídios de A. 

fumigatus foram inoculados em meio YG acrescido de KH2PO4 100 mmol/L e 

incubados por 16 horas a 30ºC, com agitação de 200 rpm. Os micélios foram 

coletados por filtração a vácuo, congelados imediatamente em nitrogênio líquido e 

triturados com gral e pistilo. Cerca de 40 mg de micélio foram adicionados a 500 µL 

de tampão de extração de DNA, sendo incubados overnight a 56ºC. Após este 

período, foi adicionado um volume igual de fenol em cada amostra e estas foram 

agitadas por 10 minutos. Para sedimentar as proteínas e debris celulares, as 

amostras foram centrifugadas a 20.800 x g por 5 minutos a 4ºC, sendo a fase 

aquosa transferida para um novo tubo de microcentrífuga. A adição de fenol e 
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subsequente centrifugação foram repetidas mais duas vezes, para minimizar a 

contaminação do produto final com proteínas. Em seguida, à fase aquosa foi 

adicionado clorofórmio na mesma quantidade. As amostras foram agitadas e 

centrifugadas a 20.800 x g por 5 minutos a 4ºC, sendo a fase aquosa superior 

transferida para outro tubo de microcentrífuga. A adição de clorofórmio seguida de 

centrifugação foi repetida mais duas vezes para reduzir a contaminação por 

carboidratos. Em seguida, à fase aquosa foi adicionado acetato de sódio pH 5,2 para 

uma concentração final de 0,3 mol/L e 2 vezes o volume de etanol absoluto e 

incubou-se as amostras overnight a -20ºC. Após este período, as amostras foram 

centrifugadas a 20.800 x g por 20 minutos a 4ºC e seus sedimentos lavados duas 

vezes com etanol 70% (v/v). Estes foram mantidos à temperatura ambiente por 30 

minutos para total evaporação do etanol e ressuspensos em água Milli-Q estéril. A 

concentração do DNA foi determinada espectrofotometricamente em comprimento 

de onda de 260 nm e sua pureza, através da razão 260 nm / 280 nm, sendo 

utilizadas apenas as amostras que obtiveram razões iguais ou acima de 1,90. Estas 

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

 

3.2.1 Reações em cadeia da polimerase (PCR)  

As amplificações foram realizadas de acordo com Saiki et al (1985). 1 µL de 

DNAg extraídos ou DNA complementares (cDNAs) sintetizados foram incubados em 

meio contendo MgCl2 1,5 mmol/L, primer forward 0,4 μmol/L, primer reverse 0,4 

μmol/L, dNTP 0,2 mmol/L e tampão 10X (KCl 50 mmol/L, Tris-HCl 10 mmol/L pH 

8,4), em volume final de 50 μL. Em seguida foi desnaturado através de incubação 

por 2 minutos (para cDNA) ou 5 minutos (no caso de DNAg) a 94ºC. A reação foi 

iniciada pela adição da enzima Taq DNA polimerase recombinante 1 U (Phoneutria). 
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As condições de reação para os oligonucleotídeos dos genes aoxA e pyrG, para 

verificação da deleção do gene da AOX, foram de temperatura de desnaturação de 

94ºC por 45 segundos, temperatura de anelamento de 60ºC por 1 minuto e extensão 

à 72ºC por 1 minuto e 30 segundos, com repetição de 35 ciclos. As condições para a 

PCR utilizando os oligonucleotídeos do gene da gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (gapdh), para verificação da síntese de cDNA utilizado nos ensaios 

de PCR em tempo real, foram: temperatura de desnaturação de 94ºC por 1 minuto e 

30 segundos, seguida de temperatura de anelamento de 58ºC por 1 minuto e 

extensão à 72ºC por 1 minuto e 30 segundos, com repetição de 30 ciclos. O 

equipamento utilizado foi um controlador termal programável (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 tampão TAE e às amostras foi adicionado tampão de amostra. As eletroforeses 

foram processadas em uma cuba contendo tampão TAE, utilizando 90 V durante 60 

minutos. Os géis foram corados por imersão em uma solução contendo brometo de 

etídeo 0,25 μg/mL por 10 minutos, e em seguida lavados com água deionizada.  

 

 

3.3 Uso de glicose oxidase para formação de peróxido de hidrogênio em meio 

de cultura (Apêndice 2) 

Conídios de A. fumigatus CEA 17 crescido em meio YAG foram recuperados 

com PBS/Tween 20 0,01% (v/v) e filtração em lã de vidro. Em erlenmeyers de 250 
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mL adicionou-se 20 mL de meio YG pH 7,0 acrescido de KH2PO4 100 mmol/L e 4 x 

108 conídios. Após a inoculação 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 agitação de 200 

rpm por até 8 horas a 30ºC. Alíquotas foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 4, 6 e 8 

horas para avaliação do consumo de glicose do meio pela enzima, do pH da cultura 

durante a atividade enzimática e da degradação do peróxido de hidrogênio pelo 

fungo. 

 

3.3.1 Avaliação do consumo de glicose pela glicose oxidase 

As alíquotas retiradas das culturas nos diferentes tempos foram 

centrifugadas a 13.000 x g por 5 minutos a 4ºC para sedimentar os conídios. Em 

seguida, foram diluídas para uma concentração 10 vezes menor e 10 µL dessas 

soluções foram utilizados para a determinação da concentração de glicose presente 

no meio, utilizando o kit Glicose HK Liquiform (Labtest Diagnóstico). De acordo com 

as orientações do fabricante, a amostra foi diluída em 1 mL do reagente de trabalho 

e colocada em banho-maria durante 5 minutos a 37ºC juntamente com o branco e a 

solução padrão. As absorvâncias foram determinadas a 340 nm em 

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

  

3.3.2 Avaliação do pH da cultura durante a atividade da glicose oxidase 

As alíquotas obtidas com os diferentes tempos foram centrifugadas a 3.200 x 

g por 5 minutos a temperatura ambiente para sedimentar os conídios. O pH foi 

imediatamente determinado através de pHmetro.    
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3.3.3 Avaliação da formação de peróxido de hidrogênio por glicose oxidase e 

sua degradação por A. fumigatus 

A determinação da formação de peróxido de hidrogênio foi detectada pela 

sonda Amplex Red (Molecular Probes). Após centrifugação das amostras a 3.200 x 

g por 5 minutos a 4ºC, os sobrenadantes foram transferidos para outro tubo. Para 

cada 2 mL dos sobrenadantes foram adicionados horseradish peroxidase (HRP) 1 

mU e Amplex Red 50 µmol/L. A determinação da fluorescência foi realizada com 

excitação a 563 nm e emissão a 587 nm em espectrofluorímetro Hitachi-F4500.  

  

 

3.4 Exposição de A. fumigatus aos agentes pró-oxidantes 

4 x 109 conídios de A. fumigatus das cepas CEA17 e ΔaoxA foram 

inoculados em 200 mL de meio YG/KH2PO4 100 mmol/L pH 7,0 e incubados sob 

agitação de 200 rpm por 8 horas a 30ºC na presença de menadiona 0,05 mmol/L, 

paraquat 1 mmol/L ou GO 40 mU/mL, compostos pró-oxidantes geradores EROs. 

Para micélios, ambas as cepas foram incubadas em mesmo meio de cultura por 16 

horas antes do tratamento com os pró-oxidantes. Todas as culturas foram mantidas 

em erlenmeyers de 1 L e protegidas da luz.  

Após a exposição aos pró-oxidantes, os germinantes foram coletados por 

centrifugação de 1811 x g por 5 minutos a 4ºC e lavagem com PBS. Os micélios 

foram coletados por filtração a vácuo. Imediatamente após a coleta, todas as 

amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e mantidas a -80ºC para posterior 

extração de RNA. 
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3.5 Viabilidade de germinantes de A. fumigatus CEA17 e ΔaoxA por citometria 

de fluxo 

Cerca de 5 x 106 conídios de CEA17 e ΔaoxA foram incubados a 200 rpm 

por 8 horas a 30ºC com os agentes pró-oxidantes descritos acima na ausência de 

luz. Em seguida, foram centrifugados a 20.600 x g por 10 minutos à temperatura 

ambiente e lavados duas vezes com PBS. 

Os germinantes foram ressuspensos em 200 µL de solução dextrose-hepes 

contendo 2,5 µmol/L da sonda FUN® 1 (Molecular Probes) e incubados na ausência 

de luz, sob agitação, por 30 minutos a 37ºC. A adição de iodeto de propídio (PI) 0,5 

µmol/L foi realizada no momento imediatamente anterior ao início das aquisições 

celulares.  

As células foram analisadas em citômetro de fluxo FACSCalibur (BD 

Biosciences), no qual foram adquiridos 10.000 eventos para cada análise realizada. 

Como parâmetros 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 Extração de RNA 

As células obtidas como descrito anteriormente (item 3.4) foram rompidas 

por maceração em gral e pistilo previamente lavados com água-DEPC e 

autoclavados, utilizando nitrogênio líquido. A massa obtida foi imediatamente 

homogeneizada com 1 mL de TRIzol (Invitrogen) para a extração do RNA de 

acordo com as recomendações do fabricante.   
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A determinação da concentração de RNA foi realizada 

espectrofotometricamente através de NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Para 

verificar a integridade do RNA, 10 g do RNA total de cada tratamento foram 

aplicados em gel de agarose 1,2% (p/v) com 2,2 mol/L formaldeído utilizando ácido 

3-(N-morfolino)propanosulfônico (MOPS) 1X como tampão de corrida. O gel foi 

corado com brometo de etídio e visualizado em luz UV. A presença de bandas 

intactas, referente aos RNAr 28 S e 18 S, foi utilizada como critério para verificar a 

qualidade da extração. As amostras de RNA foram tratadas com DNase (Promega). 

Em seguida realizou-se a purificação do RNA obtido com o kit RNeasy Plant Mini Kit 

(Qiagen) utilizando o protocolo de purificação de RNA total de fungos filamentosos 

determinado pelo fabricante. Esta purificação permite a retirada de carboidratos 

contaminantes e de RNAs menores que 200 pb.    

 

 

3.7 Desenho de oligonucleotídeos para PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram oligonucleotídeos LUXTM 

(Invitrogen) desenhados no programa D-LUXTM Designer Software (INVITROGEN). 

A sonda FAM foi escolhida para todos os oligonucleotídeos marcados (Tabela 1).  

A escolha de cada um dos iniciadores foi determinada pela ausência de 

alinhamentos em mais de uma região do gene para o qual foi desenhado ou em 

região de outro gene do A. fumigatus, analisados através dos softwares BLASTView 

(CADRE) e blastn suite (NCBI). Também foram verificadas a formação de dímeros e 

a temperatura de dissociação de cada oligonucleotídeo através do software gratuito 

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

Oligonucleotídeos Sequência 

Succinato desidrogenase, 

subunidade flavoproteína  

(AFUA_3G07810) 

5’ cggagGAAGATGGATGCAGTCTC[FAM]G 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[FAM]G 3’    

5’ CCTCGTAGCCCTCACTGCTGAC 3’ 

Precursor da subunidade ferro-enxofre da 

ubiquinol-citocromo C redutase 

(AFUA_5G10610) 

5’ cggcTTTCTCCTACTTCATGGC[FAM]G 3’ 

5’ AACAGTAGCCTTGGCACCAACA 3’ 

Proteína que confere sensibilidade a 

oligomicina na ATP sintetase, putativa 

(AFUA_2G12400) 

5’ cgcaaATGATGCTGGTCAGCTTG[FAM]G 3’ 

5’ TCTCTCCAGCCTCGCTCAGAC 3’ 

NADH desidrogenase subunidade 23 kDa – 

Complexo I (AFUA_1G06610) 

5’ CggcaTGTCACTGTGGTATCGC[FAM]G 3’ 

5’ AGAGTCCCAACCGTCGCAGAG 3’ 

NADH-ubiquinona oxidorredutase subunidade 

64 kDa, putativa - NADH alternativa externa 

(AFUA_2G05450) 

5’ cggcATGTCACTGTGGTATCGC[FAM]G 3’ 

5’ AGAGTCCCAACCGTCGCAGAG 3 

NADH desidrogenase alternativa – NADH 

alternativa interna (AFUA_1G11960) 

5’ cggcTACAGAGAACGTCTGGGC[FAM]G 3’ 

5’ TGGGCAGTGGGTGCATAGTT 3’ 

Oxidase Alternativa - AOX  

(AFUA_2G05060) 

5’ cggcCAAAGAATACTTTCCTCCGC[FAM]G 3’    

5’ ATGAACCCAGGCCGTCTCAAC 3’ 

Peptídeo RCI de resposta ao estresse, 

putativa (AFUA_5G03230) 

5’ cgggATAGAAAGCATGGATGTGACC[FAM]G 3’ 

5’ ATGATTTCGGGTTGTAGTGTGGA 3’ 

Citocromo C peroxidase, putativa 

(AFUA_4G09110) 

5’ cggaaCTCCTACTACCTCCTCCTTC[FAM]G 3’   

5’ CCCTGAGCTGGGAGAGCAAA 3’ 

Tiorredoxina – Trx1 

(AFUA_3G14970) 

5’ cggaaCTAAGCAGTCTACAAGCATTC[FAM]G 3’  

5’ GTAGGCGTCCACCAGCACCAG 3’ 

Cu, Zn superóxido dismutase - SOD1 

(AFUA_5G09240) 

5’ cgagaCGGTGGTGGGAGAGTTCT[FAM]G 3’     

5’ GTCATTGCTGTCCTCCGTGGT 3’ 

Mn superóxido dismutase - SOD2 

(AFUA_4G11580) 

5’ cggtgTGTGATTGAGGTGACCAC[FAM]G 3’   

5’ GTCGTACAGAGCCTCGTTGTCG 3’ 

Mn superóxido dismutase - SOD3 

(AFUA_1G14550) 

5’ cggatTCACTAACCAACCCCATC[FAM]G 3’ 

5’ TTCAAGGATGCTTTCAACACGA 3’ 

Cu, Zn superóxido dismutase citosólica - 

Cu,Zn SOD (AFUA_1G11640) 

5’ cggcTGACAAATGACAATGACGC[FAM]G 3’ 

5’ CGCAGGGTCGTGTTCTGTCT 3’ 
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Catalase micelial - Cat1  

(AFUA_3G02270) 

5’ cggttAGAAACGAGTGGCAAAAC[FAM]G 3’ 

5’ GTCGCAGGAAGCAGAGGTAGTTC 3’ 

Catalase-peroxidase bifuncional - Cat2 

(AFUA_8G01670) 

5’ cggtgCCTGCTGGACATGAACAC[FAM]G 3’     

5’ GTCGCTGCCCTCGAACAACT 3’ 

Catalase esporo-específica - CatA 

(AFUA_6G03890) 

5’ cggacaAGCTCTTCTACAACTCAATGTC[FAM]G 3’ 

5’ AAGCTGAAAGCCTTCTTCATGTG 3’ 

Glutarredoxina - Grx1 

(AFUA_1G06100) 

5’ cggaaCGCATTCTGAATCTCTCTTC[FAM]G 3’ 

5’ CCAGCAAGAAGACGCTCAAGG 3’ 

Peroxirredoxina mitocondrial - Prx1 

(AFUA_4G08580) 

5’ cgcaTACAGGTGGGCAATCTTG[FAM]G 3’ 

5’ GTCAATGGCTCCAAGCTCACC 3’ 

Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase - 

Gapdh (AFUA_5G01970) 

5’ cggcGACTGGTGCTGCTAAGGC[FAM]G 3’ 

5’ CGGAGACGTTGGAGGTAGGAAC 3’ 

 

 

3.8 Uso de qPCR para a avaliação de genes diferentemente transcritos em A. 

fumigatus CEA17 e ΔaoxA expostos a diferentes pró-oxidantes 

 

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

Aproximadamente 3 µg RNA livre de DNA eluído em água-DEPC foi 

submetido à reação de RT-PCR para a síntese de cDNA pela enzima SuperScript III 

Reverse Transcriptase (Invitrogen) de acordo com as orientações do fabricante.   

Em um microtubo foram adicionados 0,01 mol dNTP 10 mmol/L, 0,5 ng 

oligo (dT)12-18 0,5 g/mL e 3 g de RNA. Cada amostra foi incubada por 5 minutos a 

65ºC e então colocada no gelo por pelo menos 1 minuto. 

Em seguida, foram adicionados 10X First-Strand Buffer (contendo Tris-HCl 

250 mmol/L pH 8,3, KCl 375 mmol/L e MgCl2 15 mmol/L) para concentração final 

igual a 2X, DTT 0,1 mol, RNAse OUT 40 U e SuperScript III RT 200 U. Após serem 

misturados gentilmente, foram incubados por 50 minutos a 50ºC. A reação foi 

inativada por incubação de 15 minutos a 70ºC.   
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3.8.2 Reação de qPCR  

A quantificação relativa dos níveis de expressão dos genes selecionados foi 

realizada em sistema Realplex 4S (Eppendorf). 

As possíveis variações na concentração inicial de RNAm entre as amostras 

foram corrigidas através da normalização com o gene constitutivamente expresso 

gapdh. 

As reações de PCR foram realizadas em triplicata com volume final de 10 µL 

contendo 5 µL do reagente TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), 1,5 µL dos oligonucleotídeos a concentração de 1 µmol/L cada e 2 µL 

de cDNA. Estas reações foram montadas em estação robotizada epMotion 5070 

(Eppendorf). O perfil termal utilizado foi de 50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos 

e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos 60ºC por 1 minuto. Foram realizados controles 

contendo apenas o reagente Master Mix e os oligonucleotídeos para verificação de 

contaminações e auto-fluorescência dos oligonucleotídeos marcados. 

Inicialmente foram realizadas curvas de calibração para os pares de 

oligonucleotídeos com diferentes concentrações de DNA genômico. A quantidade 

inicial do número de cópias dos genes de interesse utilizada na construção das 

curvas de calibração foi determinada através de duas considerações: A. fumigatus é 

um organismo haplóide e, portanto, os genes investigados são representados uma 

única vez no genoma. Além disso, considerando que o tamanho do genoma é igual 

a 29,4 Mb (NIERMAN et al., 2005), um genoma corresponde a aproximadamente 30 

fg (10-15 gramas). Portanto, teoricamente, cada 30 fg de DNA genômico de A. 

fumigatus correspondem a uma cópia de cada um dos genes do fungo.  

Desta forma, foram realizadas reações com diferentes diluições (Tabela 2) 

do DNA genômico do fungo e, por meio de regressão linear realizada pelo software 
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Realplex 2.2, foi determinada a equação da reta correspondente à curva de 

calibração para cada par de oligonucleotídeo. Foram utilizadas as curvas que 

atingiram coeficiente de determinação (R2) maior que 0,9. 

 

Tabela 2 - Diluições do DNA genômico para a construção da curva de calibração 

dos oligonucleotídeos 

Número de cópias/µL Concentração de DNA 

1 30 fg/µL 

10 300 fg/µL 

102 3 pg/µL 

103 30 pg/µL 

104 300 pg/µL 

105 3 ng/µL 

106 30 ng/µL 

107 300 ng/µL 

 

Uma vez estabelecido o slope através das equações obtidas com as curvas 

de calibração, as eficiências (E) de cada reação de amplificação foram calculadas 

como descrita por Rasmussen (2001) segundo a equação: 

 

E=10 [-1/slope] 

em que,  

slope = é o coeficiente de regressão da curva de calibração 

Para a determinação do nível de transcritos relativo dos produtos de qPCR 

utilizou-se o modelo proposto por Pfaffl (2001): 
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em que, 

Razão = é o nível de transcritos relativo entre o gene alvo e o gene de referência; 

Ealvo = é a eficiência da reação de PCR em tempo real do gene alvo; 

Ereferência = é a eficiência da reação de PCR em tempo real do gene de referência, 

ΔCqalvo = é desvio de (Cq do controle – amostra do gene alvo transcrito); 

 ΔCqreferência = é desvio de (Cq do controle – amostra do gene de referência 

transcrito). 

  

Assim, a razão entre os transcritos dos genes de interesse e os transcritos 

de gapdh determinou o nível 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 comparações entre os outros grupos amostrais.   

   

 

3.9 Determinação da atividade enzimática de oxidase alternativa e catalase em 

A. fumigatus exposto à menadiona 

 

3.9.1 Exposição de A. fumigatus à menadiona 

Conídios de A. fumigatus CEA 17 e ΔaoxA foram recuperados de meio 

sólido com PBS/Tween 20 0,01% (v/v) e filtração em lã de vidro. O procedimento 

para a exposição celular à menadiona, bem como sua concentração, foi o mesmo 

citado no item 3.4. Apenas o volume de cultura celular utilizado foi diminuído para 

100 mL com 2 x 109 conídios inoculados em erlenmeyers de 500 mL, protegidos da 
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luz. Ambas as fases de desenvolvimento celular (germinantes e hifas) foram 

utilizadas.   

Após a exposição à menadiona, os germinantes foram coletados por 

centrifugação (1811 x g por 5 minutos a 4ºC) e lavados com PBS. As hifas foram 

recuperadas por filtração a vácuo. Imediatamente após a coleta, todas as amostras 

foram congeladas em nitrogênio líquido e mantidas a -80ºC para posterior preparo de 

extrato proteico total quando utilizadas para ensaio de catalase. Para a 

determinação da atividade de AOX, as amostras foram ressuspensas em meio YG + 

KH2PO4 100 mmol/L acrescido de 3,8 µL PIC/ 1g de massa seca de células e 

imediatamente utilizadas. Neste caso, o volume de ressuspensão foi igual para cada 

amostra correspondente à mesma fase de desenvolvimento.   

 

3.9.2 Influência de AOX na velocidade de consumo de oxigênio 

A velocidade de consumo do oxigênio foi monitorada polarograficamente por 

oxígrafo acoplado a eletrodo do tipo Clark (Gilson Medical Eletronics). Os 

parâmetros respiratórios foram determinados de acordo com Chance e Williams 

(1956).  Em câmara com volume final de 1,8mL de meio YG + KH2PO4 100 mmol/L 

foram verificadas as velocidades inicial e após a adição de KCN 2 mmol/L e SHAM 2 

mmol/L. A velocidade de consumo de oxigênio foi calculada em relação à 

concentração do extrato proteico total e ao volume celular adicionado à câmara de 

respiração, sendo os resultados dados por micrograma de proteína.  

 

3.9.3 Obtenção de extrato proteico total  

As células obtidas como descrito anteriormente (item 3.9.1) foram rompidas 

utilizando nitrogênio líquido em gral e pistilo previamente autoclavados. A massa 
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obtida foi imediatamente pesada e homogeneizada com tampão de extração de 

proteína na proporção 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 4ºC entre cada sonicação.  

As suspensões foram centrifugadas a 18.500 x g por 30 minutos a 4ºC para 

a remoção de debris celulares e os sobrenadantes foram utilizados para os ensaios 

de atividade da catalase, sendo estocados a -20ºC. A concentração de cada extrato 

proteico total foi determinada pelo método de BCA, utilizando o kit Pierce® BCA 

Protein Assay (Thermo Scientific) de acordo com as especificações 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 orientações do fabricante. A 

interação de Amplex Red com H2O2, não decomposto pela catalase presente no 

extrato proteico total, leva à formação de resorufina, um produto fluorescente.  

Em placa de 96 poços, as amostras de extratos proteicos de A. fumigatus, 

em triplicata, foram incubadas na presença de 20 µmol/L H2O2 por 30 minutos a 

25ºC protegidas da luz. Em seguida foram adicionados Amplex Red 25 µmol/L e 

HRP 0,1 U/mL. Após incubação por 30 minutos a 37ºC a fluorescência foi 

determinada utilizando o leitor de microplaca Synergy 2 (BioTek®) com excitação a 

530 nm e emissão a 590 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas. 

Os valores de fluorescência das amostras foram subtraídos do obtido com a 

amostra “branco” (sem catalase), determinando os valores correspondentes ao 

consumo do peróxido pela catalase presente nos extratos proteicos. A partir da 

equação da reta obtida com a curva de calibração da catalase (de 0 a 1000 mU/mL), 
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foram calculadas as concentrações da enzima em cada amostra. A divisão dessas 

concentrações pela concentração proteica dos extratos totais permitiu a 

determinação da atividade específica de cada amostra.   

 

 

3.10 Análises estatísticas 

As análises realizadas para a determinação da viabilidade celular na 

presença dos pró-oxidantes basearam-se na análise de variância de uma via, 

utilizando o pós-teste de Tukey para comparações múltiplas. Para isto foi utilizado o 

programa GraphPad Prism™ 5. 

As análises descritivas para qPCR e atividade específica da catalase foram 

realizadas por meio de procedimento PROC MEANS do programa Statistical 

Analysis System, versão 8.1 (SAS, 1999), visando obter as estatísticas descritivas 

para as diferentes variáveis avaliadas, bem como, a verificação das pressuposições 

anteriores às análises inferenciais propriamente ditas. 

Os dados relativos aos níveis de transcritos das enzimas obtidos por meio 

do qPCR foram analisados considerando-se as cepas e os tratamentos por meio da 

análise de variância, utilizando o procedimento PROC MIXED, do programa acima 

citado, de acordo com o modelo estatístico abaixo: 

 

yijk =  + Fi +  Tj +  FTij + eijk 

em que, 

yijk = é o nível de transcrito para a enzima em questão, observado na amostral k, no 

tratamento j, pertencente à cepa i;  
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 = constante inerente a todas as observações; 

Fi = efeito de i-ésima cepa, sendo i = 1 (CEA17) e 2 (ΔaoxA); 

Tj = efeito do j-ésimo tratamento, sendo j = 1 (controle), 2 (menadiona), 3 (paraquat) 

e 4 (glicose oxidase); 

eijk = efeito aleatório residual associado ao nível de transcrito para a enzima em 

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

 

Em caso de resultados significativos (P < 0,05) para as fontes de variações 

avaliadas nas análises de variância anteriormente citada, adotou-se como 

procedimento para comparações múltiplas o Teste de Tukey e a seguinte estratégia: 

(i) em caso de somente efeito(s) principal(is) significativo(s), utilizou-se como 

procedimento de comparações múltiplas o modelo descrito acima; (ii) em caso de 

interações 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 análises utilizou-se o Teste F e, quando 

necessário, aplicou-se o Teste de Tukey, como procedimento de comparações 

múltiplas.  

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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4.1 Verificação da deleção do gene da oxidase alternativa em mutante de A. 

fumigatus  

A verificação do uso de um mutante ΔAOX foi realizada a partir da PCR com 

o DNAg extraído da cepa ΔAOX de A. fumigatus utilizando oligonucleotídeos 

específicos para o gene pyrG, que originaram fragmentos de 1.902 pares de base 

(pb) e o gene de AOX (aoxA), gerando fragmentos de 2.934 pb. Ambos os pares de 

oligonucleotídeos correspondiam não só aos genes, mas também a parte das 

regiões flanqueadoras de cada gene. Como controle positivo da reação foi utilizado 

DNAg de A. fumigatus cepa CEA 17 pyrG+, prototrófica e não mutada para aoxA.   

 

 

Figura 3 - Fotografia da eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampão TAE dos 

fragmentos dos produtos obtidos com oligonucleotídeos para os genes pyrG e aoxA de 

A. fumigatus cepa CEA17 e mutante AoxA. 1Kb: padrão de peso molecular 1Kb 

(Invitrogen); 1: ausência de banda quando da reação oligonucleotídeo aoxA/DNAg cepa 

ΔaoxA; 2: gene pyrG na reação oligonucleotídeo pyrG/DNAg cepa ΔaoxA; 3: gene aoxA 

na reação oligonucleotídeo aoxA/DNAg cepa CEA 17; 4: gene pyrG na reação 

oligonucleotídeo pyrG/DNAg cepa CEA 17; 5: controle negativo para oligonucleotídeo 

aoxA; 6: controle negativo para oligonucleotídeo pyrG.  
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Na Figura 3, as canaletas 1 e 2 representam os fragmentos obtidos com os 

oligonucleotídeos de aoxA e do gene pyrG, respectivamente, a partir do DNAg do 

mutante ΔaoxA. Observa-se que não houve detecção de banda na canaleta 1, 

indicando que o gene da oxidase alternativa encontra-se deletado. Nas canaletas 3 

e 4 estão os resultados das reações com os mesmos oligonucleotídeos, porém a 

partir do DNAg obtido com a cepa CEA 17. Nota-se a presença de bandas nas duas 

condições. As canaletas 5 e 6 são representantes do controle negativo de ambos os 

jogos de oligonucleotídeos. 

 

 

4.2 Viabilidade de germinantes de A. fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA na 

presença de pró-oxidantes 

A presença de agentes pró-oxidantes no meio de cultura de A. fumigatus 

CEA17 e ΔaoxA permite o contato do fungo com EROs que, dependente de suas 

concentrações, podem promover morte celular. Entretanto, como o interesse do 

trabalho foi estudar a diferença na transcrição gênica de fungos submetidos à ação 

de EROs, foi importante avaliar o menor índice de morte celular e a presença de 

números significativamente iguais de células viáveis após o tratamento com os pró-

oxidantes, se fazem importantes.     

A viabilidade de A. fumigatus pode ser determinada através da contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFC) após diluições seriadas. Entretanto, esta é 

uma técnica que apresenta limitações, uma vez que o erro é induzido por alterações 

morfológicas (conídios e hifas), fragmentações das hifas, restos celulares e 

agrupamento entre conídios durante seu desenvolvimento (MARR et al, 2001). 

Devido a estes fatores, a viabilidade dos germinantes de CEA17 e ΔaoxA foi 
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determinada através de citometria de fluxo utilizando as sondas FUN®1 e iodeto de 

propídio (PI) como marcadores de células metabolicamente viáveis e mortas, 

respectivamente.  

Os agentes pró-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 conídios de A. fumigatus CEA17 e ΔaoxA. Após 8 horas de incubação a 

30°C foi realizada a marcação dos germinantes com as sondas fluorescentes FUN1 

e PI. A determinação por citometria de fluxo promoveu a separação entre as 

populações celulares de acordo com a marcação incorporada.  

Foram identificadas quatro subpopulações: Q1 representa a população de 

conídios mortos (PI positivos); Q4 corresponde às células metabolicamente ativas 

(FUN 1 positivas); em Q2 estão representados os conídios PI e FUN1 positivos, 

que perderam a integridade da membrana ou tiveram-na alterada pelo processo de 

maturação celular (MARR et al, 2001) ou pela presença de EROs, que podem levar 

a peroxidação lipídica, porém sem perda da atividade metabólica; Q3 representa os 

conídios mortos (FUN1 negativos), mas sem destruição celular (PI negativos).  

Independente da cepa ou do pró-oxidante utilizado, a porcentagem de 

células metabolicamente ativas (Q4) foi maior do que as células não viáveis 

(Apêndice 4; Figuras 6 e 7). Não foi observada porcentagem significativa de células 

mortas em nenhuma das condições testadas para ambas as cepas (Figuras 6 e 7, 

Q1). O pequeno aumento da porcentagem de células com perda da integridade da 

membrana plasmática (Q2) em CEA17 tratada com paraquat (Figura 6) e com morte 

sem destruição da estrutura celular (Q3) em ΔaoxA tratada com menadiona (Figura 

7) sugere sensibilidade das cepas estudadas aos respectivos pró-oxidantes. Não 
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houve significância (P < 0,05) entre as subpopulações Q1, Q2 e Q3 ao se considerar 

os três tratamentos e o controle.  

 

 

Figura 4 - Viabilidade celular de A. fumigatus CEA17 na presença de pró-oxidantes.  O 

grupo controle não recebeu nenhuma droga geradora de EROs. Os resultados são 

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

células com alteração na membrana; Q3: células mortas, sem destruição celular; Q4: 

células metabolicamente ativas). Todas as diferenças são significativas ao se comparar 

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

 

 

4.3 Avaliação de genes diferencialmente transcritos em germinantes e hifas de 

A. fumigatus CEA17 e ΔaoxA após a exposição a diferentes agentes pró-

oxidantes 

Os conjuntos de oligonucleotídeos utilizados para a avaliação da transcrição 

dos genes relacionados à cadeia de transporte de elétrons e à defesa antioxidante 

encontram-se listados na Tabela 1. Para a análise optou-se por realizar 

quantificação relativa utilizando curvas padrão de todos os genes estudados para o 

cálculo da eficiência de cada oligonucleotídeo. A metodologia de cálculo utilizando a 

fórmula 2-ΔΔCq (média do ΔCq amostra – média do ΔCq amostra de referência) 

obrigaria os genes alvos apresentarem eficiências comparáveis à dos genes de 
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referência. Assim, para calcular a eficiência real de cada par de oligonucleotídeo e a 

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

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

 

 

Figura 5 – Viabilidade celular de A. fumigatus ΔaoxA na presença de pró-oxidantes.  O 

grupo controle não recebeu nenhuma droga geradora de EROs. Os resultados são 

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

células com alteração na membrana; Q3: células mortas, sem destruição celular; Q4: 

células metabolicamente ativas). Todas as diferenças são significativas ao se comparar 

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

   

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

estudado. Os mesmos resultados são agrupados por funções e apresentados em 

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

  

4.3.1 Componentes da Cadeia Respiratória 

4.3.1.1 NADH desidrogenase (Complexo I – c I) 

As alterações nos níveis de transcritos de c I foram determinadas pelo efeito 

do tratamento, não sendo significativo o efeito da deleção de aoxA nesses 

resultados (Tabela 3, Figura 6). Menadiona foi o único pró-oxidante responsável por 
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essas variações, sendo que em germinantes, os níveis foram inferiores ao controle 

(0,65 vezes) e em hifas, superiores (1,85 vezes). Os outros tratamentos não 

apresentaram variações significativas em relação ao controle. 

 

Tabela 3 - Níveis médios de transcrição de c I em germinantes e hifas, por 

tratamento. 

Tratamento  Germinantes1 

 
Hifas1 

Controle  0,93 A 
 

0,94 B 

Menadiona  0,65 B 

 
1,85 A 

Paraquat  0,99 A 
 

0,63 B 

GO  0,92 A 
 

0,81 B 

EP  0,06  0,09 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 6 - Níveis de transcrição de c I em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram 

normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador.  
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4.3.1.2 Succinato desidrogenase (Complexo II – sdh1) 

A interação cepa vs. tratamento influenciou significativamente (P < 0,05) os 

níveis de transcritos de sdh1 e menadiona foi responsável pelas principais 

alterações nesses níveis (Tabela 4).  

Ao se analisar os resultados obtidos em hifas de CEA17 e ΔaoxA, observou-

se que menadiona foi o único pró-oxidante que proporcionou aumento (3,68 e 2,71 

vezes, respectivamente) em relação ao controle, sendo que o índice atingido em 

CEA17 foi maior que o observado em ΔaoxA (Tabela 4, Figura 7b). Maior aumento 

de transcritos também foi observado em ΔaoxA em relação à CEA17 no tratamento 

com paraquat (1,58 vezes contra 0,95 vezes), não sendo estes valores superiores 

ao controle. Em germinantes, os níveis de transcritos observados em CEA17 com os 

diferentes tratamentos são inferiores ao controle, porém não diferem entre si. Em 

ΔaoxA, menadiona e GO propiciaram menores níveis de transcritos (0,32 vezes e 

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

 

Tabela 4 - Níveis médios de transcrição de sdh1 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa.  

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 A; a 0,87 A; a 
 

1,00 B; a 1,26 B; a 

Menadiona  0,74 B; a 0,32 C; b 
 

3,68 A; a 2,71 A; b 

Paraquat  0,73 B; a 0,71 AB; a 
 

0,95 B; b 1,58 B; a 

GO  0,74 B; a 0,64 B; a 
 

1,45 B; a 1,43 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 7 - Níveis de transcrição de sdh1 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador.  

 

4.3.1.3 Citocromo C redutase (Complexo III – c III) 

As análises dos níveis de transcritos de c levaram à observação de 

diferentes influências das variáveis de acordo com a fase de desenvolvimento 

celular. Em germinantes, a interação cepa vs. tratamento foi determinante para as 

respostas obtidas (Tabela 5), enquanto que em hifas, essas variáveis influenciaram 

os resultados de modo independente, uma vez que a interação entre elas não foi 

significativa (Tabelas 6 e 7).    

Em hifas, os níveis de transcrição obtidos com CEA17 e ΔaoxA expostas ao 

paraquat foram menores que o controle (0,32 vezes), enquanto que GO promoveu 

aumento desses níveis para 1,22 vezes (Tabela 6; Figura 9a). Menadiona não teve 

efeito significativo nesta fase de desenvolvimento. Ao se comparar os resultados 

obtidos com as cepas, observou-se que a transcrição de C III em  ΔaoxA foi maior 

que em CEA17 (Tabela 7; Figura 9b). 
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Tabela 5 - Níveis médios de transcrição de c III em germinantes, por tratamento e 

por cepa.  

 

 Cepas 

Tratamento  CEA171;2  ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 A; a  1,05 A; a 

Menadiona  0,91 A; a  0,47 B; b 

Paraquat  0,93 A; a  1,11 A; a 

GO  0,93 A; a  1,03 A; a 

EP  0,08  0,08 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 8 - Níveis de transcrição de c III em germinantes de A. fumigatus cepas 

CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram 

normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador. 
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Tabela 6 - Níveis médios de transcrição de c III em hifas, por tratamento.  

Tratamento Hifas1 

Controle 1,03 B 

Menadiona 0,94 B 

Paraquat 0,32 C 

GO 1,22 A 

EP 0,05 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

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

 

 

Tabela 7 - Níveis médios de transcrição de c III em hifas, por cepa. 

 Cepas 

 CEA172 
 

ΔaoxA2 

 0,82 b 
 

0,93 a 

EP 0,03  0,03 

2
Médias seguidas por uma mesma letra minúscula na mesma linha não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 9 - Níveis de transcrição de c III em hifas de A. fumigatus de acordo com 

a exposição aos diferentes agentes pró-oxidantes (a) e as cepas (b). Valores 

foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

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

A interação entre a cepa e o tratamento foi determinante para os níveis de 

transcritos de c IV (Tabela 8).      

Dentre as duas fases de desenvolvimento estudadas, as hifas foram as que 

apresentaram maior variação nos níveis de transcritos de c IV (Tabela 8; Figura 10). 

Menadiona foi o pró-oxidante que promoveu os maiores aumentos desses níveis 

(4,74 vezes para CEA17 e 11,70 vezes para ΔaoxA), (Tabela 8; Figura 10b). 

Paraquat também aumentou os níveis de transcritos de C IV para 2,46 vezes em 

CEA17 e 2,65 vezes em ΔaoxA, mas ambos são estatisticamente iguais entre si 

(Tabela 8; Figura 10b). Os resultados obtidos com GO foram semelhantes aos do 

controle.  

 

Tabela 8 - Níveis médios de transcrição de c IV em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2   CEA171;2 ΔaoxA1;2  

Controle  1,00 A; a 0,70 B; b  1,01 C; a 0,78 C; a 

Menadiona  0,61 B; a 0,75 B; a  4,74 A; b 11,70 A; a 

Paraquat  1,07 A; a 1,06 A; a  2,46 B; a 2,65 B; a 

GO  1,12 A; a 1,19 A; a  0,99 C; a 1,31 C; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

 

Os níveis de transcritos observados em germinantes foram de um 

modo geral, menores que os apresentados por hifas. Controle de ΔaoxA 
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apresentou nível inferior (0,70 vezes) ao controle de CEA17. Menadiona 

promoveu diminuição dos níveis de transcritos tanto em CEA17 (0,61 vezes) 

quanto em ΔaoxA (0,75 vezes), enquanto que os valores para a exposição 

ao paraquat e à GO não foram significativamente diferentes ao controle em 

ambas as cepas (Tabela 8; Figura 10a). 
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Figura 10 - Níveis de transcrição de c IV em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador.  

 

4.3.1.5 ATP sintetase (atpase) 

Em atpase, a interação cepa x tratamento também influenciou 

significativamente (P < 0,05) os resultados obtidos.  

Em germinantes, nenhum dos pró-oxidantes utilizados promoveu alteração 

nos níveis de transcritos de atpase em relação ao controle (Tabela 9; Figura 11a). 

Entretanto, em hifas, todos os tratamentos diminuíram os níveis de transcritos, com 

exceção de menadiona (Tabela 9; Figura 11b).  

Os níveis apresentados por hifas de ΔaoxA 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, o menor 
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nível de transcrito observado foi o obtido com paraquat (0,30 vezes), seguido por 

GO (0,69 vezes). Porém, os valores observados em CEA17 tratados com GO foram 

inferiores à mesma condição em ΔaoxA (Tabela 9; Figura 11b). 

  

Tabela 9 - Níveis médios de transcrição de atpase em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

  Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,02 A; a 1,30 A; a  1,06 A; a 0,62 BC; b 

Menadiona  0,90 A; a 1,19 A; a  0,83 AB; a 0,71 B; a 

Paraquat  1,30 A; a 1,47 A; a  0,30 C; a 0,28 C; a 

GO  1,10 A; a 1,15 A; a  0,69 B; b 1,12 A; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 11 - Níveis de transcrição de atpase em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível 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 interação cepa vs. tratamento foi determinante para a variação dos níveis 

de transcritos, de ndiA. Em germinantes e hifas não houve aumento dos níveis de 

transcritos em relação ao controle em nenhuma das situações estudadas. Em 

ambas as fases de desenvolvimento, ΔaoxA 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 responsáveis pela 

diminuição dos níveis de transcritos (0,45 e 0,39 vezes, respectivamente). Em 

ΔaoxA, as mesmas condições geraram valores próximos no tratamento com 

menadiona (0,40 vezes) e com paraquat (0,61 vezes). O nível de transcrição 

promovido pela exposição à GO também foi menor que o controle (0,71 vezes), 

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

 

Tabela 10 - Níveis médios de transcrição de ndiA em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 A; a 0,75 A; b  1,02 A; a 0,75 A; b 

Menadiona  0,45 B; a 0,40 B; a  0,97 A; a 0,49 AB; b 

Paraquat  0,39 B; a 0,61 AB; a  0,19 C; a 0,33 B; a 

GO  0,89 A; a 0,71 A; a  0,63 B; a 0,70 A; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não 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 responsável por nível de transcritos inferior 

ao controle (0,19 vezes). Em ΔaoxA o nível de transcritos foi estatisticamente 

semelhante (0,33 vezes) e menor que o observado no controle desta mesma cepa 

(0,75 vezes). GO também promoveu diminuição dos níveis de transcritos em CEA17 

(0,63 vezes), semelhante à ΔaoxA sem tratamento (0,75 vezes) (Tabela 10; Figura 

12b). 
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Figura 12 - Níveis de transcrição de ndiA em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador.  

 

4.3.2.2 NADH desidrogenase alternativa externa (nde) 

Diferentemente do observado em ndiA, as variações dos níveis de 

transcritos em germinantes e hifas, quando ocorreram em menadiona e paraquat, 

foram para valores superiores à CEA17 controle. Essas variações foram oriundas da 

interação cepa vs. tratamento (Tabela 11; Figura 13).  

O nível de transcrição observado em germinantes de ΔaoxA sem tratamento 

(2 vezes) é superior ao CEA17 controle, o que não ocorre com a mesma condição 

em hifas.  (Tabela 11).  
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Em germinantes de CEA17, menadiona foi o pró-oxidante que promoveu o 

maior aumento dos níveis de transcritos (4,23 vezes), seguido por paraquat (3,08 

vezes) (Tabela 11; Figura 13a). Em ΔaoxA na mesma fase de desenvolvimento, 

paraquat foi o responsável pelo maior aumento (4,04 vezes), seguido por menadiona 

(1,95 vezes). O nível de transcrição de GO (1,22 vezes) foi inferior ao controle de 

ΔaoxA e de CEA17. Comparando-se os níveis obtidos em CEA17 e ΔaoxA na 

exposição à menadiona e paraquat observou-se diferença significativa entre o 

mesmo tratamento nas diferentes cepas (Tabela 11). 

 

Tabela 11 - Níveis médios de transcrição de nde em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 C; b 2,00 B; a  1,02 C; a 2,09 B; a 

Menadiona  4,23 A; a 1,95 B; b  19,21 A; a 14,01 A; b 

Paraquat  3,08 B; b 4,04 A; a  4,33 B; a 2,62 B; a 

GO  1,42 C; a 1,22 C; a  1,96 BC; a 2,33 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não 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 pró-oxidante responsável pelos 

maiores níveis de transcritos obtidos para nde. Hifas de CEA17 atingiram níveis de 

19,21 vezes, superiores ao observado nas mesmas condições em ΔaoxA (14,01 

vezes) (Tabela 11; Figura 13b). Paraquat também aumentou a transcrição em 4,33 
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vezes para CEA17 e 2,62 vezes para ΔaoxA, sendo ambos os valores 

significativamente semelhantes. 
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Figura 13 - Níveis de transcrição de nde em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador.  

 

4.3.2.3 Oxidase Alternativa (aoxA) 

A exposição aos diferentes pró-oxidantes influenciou de modo significativo 

os níveis de transcrição de aoxA em CEA17 (Tabela 12). Em germinantes, paraquat 

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

Menadiona e GO não apresentaram diferenças significativas em relação ao controle 

nessa fase de desenvolvimento.  

O tratamento de hifas com menadiona aumentou 56,29 vezes os níveis de 

transcritos, sendo este o maior nível obtido em todas as análises realizadas com as 

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

paraquat (4,71 vezes) não apresentaram diferenças significativas entre si (Tabela 

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

tratamento. 

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171  CEA171 

Controle  1,00 B  1,01 C 

Menadiona  2,33 B 
 

56,29 A 

Paraquat  7,38 A 
 

4,71 B 

GO  2,29 B 
 

5,69 B 

EP  0,40  0,55 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 14 - Níveis de transcrição de aoxA em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepa CEA17, expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores 

foram normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador.  

 

4.3.2.4 Proteína UCP-like (ucp) 

ucp apresentou diferentes respostas às variáveis estudadas de acordo com 

as fases de desenvolvimento. Em germinantes, os níveis de transcritos foram 

influenciados pela interação 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 único a promover aumento significativo dos 

níveis de transcritos de ucp (2,40 vezes) em germinantes de CEA17 (Tabela 13, 
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Figura 15). Em ΔaoxA, tanto menadiona (2,99 vezes) quanto paraquat (2,85 vezes) 

proporcionaram níveis superiores ao controle. GO não promoveu variação 

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

 

Tabela 13 - Níveis médios de transcrição de ucp em germinantes, por tratamento e 

por cepa. 

 

 Cepas 

Tratamento  CEA171;2  ΔaoxA1;2 

Controle  1,01 B; a  0,72 B; a 

Menadiona  1,47 B; b 
 

2,99 A; a 

Paraquat  2,40 A; a 
 

2,85 A; a 

GO  1,10 B; a 
 

1,10 B; a 

EP  0,19  0,19 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 15 - Níveis de transcrição de ucp em germinantes de A. fumigatus cepas 

CEA17 e ΔaoxA, expostos a diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram 

normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador. 

 

Como observado em aoxA, menadiona também promoveu em hifas os 

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

do controle (Tabela 14). 

 

Tabela 14 - Níveis médios de transcrição de ucp em hifas, por tratamento. 

Tratamento Hifas1 

Controle 1,01 B 

Menadiona 9,26 A 

Paraquat 0,81 B 

GO 1,03 B 

EP 0,32 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 16 - Níveis de transcrição de ucp em hifas de A. fumigatus, expostas aos 

diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

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

 

 

4.3.3 Componentes do sistema antioxidante  

4.3.3.1 Superóxido dismutase 1 (sod1) 

Os efeitos da interação cepa vs. tratamento nos níveis de transcritos de sod1 

foram significativos (Tabela 15).  

As amostras de ΔaoxA sem tratamento não apresentaram variação de 

transcrição em relação à CEA17 controle em ambas as fases de desenvolvimento. 
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Porém, o nível de transcritos em germinantes de CEA17 variou para o tratamento 

com menadiona (5,25 vezes) e paraquat (2,97 vezes), ambos superiores ao controle 

(Tabela 15; Figura 17a). Em ΔaoxA, somente menadiona proporcionou variações 

desses níveis (5,86 vezes).  

Em hifas, apenas paraquat foi responsável por variações na transcrição de 

sod1. Em CEA17 o nível de transcrição (2,04 vezes) foi superior ao controle, 

enquanto que em ΔaoxA, o nível atingido (0,42 vezes) foi inferior (Tabela 15; Figura 

17b).  

 

Tabela 15 - Níveis médios de transcrição de sod1 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

  Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  0,99 C; a 1,11 B; a  1,01 B; a 0,94 B; a 

Menadiona  5,25 A; a 5,86 A; a  0,98 B; b 1,60 B; a 

Paraquat  2,97 B; a 1,69 B; b  2,04 A; a 0,42 C; b 

GO  1,50 C; a 1,37 B; a  0,78 B; a 0,99 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 17 - Níveis de transcrição de sod1 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

4.3.3.2 Superóxido dismutase 2 (sod2) 

Como em sod1, sod2 também não apresentou variação significativa de seus 

transcritos em ΔaoxA controle em relação à CEA17 controle em ambas as fases de 

desenvolvimento, tendo a interação cepa vs. tratamento influenciado 

significativamente (P < 0,05) as variações observadas (Tabela 16).  

A atividade de paraquat promoveu, em germinantes, aumento dos níveis de 

transcritos em CEA17 (9,71 vezes), superior ao observado em ΔaoxA (4,43 vezes) 

(Tabela 16, Figura 18a). Menadiona também proporcionou aumentos dos transcritos 

em CEA17 (6,46 vezes), inferior ao nível atingido por paraquat na mesma cepa, e 

ΔaoxA (6,20 vezes). Nenhuma variação significativa foi causada por GO. 

Em hifas, o maior nível de transcritos foi promovido pelo tratamento de 

ΔaoxA com menadiona (7,50 vezes) (Tabela 16, Figura 18b). Este pró-oxidante 

também aumentou os níveis de CEA17 (3,47 vezes), semelhante ao obtido com a 

exposição da mesma cepa ao paraquat (3,38 vezes). A presença de GO não gerou 

variações significativas em nenhuma das cepas, bem como de paraquat em ΔaoxA. 
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Tabela 16 - Níveis médios de transcrição de sod2 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

   Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,05 C; a 0,79 B; a  1,01 B; a 0,79 B; a 

Menadiona  6,46 B; a 6,20 A; a  3,47 A; b 7,50 A; a 

Paraquat  9,71 A; a 4,43 A; b  3,38 A; a 1,87 B; a 

GO  1,04 C; a 1,08 B; a  1,66 AB; a 2,43 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 18 - Níveis de transcrição de sod2 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

4.3.3.3 Superóxido dismutase 3 (sod3) 

As variações observadas nos níveis de transcrição de sod3 foram 

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

significativos (Tabela 17).  
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Menadiona promoveu apenas diminuição dos níveis de transcritos em 

germinantes de ambas as cepas; em CEA17, o valor foi inferior ao observado em 

ΔaoxA (0,14 vezes e 0,54 vezes, respectivamente) (Tabela 17; Figura 19a). 

Paraquat, por sua vez, aumentou os níveis de transcritos de CEA17 (1,76 vezes) em 

relação ao controle e de ΔaoxA (0,92 vezes) em relação ao controle desta mesma 

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

 

Tabela 17 - Níveis médios de transcrição de sod3 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,11 B; a 0,13 B; b  1,00 B; a 0,82 B; a 

Menadiona  0,14 C; b 0,54 AB; a  8,80 A; a 4,63 A; b 

Paraquat  1,76 A; a 0,92 A; b  1,61 B; a 0,98 B; b 

GO  0,61 BC; a 0,45 AB; a  1,10 B; a 1,21 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

 

Em hifas, menadiona foi o único pró-oxidante a promover aumento nos 

níveis de transcritos de sod3 em ambas as cepas. Em CEA17, a transcrição atingiu 

níveis de 8,80 vezes, enquanto que em ΔaoxA, atingiu 4,63 vezes (Tabela 17; Figura 

19b). Nenhum outro pró-oxidante foi responsável por variações significativas de 

transcritos em relação à CEA17 controle. 
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Figura 19 - Níveis de transcrição de sod3 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

4.3.3.4 Superóxido dismutase Cu,Zn (Cu,Znsod) 

A interação cepa vs. tratamento foi responsável pelas diferenças nos níveis 

de transcritos observados em Cu,Znsod. A análise de ΔaoxA sem tratamento 

também levou à observação de que, em ambas as fases de desenvolvimento, os 

níveis de transcritos foram inferiores à CEA17 controle (Tabela 18).  

Menadiona foi o único pró-oxidante a proporcionar variação dos níveis de 

transcrição de Cu,Znsod em germinantes, atingindo 1,88 vezes em ΔaoxA (Tabela 

18; Figura 20a). Em CEA17, os níveis obtidos não se mostraram diferentes ao 

controle da mesma fase de desenvolvimento com nenhum pró-oxidante testado.  

Em hifas, os pró-oxidantes levaram à diminuição dos transcritos em relação 

ao controle (Tabela 18). Em CEA17, paraquat e GO proporcionaram essa diminuição 

(0,38 vezes e 0,34 vezes, respectivamente), enquanto que em ΔaoxA, menadiona 

(0,37 vezes) e paraquat (0,38 vezes) foram os responsáveis pelas variações dos 

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

tratamento e por cepa. 

   Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2   CEA171;2 ΔaoxA1;2  

Controle  1,03 A; a 0,43 B; b  1,00 A; a 0,69 A; b 

Menadiona  1,01 A; b 1,88 A; a  0,90 A; a 0,37 B; b 

Paraquat  0,73 A; a 0,60 B; a  0,38 B; a 0,38 B; a 

GO  0,83 A; a 0,58 B; a  0,34 B; b 0,62 AB; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 20 - Níveis de transcrição de Cu,Znsod em germinantes (a) e hifas (b) de 

A. fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

4.3.3.5 Catalase micelial (cat1) 

A influência das variáveis testadas no estudo de níveis de transcrição 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 interação cepa vs. tratamento foi responsável pelas variações observadas 

(Tabela 20).  

Em germinantes, os níveis de transcrição de cat1 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 níveis observados hifas.   

 

Tabela 19 - Níveis médios de transcrição de cat1 em germinantes, por tratamento. 

Tratamento  Germinantes1 

Controle  0,82 B 

Menadiona  10,17 A 

Paraquat  11,51 A 

GO  1,46 B 

EP  0,57 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

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

 

 

 

Controle Menadiona Paraquat GO
0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

14.0

N
ív

e
l 

d
e

 t
ra

n
s

c
ri

ç
ã

o
 d

e
 R

N
A

m

 

Figura 21 - Níveis de transcrição de cat1 em germinantes de A. fumigatus 

expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram normalizados a 

partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle admitido como 

calibrador. 
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Tabela 20 - Níveis médios de transcrição de cat1 em hifas, por tratamento e por 

cepa. 

 

 Cepas 

Tratamento  CEA171;2 
 

ΔaoxA1;2 

Controle  1,03 A; b  1,36 B; a 

Menadiona  0,21 B; a  0,37 C; a 

Paraquat  0,24 B; b  1,94 A; a 

GO  0,74 A; a  0,35 C; b 

EP  0,09  0,09 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 22 - Níveis de transcrição de cat1 em hifas de A. fumigatus cepas CEA17 

e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram 

normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador. 

 

Paraquat aumentou os níveis de transcritos para 1,94 vezes em hifas de 

ΔaoxA e os diminuiu para 0,24 vezes em CEA17 (Tabela 20; Figura 22). Menadiona 

teve atividade semelhante ao diminuir para 0,21 vezes os níveis em CEA17, mas em 

ΔaoxA os níveis obtidos (0,37 vezes) foram inferiores aos do tratamento com 

paraquat e aos do controle da mesma cepa e semelhantes ao tratamento com GO. 



                                                                                                                             Resultados    71 

Vale ressaltar que os níveis de ΔaoxA controle (1,36 vezes) foram superiores aos 

observados no controle de CEA17. 

 

4.3.3.6 Catalase peroxidase bifuncional (cat2) 

Os níveis de transcritos observados para cat2 foram influenciados 

significativamente pela interação cepa vs. tratamento (Tabela 21). Dentre os 

controles, não houve variação significativa em nenhuma das fases de 

desenvolvimento. Entretanto, hifas tratadas com menadiona e paraquat foram as 

condições analisadas que atingiram os maiores níveis de transcritos (Tabela 21; 

Figura 23). 

 

Tabela 21 - Níveis médios de transcrição de cat2 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,02 B; a 0,52 B; a  1,02 C; a 0,89 B; a 

Menadiona  1,47 B; b 2,60 A; a  6,87 A; a 6,91 A; a 

Paraquat  2,20 A; a 2,38 A; a  3,65 B; b 8,76 A; a 

GO  1,08 B; a 0,69 B; a  0,70 C; a 0,55 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

 

Hifas da cepa ΔaoxA expostas ao paraquat apresentaram níveis (8,76 

vezes) superiores ao observado para CEA17 com o mesmo tratamento (3,65 vezes) 

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

último é superior ao obtido com a mesma cepa tratada com paraquat.   
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Figura 23 - Níveis de transcrição de cat2 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

Em germinantes, somente paraquat promoveu aumento dos níveis de 

transcritos em CEA17 (2,20 vezes). Em ΔaoxA, 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-específica (catA) 

A interação cepa vs. tratamento influenciou significativamente os níveis de 

transcritos de catA (Tabela 22).  

Os transcritos dos controles de germinantes e hifas em ΔaoxA não 

apresentaram variação significativa em relação aos respectivos controles em 

CEA17. Os tratamentos com menadiona e paraquat, por sua vez, foram os pró-

oxidantes que promoveram as maiores variações em ambas as fases de 

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

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 B; a 1,38 C; a  1,00 C; a 3,04 B; a  

Menadiona  3,08 AB; b 16,96 A; a  5,04 B; b  9,82 A; a  

Paraquat  3,77 A; b 5,66 B; a  13,82 A; a  7,44 A; b 

GO  2,13 AB; a 1,02 C; a  3,51 BC; a  3,00 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

 

Menadiona aumentou em germinantes de ΔaoxA 16,96 vezes os níveis de 

transcritos e em CEA17, aumentou 3,08, não sendo este valor superior ao controle 

da mesma cepa (Tabela 22; Figura 24a). Paraquat promoveu aumento significativo 

tanto em CEA17 (3,77 vezes) quanto em ΔaoxA (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 ΔaoxA (Tabela 22; Figura 24b). Menadiona proporcionou um maior aumento nos 

níveis de transcritos em ΔaoxA (9,82 vezes) do que em CEA17 (5,04 vezes).   

GO não promoveu alterações significativas nos níveis de transcritos em 

nenhuma das fases de desenvolvimento estudadas (Tabela 22). 
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Figura 24 - Níveis de transcrição de catA em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

4.3.3.8 Citocromo C peroxidase (ccp1) 

Na análise de transcritos de ccp1 foram observados apenas aumentos de 

seus níveis e os efeitos da interação cepa vs. tratamento foram significativos (Tabela 

23).  

 

Tabela 23 - Níveis médios de transcrição de ccp1 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 
  Cepas  

 
 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,01 B; a 1,14 B; a  1,00 B; b 1,48 C; a 

Menadiona  2,31 A; a 1,84 B; a  1,65 A; b 2,93 A; a 

Paraquat  2,36 A; b 4,04 A; a  1,35 AB; b 2,38 B; a 

GO  0,95 B; a 1,28 B; a  1,05 B; a 1,19 C; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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O nível de transcrito de ΔaoxA controle foi superior ao de CEA17 somente 

em hifas (1,48 vezes) (Tabela 23). A exposição de ΔaoxA germinantes ao paraquat 

promoveu o maior aumento observado para ccp1 (4,04 vezes), superior ao obtido 

com o mesmo tratamento em CEA17 (2,36 vezes) (Tabela 23; Figura 25a). A 

exposição à menadiona foi responsável somente pelo aumento dos níveis de 

transcritos de CEA17 (2,31 vezes). GO não promoveu nenhuma variação 

significativa nos níveis de transcritos de ccp1. 

Em hifas, menadiona promoveu aumento dos transcritos em ΔaoxA (2,93 

vezes) e CEA17 (1,65 vezes) (Tabela 23; Figura 25b). Paraquat também foi 

responsável pelo aumento dos níveis de transcritos, que atingiram 2,38 vezes em 

ΔaoxA. Este nível é superior ao obtido com o mesmo tratamento em CEA17 e 

inferior ao observado no tratamento de ΔaoxA com menadiona. GO novamente não 

promoveu alterações significativas nos níveis de transcritos em hifas. 
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Figura 25 - Níveis de transcrição de ccp1 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

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

Prx1 foi mais uma enzima que não apresentou variação significativa de seus 

transcritos entre os controles das diferentes cepas nas mesmas fases de 

desenvolvimento e que a interação cepa vs. tratamento influenciou de modo 

significativo os resultados obtidos (Tabela 24). 

Em germinantes, os níveis de transcritos atingiram valores menores que em 

hifas. Menadiona proporcionou aumento desses níveis em ΔaoxA (1,67 vezes) 

(Tabela 24; Figura 26a). Valores semelhantes foram obtidos com o tratamento da 

mesma cepa (1,42 vezes) e de CEA17 (1,53 vezes) com paraquat.   

Em hifas, menadiona foi responsável pelo maior aumento dos níveis de 

transcritos (3,39 vezes) quando ΔaoxA foi exposto a este pró-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 - Níveis médios de transcrição de prx1 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 B; a 0,87 B; a  1,01 C; a 1,25 C; a 

Menadiona  1,25 AB; b 1,67 A; a  2,48 A; b 3,39 A; a 

Paraquat  1,53 A; a 1,42 A; a  1,50 B; b 2,27 B; a 

GO  0,98 B; a 0,71 B; a  1,72 B; a 1,66 C; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 26 - Níveis de transcrição de prx1 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

O tratamento com paraquat aumentou os transcritos de prx1 em hifas de 

ΔaoxA (2,27 vezes) e em CEA17 (1,50 vezes), níveis significativamente menores 

que os obtidos com menadiona e diferentes entre si. O nível de transcrição obtido 

com GO foi superior ao controle somente em hifas de CEA17 (1,72 vezes), sendo 

este semelhante ao obtido com paraquat na mesma cepa. 

 

4.3.3.10 Tiorredoxina (trx1) 

A interação cepa vs. tratamento influenciou significativamente os níveis de 

transcrição de trx1 (Tabela 25), os quais se mostraram maiores do que os 

observados em prx1 (Tabela 24). 

Germinantes apresentaram os maiores níveis de transcritos quando 

expostos à menadiona e ao paraquat. Em ΔaoxA exposta à menadiona, esses níveis 

(23,75 vezes) foram superiores aos de CEA17 (10,88 vezes) (Tabela 25; Figura 

27a). Com paraquat, o aumento observado para CEA17 (14,77 vezes) foi 

semelhante ao obtido com ΔaoxA (12,53 vezes). A exposição à GO não promoveu 
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alterações significativas nos níveis de transcritos em nenhuma das cepas nesta fase 

de desenvolvimento.   

 

Tabela 25 - Níveis médios de transcrição de trx1 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 B; a 1,15 C; a  1,00 C; a 1,02 C; a 

Menadiona  10,88 A; b 23,75 A; a  5,96 A; b 8,87 A; a 

Paraquat  14,77 A; a 12,53 B; a  2,11 B; a 1,95 BC; a 

GO  1,75 B; a 2,29 C; a  0,89 C; b 2,24 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 27 - Níveis de transcrição de trx1 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 
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Os maiores níveis de transcritos obtidos em hifas também foram com 

menadiona (8,87 vezes em ΔAOX, superior à CEA17 - 5,96 vezes) (Tabela 25; 

Figura 27b). Paraquat promoveu aumento de 2,11 vezes em CEA17 e 1,95 vezes 

em ΔaoxA. GO causou variação significativa em relação ao controle somente em 

ΔaoxA, aumentando para 2,24 vezes os níveis de transcritos. 

 

4.3.3.11 Glutarredoxina (grx1) 

Novamente os efeitos da interação cepa vs. tratamento foram 

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

 

Tabela 26 - Níveis médios de transcrição de grx1 em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 

 
Cepas  

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,01 A; a  1,01 B; a  1,07 B; a 0,89 B; a 

Menadiona  1,15 A; b 2,73 A; a  16,09 A; a 12,39 A; b 

Paraquat  1,79 A; a 1,62 AB; a  0,83 B; a 1,24 B; a 

GO  1,20 A; a 1,54 AB; a  1,64 B; a 2,27 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

 

As diferenças nos níveis de transcrição de germinantes e hifas indicam 

respostas distintas aos pró-oxidantes de acordo com a fase de desenvolvimento 

avaliada. Em germinantes, houve aumento de 2,73 vezes apenas em ΔaoxA exposto 
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à menadiona, sendo este o único resultado significativo obtidos com os pró-

oxidantes utilizados (Tabela 26; Figura 28a). 

Em hifas, as variações mais significativas dos níveis de transcritos foram 

observadas apenas no tratamento com menadiona. Em CEA17 esses níveis (16,09 

vezes) foram superiores aos obtidos em ΔaoxA (12,39 vezes). Estes foram os 

maiores aumentos em grx1 e nenhum outro pró-oxidante promoveu variações 

significativas de transcritos. 
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Figura 28 - Níveis de transcrição de grx1 em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

4.3.3.12 Glutationa redutase (glr1) 

Os níveis de transcritos de glr1 foram significativamente influenciados 

apenas pelos tratamentos realizados (Tabela 27). Observou-se também que hifas 

expostas à menadiona apresentaram os 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 - Níveis médios de transcrição de glr1 em germinantes e hifas, por 

tratamento. 

Tratamento  Germinantes1  Hifas1 

Controle  1,47 B  0,91 B 

Menadiona  2,22 AB 
 

4,22 A 

Paraquat  3,02 A 
 

1,65 B 

GO  2,08 AB 
 

1,12 B 

EP  0,28  0,38 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 29 - Níveis de transcrição de glr1, em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram 

normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador. 

 

Em hifas, os únicos níveis de transcritos significativamente alterados em 

relação ao controle foram os obtidos com menadiona (Tabela 27). Este tratamento 

aumentou os níveis de transcritos para 4,22 vezes em CEA17 e ΔaoxA (Tabela 27; 

Figura 29b). 
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4.3.3.13 Isocitrato desidrogenase (idh) 

Os efeitos de cepa e tratamento nos níveis de transcritos de idh em 

germinantes foram significativos de modo independente (Tabelas 28 e 29). A 

interação entre eles foi significativa somente para hifas (Tabela 30).   

 

Tabela 28 - Níveis médios de transcrição de idh em germinantes, por tratamento. 

Tratamento Germinantes1 

Controle 0,89 A 

Menadiona 0,72 AB 

Paraquat 0,91 A 

GO 0,56 B 

EP 0,08 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

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

 

O nível de transcrição de germinantes expostos à GO (0,56 vezes) foi 

inferior ao controle e paraquat em CEA17 e ΔaoxA (Tabela 28, Figura 30a). Quanto 

às cepas, o nível de transcrição de CEA17 (0,93 vezes) foi superior ao de ΔaoxA 

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

 

Tabela 29 - Níveis médios de transcrição de idh em germinantes, por cepa. 

 
Cepas 

 CEA172 
 

ΔaoxA2 

 0,93 a 
 

0,61 b 

EP 0,05  0,05 

2
Médias seguidas por uma mesma letra minúscula na mesma linha não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 30 - Níveis de transcrição de idh, em germinantes de A. fumigatus de 

acordo com a exposição aos diferentes agentes pró-oxidantes (a) e as cepas (b). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh.  A linha tracejada indica o nível do 

controle admitido como calibrador. 

 

Tabela 30 - Níveis médios de transcrição de idh em hifas, por tratamento e por cepa. 

 

 Cepas 

Tratamento  CEA171;2 
 

ΔaoxA1;2 

Controle  1,03 B; a  0,86 B; a 

Menadiona  3,04 A; a  1,86 A; b 

Paraquat  0,44 C; b  0,87 B; a 

GO  0,67 BC; a  0,69 B; a 

EP  0,11  0,09 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 

 

Em hifas, o controle de ΔaoxA não variou significativamente em relação à 

CEA17 controle, bem como os níveis de transcritos obtidos com GO em ΔaoxA e 

CEA17 (Tabela 30). Menadiona aumentou 3,04 vezes os níveis em CEA17 e 1,86 

vezes em ΔaoxA, sendo este último inferior ao nível observado para CEA17 (Tabela 

30; Figura 31). Paraquat promoveu diminuição de 0,44 vezes em CEA17, sendo esta 

a única alteração significativa promovida por este tratamento. 
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Figura 31 - Níveis de transcrição de idh em hifas de A. fumigatus cepas CEA17 

e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-oxidantes. Valores foram 

normalizados a partir de gapdh. A linha tracejada indica o nível do controle 

admitido como calibrador. 

 

4.3.3.14 Peptídeo RCI (rci) 

Novamente a interação cepa vs. tratamento influenciou de modo significativo 

os níveis de transcritos obtidos para rci. Ao se analisar os controles de ΔaoxA em 

germinantes e hifas observou-se a ausência de diferenças significativas em relação 

aos controles de CEA17 da mesma fase de desenvolvimento celular (Tabela 31).  

Todos os pró-oxidantes utilizados promoveram aumentos nos níveis de 

transcritos, porém de grandezas e em fases de desenvolvimento diferentes. Em 

germinantes, os níveis obtidos em CEA17 tratado com menadiona (14,49 vezes) 

foram superiores aos obtidos com ΔaoxA (11,02 vezes) exposta ao mesmo pró-

oxidante (Tabela 31; Figura 32a).  Em hifas, esses valores foram de 8,18 vezes para 

CEA17 e 17,21 vezes para ΔaoxA, o maior aumento de transcritos observado para 

rci (Tabela 31; Figura 32b). 

Paraquat aumentou os níveis dos transcritos em germinantes de CEA17 

(16,36 vezes), não variando significativamente do aumento promovido por 

menadiona nesta cepa, mas superior ao observado em ΔaoxA (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 ΔaoxA, semelhante ao controle desta cepa 

(Tabela 31; Figura 32b). 

 

Tabela 31 - Níveis médios de transcrição de rci em germinantes e hifas, por 

tratamento e por cepa. 

 

 Cepas 

 

 Germinantes  Hifas 

Tratamento  CEA171;2 ΔaoxA1;2  CEA171;2 ΔaoxA1;2 

Controle  1,00 B; a 1,17 C; a  1,01 C; a 1,18 C; a 

Menadiona  14,49 A; a 11,02 A; b  8,18 A; b 17,21 A; a 

Paraquat  16,36 A; a 6,15 B; b  5,26 B; a 1,65 C; b 

GO  1,52 B; a 1,13 C; a  1,82 C; b 4,04 B; a 

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

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

Valores foram normalizados a partir de gapdh. 
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Figura 32 - Níveis de transcrição de rci em germinantes (a) e hifas (b) de A. 

fumigatus cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos aos diferentes agentes pró-

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

o nível do controle admitido como calibrador. 

 

GO promoveu alteração significativa de transcritos somente em hifas de 

ΔaoxA, aumentando para 4,04 vezes seus níveis (Tabela 31; Figura 32b). 
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4.3.4 Níveis de transcrição em germinantes e hifas de A. fumigatus agrupados 

de acordo com suas funções e o pró-oxidante utilizado  

O objetivo desta apresentação de resultados é o de tornar mais didática a 

visualização dos dados anteriormente descritos. Cada gráfico é composto por genes 

envolvidos em uma via funcional específica (CTE, componentes alternativos da CTE 

e compostos envolvidos no sistema antioxidante), separados por cepa (CEA17 e 

ΔaoxA). As figuras foram construídas agrupando-se os gráficos de acordo com o 

pró-oxidante utilizado (menadiona, paraquat e GO).   
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4.4 Avaliação da influência de AOX na velocidade de consumo de oxigênio em 

hifas de A. fumigatus CEA17 após exposição à menadiona 

A avaliação da influência de AOX na velocidade de consumo de oxigênio foi 

realizada para verificar se a diferença observada nos níveis de transcritos de AOX 

em germinantes e hifas de CEA17 se repete nos níveis de proteína funcional 

encontrados nas células. Para isso foram realizados ensaios polarográficos 

utilizando KCN como inibidor de C IV e SHAM, inibidor de AOX. 

Em hifas controle ou expostas ao pró-oxidante (Figura 39, A e B, 

respectivamente) não foram observadas diferenças no perfil de consumo de 

oxigênio, mesmo na presença de inibidores. 

 

 

 

Figura 39 - Perfil do consumo de oxigênio de A. fumigatus CEA17 sob a ação de 

inibidores. As curvas são representativas de 5 experimentos independentes. KCN e 

SHAM foram utilizados na concentração de 2 mmol/L e meio YG + KH2PO4 como 

meio de respiração. Os números indicam a velocidade de consumo de oxigênio 

pelas células em n átomos O2 min
-1

/µg de proteína. A e B: hifas controle e expostos 

à menadiona. O volume de células utilizados na câmara de respiração foi de 200µL. 
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4.5 Avaliação da atividade de catalase (Cat) em germinantes e hifas de A. 

fumigatus CEA17 e ΔaoxA após a exposição à menadiona  

Em ambas as fases de desenvolvimento celular houve variação da atividade 

específica de Cat ao se comparar as células expostas à menadiona com seus 

respectivos controles (Tabelas 32 e 33; Figura 40).  

Germinantes apresentaram atividade específica menor que hifas em todas 

as situações estudadas. Ao se comparar células controle e tratadas de CEA17 e 

ΔaoxA, a atividade aumentou em ambas as cepas, indicando a interferência do pró-

oxidante nessas respostas (Tabela 32). 

 

Tabela 32 – Atividade específica de Cat em germinantes, por tratamento. 

Tratamento Germinantes1 

Controle 1,55 B 

Menadiona 3,33 A 

EP 0,08 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 

 

Hifas atingiram altos níveis de atividade de Cat, sendo que controle de 

CEA17 atingiu maior atividade (36,15 U/mg de proteína total) do que controle de 

ΔaoxA (12,51 U/mg de proteína total). Ao se submeter hifas à menadiona, houve 

maior aumento de atividade em ΔaoxA (74,55 U/mg de proteína total) do que em 

CEA17 (52,73 U/mg de proteína total). A diferença entre controle e células tratadas 

em CEA17 foi menor que a observada em ΔaoxA nas mesmas condições (Tabela 

33). 
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Tabela 33 – Atividade específica de Cat em hifas, por tratamento e por cepa. 
 

 
Cepas 

Tratamento CEA171;2 
 

ΔaoxA1;2 

Controle 36,15 A; a  12,51 B; b 

Menadiona 52,73 A; b  74,55 A; a 

EP 5,14  5,14 

1
Médias seguidas por uma mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 

entre si pelo teste de Tukey (5%). 
2
Médias seguidas por uma mesma letra 

minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 
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Figura 40 – Atividade específica de Cat em germinantes e hifas de A. fumigatus 

cepas CEA17 e ΔaoxA, expostos à menadiona. 
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5. Discussão 
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 As análises realizadas foram baseadas em duas diferentes fases de 

desenvolvimento do A. fumigatus. A partir de inóculos de conídios em meio de 

cultura líquido, foram obtidos germinantes (após 8 horas de crescimento) e hifas 

(com 16 horas de crescimento), que diferem entre si morfológica e molecularmente.

 A germinação de fungos filamentosos  tem início somente em ambiente que 

forneça condições de temperatura, pH e nutrientes adequados à sobrevivência. 

Água, dióxido de carbono e oxigênio são exemplos de compostos utilizados por 

quase todos os fungos, mas existem necessidades específicas de cada espécie 

quanto a sais, fontes de carbono e aminoácidos.  

 Ela pode ser dividida em duas fases com diferentes eventos. Na fase inicial 

tem-se o início da respiração, a síntese de RNA e proteínas e a replicação de DNA, 

este último tardiamente, com entumescimento conidial e crescimento da parede 

celular; na fase proliferativa são frequentes as divisões nucleares e o crescimento 

apical com formação de hifas (D’ENFERT, 1997). Apesar de algumas contradições 

sobre a síntese de RNA como fator molecular essencial ao início da germinação 

(HOLLOMON, 1970; OSHEROV; MAY, 2000), somente a tradução foi comprovada 

(OSHEROV; MAY, 2000). Em Neurospora crassa (MIRKES, 1974) e A. nidulans 

também foram observados ribossomos livres e RNAm pré-existentes em seus 

conídios, que dariam início à germinação na presença de fonte de carbono 

(OSHEROV; MAY, 2000).  

 De acordo com Lamarre et al. (2008), a análise de transcritos em A. 

fumigatus durante a germinação inicial também revelou o aumento de genes 

envolvidos no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e de redutases, como arsenato e 

tiorredoxina redutases, sugerindo o envolvimento da respiração celular e da defesa 

contra intermediários reativos logo após o início da atividade germinativa.  
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 Em hifas são descritas as proteínas e os papéis dos genes responsáveis 

pela divisão nuclear, crescimento polarizado, formação de septos e regulação de 

osmolaridade (SEILER; JUSTA-SCHUCH, 2010; YANG et al, 2011). O gene sho1 é 

importante durante o desenvolvimento de hifas em A. fumigatus, uma vez que está 

envolvido na adaptação 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 sinalização 

de glicerol de alta osmolaridade (YANG et al, 2011).  

 Considerando as diferenças moleculares entre germinantes e hifas, foram 

analisados os níveis de transcritos de enzimas relacionadas à CTE, sendo incluídas 

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, é inicialmente oxidada por 

enzimas (e.g. NADH ubiquinona oxidorredutase – complexo I – e NADPH-citocromo 

P-450 redutase), gerando radicais semiquinona. Estes promovem a formação de 

ânion superóxido na presença de oxigênio e podem reagir com proteínas tiólicas e 

glutationa (CASTRO et al, 2008). 

 Ao se analisar os possíveis motivos que promoveram as variações de 

transcrição em cada caso estudado, observou-se que menadiona está ligada aos 

aumentos dos níveis de transcritos dos complexos I, II e IV em hifas, e com a 

diminuição dos níveis desses mesmos complexos em germinantes em relação aos 

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

sintetase não apresentaram variações na presença de menadiona em nenhuma das 
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fases de desenvolvimento estudadas, com exceção em germinantes de ΔaoxA, onde 

os níveis de complexo III foram inferiores aos observados no controle.    

 Hifas das cepas CEA17 e ΔaoxA apresentaram níveis de transcritos de 

complexo II superiores aos obtidos em complexo I nas mesmas condições (Tabelas 

4 e 3, respectivamente). Essa diferença pode ser decorrente da diminuição da oferta 

de NADH ao complexo I, uma vez que os sistemas glutationa/glutarredoxina e 

tiorredoxina estariam mais ativos para controlar o equilíbrio redox  e estes funcionam 

com NADPH como doador de elétrons. Assim, parte das moléculas de NADH seria 

convertida a NADPH pela nicotinamida nucleotídeo transidrogenase (NNT) 

(DRACHEV et al., 1980; HATEFI; YAMAGUCHI, 1996), aumentando as 

concentrações intracelulares desta coenzima e favorecendo a atividade dos 

sistemas redox acima descritos.. A isocitrato desidrogenase dependente de NAD+ 

(Afu1g12800, EC:1.1.1.41), está mais envolvida com o TCA. Esta enzima se 

mostrou com níveis de transcritos aumentados apenas em CEA17, gerando NADH 

para possível conversão em NADPH.  

Com a diminuição da disponibilidade de NADH e diminuição da expressão 

de componentes do complexo I, o complexo II manteria o fluxo de elétrons na cadeia 

de transporte, utilizando succinato como doador de equivalentes redutores. O fato de 

complexo I também ser um dos principais pontos de geração de EROs, com dois 

sítios de formação de ânion superóxido (LAMBERT; BRAND, 2004), sua menor 

expressão poderia gerar uma menor quantidade de EROs formadas, colaborando 

para a redução dessas espécies produzidas pela menadiona.  

O complexo III não apresentou variações significativas em suas expressões, 

com exceção do tratamento de hifas com paraquat, que promoveu diminuição dos 

níveis de expressão. O complexo III é um reconhecido ponto gerador de EROs 
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(DRÖSE; BRANDT, 2008). A formação do par redutor “radical 

semiquinona/ubiquinona” (UQ•-/UQ) nos sítios Qp e Qn do complexo, promove a 

formação de ânion superóxido (O2
•-) quando oxigênio entra em contato com ambos 

os sítios (TURRENS; ALEXANDRE; LEHNINGER, 1985; ST-PIERRE et al, 2002). O 

agente pró-oxidante teria provocado diminuição da atividade desta enzima como 

forma de defesa celular. Esta hipótese estaria de acordo com o sugerido para 

leveduras (FUKUSHIMA et al, 2002), onde a inibição do complexo III gerou 

resistência do microrganismo ao pró-oxidante. Adicionalmente, estudos anteriores 

sugeriram o desacoplamento da fosforilação oxidativa através da peroxidação 

lipídica e ação inibitória da cadeia redox e da ATP sintetase na presença de 

paraquat (PALMEIRA, MORENO; MADEIRA, 1995). Isto corrobora os resultados 

obtidos com a expressão diferencial de ATP sintetase em hifas de ambas as cepas 

avaliadas.  

 

5.2 Componentes alternativos mitocondriais  

Entre todos os pró-oxidantes, a menadiona promoveu as maiores variações 

dos níveis de transcritos nas enzimas UCP-like, AOX e Nde. Na NdiA este pró-

oxidante promoveu diminuição desses níveis nas duas fases de desenvolvimento 

(germinante e hifa).   

Os altos níveis de transcritos apresentados por UCP-like em hifas de CEA17 

e ΔaoxA tratadas com menadiona sugerem sua função desacopladora ligada à 

proteção celular contra EROs, uma vez que diminui o estado reduzido mitocondrial 

(SLUSE et al, 2006). Esta enzima, juntamente com a AOX, também com altos níveis 

de transcritos em hifas expostas à menadiona, pode explicar a falta de variação nos 

níveis de ATP sintetase nesta condição, uma vez que as vias alternativas 



                                                                                                                            Discussão    101 

 

pressupõem a diminuição da formação de ATP. Além disso, a presença de enzimas 

alternativas constitui vantagem para a prevenção da liberação de EROs pela 

mitocôndria (KOWALTOWSKI et al, 2009), sendo forma de controle redox para os 

organismos que as possuem, incluindo A. fumigatus.  

Ao se comparar os resultados obtidos com c I e ndiA em hifas expostas à 

menadiona, o aumento da expressão de complexo I está diretamente relacionado à 

diminuição dos níveis de expressão da enzima alternativa.   

A NdiA é responsável pela regulação do balanço redox em relação ao NADH 

sintetizado no ciclo do ácido cítrico (FANG; BEATTIE, 2003) e é sugerida sua 

complementaridade funcional ao complexo I, apesar de sua insensibilidade à 

rotenona (DUARTE et al, 2003). Através da oxidação de NADH encontrado na matriz 

mitocondrial, NdiA reduz ubiquinona, desviando os elétrons do complexo I e não 

promovendo bombeamento de prótons para o espaço intermembrana. Com isso, a 

síntese de ATP é desfavorecida e ocorre a prevenção de redução excessiva de 

NAD+/NADH na matriz (MAAS et al, 2010). Como a NdiA apresentou baixos níveis 

de transcrição e o complexo I níveis mais altos em hifas, corrobora a hipótese de 

que ambas estejam funcionalmente relacionadas.   

Caso os aumentos dos níveis de transcritos do sdh1 e da nde, observados 

em hifas tratadas com menadiona, estejam relacionados ao aumento de atividade de 

ambas as enzimas relacionadas, é possível sugerir atividades complementares com 

manutenção da CTE, mas com diminuição do bombeamento de prótons. Como o 

fornecimento de NADH proveniente da matriz mitocondrial para complexo I está 

diminuído, Nde capta NADH proveniente do citoplasma e o disponibiliza para a CTE 

(YAGI et al, 2001), permitindo o funcionamento da CTE juntamente com a ação de 

complexo II, mesmo que lentamente.   
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Além disso, a Nde parece ter uma importante função antioxidante. Em 

plantas, foi relatada a relação entre baixas concentrações de peróxido de hidrogênio 

e a ativação da expressão 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 à menadiona. A formação de EROs pelos pró-oxidantes e o índice de 

expressão atingido por essas enzimas sugerem a participação de ambas na 

detoxificação dessas espécies. Estes resultados corroboram a conclusão de que 

fungos filamentosos, em situações de estresse oxidativo, convergem o fluxo de 

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

 

5.3 Enzimas antioxidantes 

O tratamento com paraquat promoveu aumentos significativos de transcritos 

das enzimas antioxidantes clássicas (Sods 1 e 2, Cat1, 2 e A, Ccp1, Prx1, Trx1, Glr1 

e peptídeo RCI). A ação deste pró-oxidante se baseia em sua redução, formando 

radical que converte oxigênio em ânion superóxido em um ciclo redox (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007). Dentre as teorias aceitas para a formação do radical de 

paraquat está sua redução pelo complexo I mitocondrial e provável desacoplamento 

da CTE (FUKUSHIMA et al, 2002).   

Poucos resultados obtidos com o sistema glicose oxidase, por sua vez, 

apresentaram variações significativas. Em germinantes, somente idh apresentou 

diminuição nos níveis de seus transcritos, sugerindo influência das EROs na 

velocidade do TCA. CuZnsod também teve seus níveis de transcritos diminuídos 

com a exposição à menadiona em germinantes e hifas e prx1 e trx1 apresentaram 

pequeno aumento em CEA17 e ΔaoxA, respectivamente. Isto sugere que o H2O2 
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formado não foi capaz de sensibilizar nenhuma das fases de desenvolvimento 

celular, como os outros pró-oxidantes, para respostas significativas.    

A enzima glicose oxidase converte β-D-glicose em ácido glucônico, com 

formação intermediária de D-gluconolactona e peróxido de hidrogênio (KLEPPET, 

1966). Com flavina adenina dinucleotídeo (FAD) como coenzima para a catálise 

(WILSON; TURNER, 1992), sua atividade só é cessada após diminuição do pH para 

níveis abaixo de 4 e acima de 7 (TSUGE; NATSUAKI; OHASHI, 1975) com a 

formação do ácido glucônico e pelo acúmulo de H2O2 (BAO et al., 2003). Ela é 

naturalmente sintetizada por insetos e fungos, como exemplo Appis mellifera e A. 

niger, para funções antifúngicas, bactericidas, de diminuição do pH intracelular, entre 

outras (WONG; WONG; CHEN, 2008). O H2O2 formado é importante nessas 

funções, uma vez que concentrações da ordem de micro molar de peróxido formado 

e mantido pela ação catalítica constante da enzima, são suficientes para a 

diminuição do crescimento celular. Esta ação, bem como sua atividade constante, 

foram os fatores que levaram à escolha do sistema glicose oxidase como promotora 

de EROs. Outro fator foi a presença de três catalases em A. fumigatus (CADRE), 

que impediria a ação de H2O2 por 8 horas sem que houvesse uma fonte geradora no 

meio de cultura.    

 Menadiona foi novamente responsável pela maioria das variações de níveis 

de transcritos em enzimas antioxidantes clássicas, como superóxido dismutase 

(Sod) 1 e 2, catalases (Cat) 1, 2 e A, citocromo C peroxidase (Ccp1), peroxirredoxina 

(Prx1), tiorredoxina (Trx1), glutarredoxina (Grx1), glutationa redutase (Glr1) e 

peptídeo RCI. Entretanto, o número de enzimas com esses níveis alterados foi 

diferente ao se comparar germinantes de CEA17 com as outras condições 

estudadas. Nesta cepa, foram observadas variações significativas apenas em Sods 
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1, 2 e 3, em Cat1, Ccp1 e Trx1, além de RCI, utilizada como controle para a 

resposta à indução ao estresse, enquanto que praticamente todas as enzimas 

apresentaram níveis de transcritos alterados nas outras condições. A composição da 

parede celular e a presença de aoxA podem sugerir a diferença entre germinantes e 

hifas e entre cepas, respectivamente. Ambas as camadas, interna e externa, da 

parede celular de A. fumigatus possuem variação em sua composição de acordo 

com a o estágio de desenvolvimento do fungo (LATGÉ, 2010). Os conídios, como 

células quiescentes e adaptadas para a resistência física e química, apresentam 

além de camada interna de complexo glucana-quitina, uma densa camada externa 

de melanina (BERNARD; LATGÉ, 2001), composto envolvido na organização da 

parede celular e na defesa celular contra EROs produzidas por fagócitos (PIHET et 

al, 2009). Germinantes, por sua vez, expõem polissacarídeos e proteínas 

glicosiladas de sua parede celular, enquanto que, hifas expõem apenas os 

polissacarídeos em qualquer região ao longo de sua estrutura (LATGÉ, 2010). 

Tomando por base essa diferença morfológica, bem como a ausência de matriz 

extracelular em hifas cultivadas em meio líquido (LATGÉ, 2010), é sugerido que a 

função da parede celular de hifas esteja relacionada ao controle de permeabilidade, 

permitindo a liberação de hidrolases que auxiliam na invasão do parênquima 

pulmonar quando do desenvolvimento da aspergilose (BERNARD; LATGÉ, 2001). 

Assim, o aumento da transcrição de genes relacionados à defesa antioxidante em 

hifas auxiliaria na defesa contra EROs, compensando a ausência da barreira física. 

A ausência de aoxA também seria compensada por um número maior de enzimas 

antioxidantes, uma vez que já foi descrito a ação da AOX contra o estresse oxidativo 

promovido por menadiona (MAGNANI et al, 2008; MARTINS et al, 2011) e por 

células semelhantes a macrófagos (GRAHL et al, 2012). 
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 As Sods 1 (Cu,Zn, citoplasmática), 2 (Mn, mitocondrial) e 3 (Mn, 

citoplasmática) apresentaram aumentos significativos de transcritos na presença 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 H2O2 do ambiente celular e formar radical hidroxil (OH•) na 

presença de íons metálicos (Fe3+, por exemplo) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

Isto explicaria o aumento na expressão das Sods 2 e 3, porém, não o observado em 

sod1. De acordo com Leal Jr. (2012), Sod3 é a SOD mais expressa em hifas sob 

condições de estresse oxidativo, sendo classificada como funcionalmente dominante 

em hifas de A. fumigatus. Os resultados obtidos com hifas expostas à menadiona, 

principalmente em CEA17, apresentaram maiores níveis de sod3 em relação aos 

germinantes (LEAL Jr. et al, 2012). 

 Durante o crescimento de A. fumigatus da cepa akuBku80, foram observados 

altos níveis de transcrição de sod1 e sod2 em conídios e de sod3 em micélio 

(LAMBOU et al, 2010). Estes resultados corroboram as variações nos transcritos de 

sods 1 e 2 em germinantes e de sod3 em hifas, além da ausência de alteração nos 

níveis de transcritos de sod1 em hifas de ambas as cepas. Cu,Znsod também 

apresentou padrão de transcrição, não variando seus níveis em ambas as fases de 

desenvolvimento de CEA17.  Aparentemente nenhuma das MnSods está associada 

com a virulência do A. fumigatus, e nem a Cu,ZnSod, que havia sido sugerida como 

possível protetora do fungo contra superóxidos sintetizados extracelularmente 

(FANG, 1997; HAMILTON; HOLDOM, 1999). É sugerido que a atividade das Sods 

seja exclusivamente intracelular e que Sods 1 e 2 sejam responsáveis pela maior 

parte da atividade desta família de enzimas (LAMBOU et al, 2010).   
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 Os níveis de transcritos de catalase micelial (cat1) em germinantes expostos 

aos pró-oxidantes foram superiores aos apresentados por hifas submetidas aos 

mesmos tratamentos. Estes últimos não atingiram os níveis apresentados pelo 

controle, com exceção da cepa ΔaoxA que, tratada com paraquat, teve seus 

transcritos aumentados.  

 A catalase-peroxidase (Cat2), uma heme-catalase (SCHERER et al, 2002) 

pode agir ou como H2O2 oxidoredutase ou como H2O2:H2O2 oxidoredutase 

(TAKASUKA et al, 1999). Seus níveis de transcritos, superiores em hifas, sugerem 

maior susceptibilidade dessa fase de desenvolvimento aos EROs em relação às 

mesmas condições em germinantes. Para catalase esporo-específica (catA), os 

níveis de transcritos na cepa ΔaoxA foram maiores do que os apresentados por cat2, 

diferentemente do encontrado em CEA17. Como CatA não é considerada fator de 

virulência (PARIS et al, 2003), isto pode sugerir uma nova participação de CatA 

contra EROs extracelulares na ausência de aoxA, exigindo mais estudos em relação 

à atividade de CatA e de AOX neste contexto. 

A análise da atividade específica de Cat em germinantes e hifas de ambas 

as cepas tratadas com menadiona levou à comparação entre os perfis de seus 

níveis e os níveis de transcritos para as catalases. A influência exclusiva do 

tratamento na atividade de Cat em germinantes pode indicar presença predominante 

de Cat1 nesta fase de desenvolvimento de A. fumigatus. Esta observação pode ser 

reforçada com a diminuição dos níveis de transcritos da enzima em relação 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 virulência (PARIS et al, 2003), 

própria da fase de desenvolvimento em questão. Em hifas, a atividade específica 

tanto em CEA17 quanto em ΔaoxA foram superiores ao obtido nos controles de 
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ambas as cepas, seguindo o padrão observado na análise de transcritos de CatA e 

Cat2.  

  Entre as enzimas tiólicas estudadas, a Prx1 mitocondrial foi a que 

apresentou os menores níveis de transcritos, tanto em germinantes quanto em hifas. 

E nessas duas fases de desenvolvimento todos os pró-oxidantes promoveram 

aumentos desses níveis, sendo as respostas à menadiona e paraquat superiores às 

obtidas com glicose oxidase. Além disso, prx1 e trx1 apresentaram em ΔaoxA níveis 

superiores aos encontrados em CEA17, sugerindo que a deleção de aoxA interfere 

na transcrição dessas enzimas, na tentativa de compensar a ausência de AOX no 

processo antioxidante. Prx1 é um antioxidante específico para tióis e uma 

alquilhidroperóxido redutase, reduzindo H2O2, peroxinitrito e outros hidroperóxidos 

orgânicos; porém, em mamíferos, a família das peroxirredoxinas compreendem 

enzimas com funções de modulação de níveis de H2O2 induzidos por citocina, 

influenciando na sinalização celular e controle da proliferação celular, diferenciação 

e apoptose (WOOD et al, 2003). Em bactérias foi descrito que AhpC, enzima da 

família das peroxirredoxinas, reduz H2O2 endógeno (COSTA SEAVER; IMLAY, 

2001). Recentemente, Prx1, uma peroxirredoxina mitocondrial de S. cerevisiae, 

também foi descrita como molécula redox de sinalização, oxidando Trx mitocondrial 

(Trx3) e promovendo apoptose quando Prx1 não é capaz de detoxificar EROs 

mitocondriais (GREETHAM et al, 2012). Prx de A. fumigatus é uma 1-Cys Prx 

(CADRE), com uma cisteína de função peroxidásica (Cys91) sem a capacidade de 

formar pontes dissulfeto, mas mantendo a função de reduzir hidroperóxidos. 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 à uma 

GSH, e não pelo sistema Trx como ocorre com Prxs que formam as pontes 
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dissulfeto (GREETHAM; GRANT, 2009). Uma investigação mais específica poderia 

analisar a relação dos baixos níveis de transcritos da Prx1 de A. fumigatus em 

relação à Trx e Grx com a função de detoxificação de hidroperóxidos endógenos, 

associando a possibilidade de regulação da sinalização celular. Trx1 e Grx1 

estariam envolvidas com a defesa mais efetiva do fungo às EROs geradas pela 

menadiona. Outro aspecto a ser analisado posteriormente é a possibilidade de Glr1 

estar envolvida no ciclo redox de Prx1 de A. fumigatus, participando da redução do 

complexo Trr2/GSSG. Isto é justificado pelos perfis dos níveis de transcritos de prx1 

e glr1 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 H2O2 formado e 

retorna ao seu estado reduzido pela doação de elétrons da GSH. Esta é novamente 

reduzida pela ação da Glr1 através da transferência de elétrons de NADPH 

(HOLMGREN, 1989). Assim, o aumento dos níveis de transcritos de Glr1 pode estar 

ligado ao aumento da transcrição e da capacidade redutora de GSH, sugerindo hifas 

mais sensíveis às EROs que germinantes, uma vez que GSH se constitui em 

importante mantenedor da homeostase redox intracelular, atuando sobre peróxidos, 

ânion superóxido e produtos de peroxidação lipídica (GESSLER; AVER’YANOV; 

BELOZERSKAYA, 2007; TURTON; DAWES; GRANT, 1997).  

 A Trx1, outra tiol-peroxidase com estrutura, sítio ativos e funções 

semelhantes às de Grx1, também possui atividade coordenada com outras enzimas. 

Tiorredoxina redutase, na presença de Trx, reduz tiorredoxina peroxidase, a qual 

degrada peróxidos (CHAE; CHUNG; RHEE, 1994). A ação de Trx na redução de 

pontes dissulfeto em proteínas geralmente danificadas por espécies reativas está 
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bem caracterizada. Porém, em S. cerervisiae, a deleção de genes responsáveis pela 

expressão de Trx (Trx1 ou Trx2) aumentou as concentrações de GSH em sua forma 

reduzida e oxidada, aumentando também a sensibilidade da cepa ao H2O2 

(GESSLER; AVER’YANOV; BELOZERSKAYA, 2007). Com isso, observa-se a 

ligação entre os sistemas Trx e GSH/Grx, o que pode ser observado nos resultados 

obtidos. Quanto maior o nível de transcrito de trx1, menores os níveis de grx1 e glr1 

em hifas de CEA17 e germinantes de ambas as fases de desenvolvimento, sendo 

que germinantes de ΔaoxA apresentaram os maiores níveis 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 ausência de aoxA esteve 

relacionada ao aumento de transcritos de Trx1. Esta agiria como redutora de 

proteínas que apresentam pontes dissulfeto geradas pela ação de EROs 

(HOLMGREN et al, 2005) e não como substituinte da atividade de AOX 

(detoxificação de EROs). Esta hipótese pode ser corroborada pela constatação de 

que Trx citoplasmáticas são essenciais para a sobrevivência de hifas na presença 

de neutrófilos (LEAL JR et al, 2012). Assim, a falta de melhor controle dos níveis de 

EROs intracelulares levaria ao aumento da atividade reparadora de proteínas. Em 

plantas, foi descrita a ação de Trx mitocondrial na redução de pontes dissulfeto de 

AOX e a regulação pós-transcricional e pós-traducional tanto de Trx quanto de AOX 

(MARTÍ et al, 2011; MILLAR  et al, 1993). Em A. fumigatus, Afyap1, fator de 

transcrição sensível às EROs, regula os níveis de Prx e da via de Trx em situações 

de estresse oxidativo (LEAL JR et al, 2012). Assim, a regulação de Trx1 e AOX 

podem se constituir em fator de estudos posteriores. 
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 Em nosso laboratório foi observado o aumento dos níveis de transcritos e de 

atividade de AOX em germinantes de A. fumigatus exposto à menadiona (MAGNANI 

et al, 2007). Em hifas, apesar do aumento significativo dos níveis de transcritos de 

CEA17 exposta à menadiona, não houve variação na taxa de consumo de oxigênio 

entre células tratadas e não tratadas com o pró-oxidante na presença de KCN, 

necessitando de estudos adicionais para a confirmação deste resultado. Ensaios de 

atividade in vivo, de níveis de proteína e de determinação de níveis de transcritos de 

AOX feitos com plantas descrevem discrepâncias entre si, sugerindo atividades de 

regulação da via alternativa por parte da AOX, seu papel na defesa celular contra 

EROs (RASMUSSON; FERNIE; DONGEN, 2009) ou regulações pós-traducionais da 

enzima (MARTÍ et al, 2011).  
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Os resultados obtidos com as análises de transcritos de A. fumigatus em 

suas fases de desenvolvimento e cepas demostraram a diferença na resposta aos 

efeitos oxidativos promovidos pela menadiona e paraquat. O sistema glicose/glicose 

oxidase utilizado para a geração de peróxido de hidrogênio não foi eficiente na 

sensibilização das cepas para se obter uma análise significativa de seus efeitos na 

transcrição das enzimas avaliadas.  

Em geral, os níveis de transcritos das enzimas envolvidas na CTE, sendo 

elas clássicas ou alternativas, e na defesa antioxidante foram influenciados pelos 

pró-oxidantes utilizados, pela fase de desenvolvimento em questão (germinante ou 

hifa), pela presença de AOX ou pela interação entre elas.  

A ausência de AOX influenciou todos os níveis de transcritos de enzimas 

antioxidantes em hifas tratadas com menadiona, sugerindo maior sensibilidade desta 

fase celular em relação aos germinantes da mesma cepa. Entretanto, germinantes 

de CEA17 tiveram todos os transcritos de genes envolvidos com as enzimas 

alternativas da CTE alterados pelo efeito do pró-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 virulência de A. fumigatus em hifas.  
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1 - Soluções, tampões e meios de cultivo 

1.1 Solução de elementos traços 

ZnSO4.7H2O .........................................................................................  11,0 g 

H3BO3 ...................................................................................................  5,5 g 

MnCl2.4H2O ..........................................................................................  2,5 g 

FeSO4.7H2O .........................................................................................  2,5 g 

CoCl2.5H2O ..........................................................................................  0,8 g 

CuSO4.5H2O ........................................................................................  0,8 g 

(NH4)Mo7O24.4H2O ...............................................................................  0,55 g 

EDTA ...................................................................................................  25,0 g 

Água destilada q.s.p. ............................................................................  100,00 mL  

 

As substâncias que compõem a solução foram adicionadas e dissolvidas na 

ordem listada, em 80 mL de água destilada. A solução foi fervida e após 

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  

NaCl ......................................................................................................................  8,0 g 

KCl ...........................................................................................  0,2 g 

Na2HPO4 ...............................................................................................................  1,15 g 

KH2PO4 .................................................................................................................  0,2 g 

Água destilada q.s.p ..............................................................................................  1.000,00 mL 
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As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água 

destilada, sendo a solução ajustada para pH 7,4. O tampão foi esterilizado por calor 

úmido em autoclave a 120ºC e 1 kgf/cm2 por 20 minutos. Quando necessário, após 

atingir a temperatura ambiente, foi adicionado Tween 20 na proporção de 0,01% 

(v/v).  

 

 

1.3 Solução dextrose-hepes 

Dextrose .....................................................................  2% (p/v) 

Na-Hepes ....................................................................  10 mmol/L 

 

 As substâncias foram dissolvidas em água Milli-Q, sendo a solução ajustada 

para pH 7,2. O tampão foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC e 1 

kgf/cm2 por 20 minutos. 

  

 

1.4 Ácido 3-(N-morfolino)propanosulfônico (MOPS) 10X  

MOPS .........................................................................  0,2 mol/L 

Acetato de sódio .........................................................  0,08 mol/L 

EDTA ........ .................................................................  0,01 mol/L 

 

Os reagentes foram dissolvidos em água Milli-Q acrescida de dietil 

pirocarbonato (DEPC) 0,05% autoclavada. Seu pH foi ajustado entre 6,6 e 7,8 e a 

solução foi autoclavada a 120ºC e 1 kgf/cm2 por 20 minutos, sendo mantida ao 

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

Azul de Bromofenol .....................................................  0,25% (p/v) 

Xileno Cianol FF .........................................................  0,25% (p/v) 

Glicerol  .......................................................................  50% (v/v) 

EDTA pH 8,0  ..............................................................  1 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água Milli-Q 

autoclavada acrescida de dietil pirocarbonato (DEPC) 0,05% (v/v). Seu pH foi 

ajustado para pH 8,0. 

 

 

 

 

1.6 Solução desnaturante para amostra de RNA  

Formaldeído ................................................................  3,3 µL 

Formamida ..................................................................  10 µL  

MOPS 10X  .................................................................  2 µL 

Tampão de amostra ......... ..........................................  1 µL 

 

Para cada 10 µg de RNA foram adicionados os reagentes descritos acima. 

Em seguida, a amostra foi incubada por 10 minutos a 70ºC para posterior aplicação 

em gel de agarose 1,2% (p/v) acrescido de 2,2 mol/L de formaldeído.   
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1.7 Tampão de extração de proteína  

Tris-HCl 20 mM pH 8,0 ........................................................................  10 mL/4 g de massa celular seca  

PIC .......................................................................................................  1 mL/20 g de massa celular seca 

PMSF ...................................................................................................  1 mmol/L 

Glicerol (solução 50%) .........................................................................  10% (v/v) 

 

Após a determinação da massa de cada amostra, os componentes do 

tampão foram adicionados um a um sobre as células rompidas.   

 

1.8 Meio de cultivo YG 

Dextrose ...............................................................................................  2% (p/v) 

Extrato de Levedura .............................................................................  0,5% (p/v) 

Solução de Elementos Traços .............................................................  0,1% (p/v) 

 

As substâncias que compõem o meio foram dissolvidas em água destilada e 

a mistura foi ajustada para pH 7,0. O meio foi esterilizado por calor úmido em 

autoclave a 120ºC e 1 kgf/cm2 por 20 minutos. Para o meio sólido YAG foi 

acrescentado antes da autoclavagem 2% (p/v) de ágar. O meio YG utilizado nos 

ensaios de exposição do fungo aos pró-oxidantes foi preparado sem a adição da 

dextrose, a qual foi adicionada após a autoclavagem. Nele também foi adicionado 

KH2PO4 100 mmol/L como agente tamponante.    
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2 - Padronização do uso de glicose oxidase para formação de peróxido de 

hidrogênio em meio de cultura 

Um dos objetivos desse trabalho é avaliar a diferença de expressão gênica 

de A. fumigatus na presença de agentes pró-oxidantes geradores de diferentes 

espécies reativas de oxigênio, como o peróxido de hidrogênio.  

Uma das formas de expor o fungo a esta ERO é através da adição da 

mesma ao meio de cultura onde se encontra o microrganismo. Entretanto, são 

encontradas três catalases funcionais em A. fumigatus que promovem eficiente 

degradação do peróxido de hidrogênio. Esta é uma limitação quando se quer expor 

o fungo a 8 horas de contato com esta espécie reativa, uma vez que sua 

concentração cai conforme o passar do tempo. A presença de um sistema de 

geração contínua de peróxido de hidrogênio é fundamental para que a concentração 

de peróxido se mantenha próxima à concentração inicial, mesmo com a 

detoxificação 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 oxidação da β-D-glucose em D-

gluconolactona e peróxido de hidrogênio (WILSON; TURNER, 1992). A D-

gluconolactona, espontaneamente ou através de atividade enzimática (lactonase) 

pode ser convertida a ácido glucônico, que se acumula, reduzindo o pH da solução. 

Este produto e o próprio peróxido 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 necessárias as 

determinações do pH da cultura, do consumo da glicose presente no meio pela 

enzima e da formação de peróxido de hidrogênio durante a padronização.  
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Culturas de A. fumigatus cepa CEA 17 foram incubadas com glicose oxidase 

40 um/mL, sendo mantidas sob agitação de 200 rpm a 30°C. Alíquotas 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 formação de peróxido de hidrogênio e 

degradação do mesmo pelo fungo. 

   

2.1 Avaliação 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 variação da concentração de glicose encontrada no meio 

de cultura em relação à concentração inicial (tempo 0 hora). 

  

 

Figura 1 - Consumo de glicose por glicose oxidase, A. fumigatus cepa CEA17 e glicose oxidase e 

A. fumigatus. 

 

As diferentes situações testadas apresentaram pequenas variações na 

concentração de glicose resultante independente do tempo de incubação (Figura 1). 

No meio contendo glicose oxidase e A. fumigatus, por exemplo, a concentração de 

glicose atingiu o máximo em 4 horas, e o mínimo em 6 horas, havendo uma variação 
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aparentemente aleatória durante as medições. Esses resultados sugerem que não 

há uma tendência clara de variação no consumo de glicose nas diferentes situações. 

 

2.2 Avaliação 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 

queda no pH das amostras contendo glicose oxidase (na ausência ou presença de 

fungo). Os valores ficaram próximos a 4,5 após 6 horas de incubação (dado não 

mostrado). Ao se utilizar como agente tamponante KH2PO4 100 mmol/L, o pH não foi 

menor que 5,4 durante todo o ensaio (Figura 4), garantindo a atividade da glicose 

oxidase e a sobrevivência do fungo. Assim, em todos os ensaios na presença de 

glicose oxidase foi utilizado o meio YG tamponado. Isto se fez importante porque a 

faixa de pH necessária para a atividade da enzima está entre 4,0 e 7,0 (BAO et al, 

2001). Além disso, a manutenção das mesmas condições para o desenvolvimento 

de A. fumigatus nas amostras com e sem glicose oxidase é fundamental para a 

comparação das amostras e análise dos resultados.   

No meio contendo glicose oxidase houve uma redução gradual do pH até 6 

horas, havendo um ligeiro aumento em 8 horas de incubação (Figura 2). 

Diferentemente, o meio apenas com A. fumigatus não apresentou variação 

significativa em seu pH durante todo o ensaio. Por outro lado, a presença de glicose 

oxidase no meio com o fungo promoveu queda dos valores de pH, porém menor que 

o observado em meio apenas com a enzima, sugerindo assim que, a formação do 

ácido glucônico resultante da degradação da glicose, seja o fator responsável pela 

acidificação do meio. 
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Figura 2 - Valores de pH do meio na presença de glicose oxidase, A. fumigatus cepa CEA17 

e glicose oxidase e A. fumigatus.   

 

2.3 Avaliação da degradação do peróxido de hidrogênio por A. fumigatus 

durante a atividade da glicose oxidase 

A formação de peróxido de hidrogênio pela ação da glicose oxidase foi 

quantificada relativamente por fluorimetria pela medida da formação de resorufina. A 

fluorescência do meio de cultura e das amostras foi calculada pela diferença entre 

os valores finais e os valores iniciais obtidos durante o período de leitura das 

amostras pelo equipamento (120 segundos). Em seguida, o valor resultante do meio 

de cultura foi subtraído dos valores das amostras, fornecendo a fluorescência 

resultante. Esse procedimento foi realizado para as alíquotas retiradas nos tempos 

0, 1, 2, 4, 6 e 8 horas. A amostra contendo apenas glicose oxidase no tempo de zero 

hora foi utilizada como valor de referência para a determinação da porcentagem das 

outras amostras.    

A intensidade de fluorescência no meio contendo glicose oxidase decresceu 

em função do tempo para todas as amostras (Figura 3), cessando para as que 

continham apenas glicose oxidase após o tempo de 2 horas. O desvio padrão foi 
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maior para os níveis de menor intensidade de fluorescência. No meio contendo 

glicose oxidase e A. fumigatus, o decréscimo na intensidade de fluorescência foi 

maior e mais uniforme. Ainda assim, o desvio padrão também foi maior quando a 

intensidade de fluorescência apresentou níveis menores. Adicionalmente, observa-

se que, em média, a porcentagem da intensidade de fluorescência no meio contendo 

glicose oxidase e A. fumigatus é menor do que a apresentada no meio apenas com 

a enzima.  

 

 

Figura 3 - Intensidade de fluorescência de acordo com a formação de peróxido de hidrogênio 

pela glicose oxidase e da degradação do mesmo por A. fumigatus.   

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                            Apêndices    140 

 

3 - Padronização da concentração de sonda FUN®1 

Para a utilização de FUN®1 foi necessária a otimização de sua concentração 

de uso. Assim, foram testadas as concentrações de 5; 2,5; 2; 1,5 e 1 µmol/L sem e 

com a adição de PI 0,5 µmol/L nas cepas CEA17 e ΔAOX sem nenhum tipo de 

tratamento (controles). O critério para a escolha da melhor concentração de uso foi a 

maior intensidade de fluorescência com a marcação do maior número de células, 

sem ultrapassar a escala limite do filtro ótico utilizado.  

A melhor marcação obteve-se com a concentração de FUN®1 em 2,5 

µmol/L, tanto para a cepa CEA17 quanto para ΔAOX, uma vez que 98,2% das 

células da cepa CEA17 (Figura 4 A) e 97,4% das células da cepa ΔAOX (Figura 4 B) 

encontraram-se representadas no quadrante Q4 (metabolicamente ativas). Isto 

indica que o fluorocromo utilizado conseguiu marcar o maior número de células 

viáveis sem perdas de intensidade de fluorescência.  

 

 

Figura 4 - Padronização da concentração de FUN
®
1 utilizada em citometria de fluxo para 

A. fumigatus cepas CEA17 (A) e ΔAOX (B). As figuras mostram os resultados obtidos 

com 2,5 µmol/L de sonda FUN
®
1.      
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 Para a padronização da metodologia, características celulares como volume 

e complexidade interna foram inicialmente determinadas para cada cepa. A Figura 5 

A e B corresponde às características das cepas CEA17 e ΔAOX, respectivamente. 

 

 

Figura 5 - Volume (FSC-H) e complexidade celular (SSC-H) de A. fumigatus cepas 

CEA17 (A) e ΔAOX (B). 
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4 - Histogramas das análises de citometria de fluxo de A. fumigatus  

4.1 A. fumigatus CEA17 

 

Figura 6 - Análises de A. fumigatus cepa CEA17 na presença de menadiona (A), paraquat (B) e 

glicose oxidase (C). Cada agrupamento (A, B e C) mostra três conjuntos de dados: população de 

germinantes com as características FSC e SSC (gráfico à esquerda); incorporação das sondas 

fluorescentes FUN
®
1 e PI (gráfico à direita); parâmetros correspondentes à população celular 

adquirida na determinação da viabilidade celular (tabela). 
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4.2 A. fumigatus ΔaoxA 

 

Figura 7 - Análises de A. fumigatus cepa ΔaoxA em presença de menadiona (A), paraquat (B) e 

glicose oxidase (C). Cada agrupamento (A, B e C) mostra três conjuntos de dados: população de 

germinantes com as características FSC e SSC (gráfico à esquerda); incorporação das sondas 

fluorescentes FUN
®
1 e PI (gráfico à direita); parâmetros correspondentes à população celular 

adquirida na determinação da viabilidade celular (tabela). 
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