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RESUMO
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O Tratamento Fotodinamico Antimicrobiano (TFA) tem se mostrado uma alternativa
promissora para o controle de fitopatdgenos. Dentre as supostas vantagens do TFA
em relacdo ao tratamento com os antifUngicos convencionais, a mais importante
seria a improvavel selecdo de isolados tolerantes devido ao seu modo de acao
inespecifico que compreende a oxidacdo generalizada de moléculas biolégicas.
Contudo, ndo ha estudos avaliando a possibilidade de aumento da tolerancia ao TFA
em fungos. Assim, essa dissertacdo teve como objetivo avaliar o desenvolvimento
de tolerancia ao TFA no fungo fitopatogénico Colletotrichum abscissum. Para isso,
foram realizados inicialmente sessenta ciclos sucessivos de TFA usando Novo Azul
de Metileno (NMBN), um fotossensibilizador fenotiazinico, combinado com a
exposicao a luz vermelha e selecédo de conidios sobreviventes ao TFA. Apds o TFA,
os conidios de C. abscissum sobreviventes foram selecionados e crescidos em meio
Potato Dextrose Agar (PDA). A seguir, os conidios foram expostos ao segundo ciclo
de TFA. Ao final, a sobrevivéncia relativa do Ciclo O (isolado inicial) e Ciclo 60
(isolado selecionado) foi comparada em diferentes fluéncias no TFA, variando de 7,3
J cm-? a 131,2 J cm-%, obtidas ap6s exposicdo & luz vermelha. Devido & alteracéo na
coloracdo das colbonias, foi realizada a identificacdo e quantificacdo dos carotenoides
de conidios de C. abscissum por HPLC-DAD-MS/MS. Além disso, um segundo ciclo
sucessivo, com 30 ciclos, foi conduzido independentemente. Um total de 12
carotenoides foram identificados nos conidios de C. absissum: 1 - (152) or (152)-
neurosporaxanthin; 2 - (13Z) or (13’Z)-neurosporaxanthin; 3 - (Z)-neurosporaxanthin;
4 - (all-E)-neurosporaxanthin; 5 - (15Z) or (15°Z)-neurosporaxanthin methyl ester; 6 -
(132) or (13’Z)-neurosporaxanthin methyl ester; 7 - (Z)-neurosporaxanthin methyl
ester; 8 - (all-E)-neurosporaxanthin methyl ester; 9 - (Z)-g-carotene; 10 - (all-E)-g-
carotene; 11 - (all-E)-lycopene e 12 - torulene. Foi observado um aumento na
concentracéo de carotenoides para quatro desses carotenoides mencionados acima
apos 60 ciclos de selecdo. A tolerancia ao TFA dos conidios do Ciclo 60 foi 2,5
vezes maior que a do Ciclo 0 a 21,9 J cm->. O mesmo nao foi observado para a
comparacao entre Ciclo 0 e 30. Embora o mecanismo molecular envolvido no
aumento da tolerancia ao APDT e da producdo de carotenoides ainda ndo tenha
sido determinado ainda, existe a hipétese de que essas duas caracteristicas estejam
correlacionadas porque carotenoides podem atuar como sequestrantes de oxigénio
singleto. O oxigénio singleto é a principal espécie reativa de oxigénio produzida
durante o TFA com NMBN. Embora nossos resultados possam ser preocupantes ao
TFA, eles ndo sdo totalmente inesperados, uma vez que outros fungos como
Cercospora sp. sdo naturalmente resistentes ao TFA. Assim, para C. abscissum, foi
observado um aumento na tolerancia ao TFA ap6s 60 ciclos consecutivos de TFA.

Palavras-chave: Tratamento fotodindmico antimicrobiano, Novo azul de metileno,
Colletotrichum abscissum, Tolerancia ao tratamento fotodindmico, Carotenoides.
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1. INTRODUCAO
1.1. Colletotrichum abscissum

As espécies do género Colletotrichum (teleomorfo: Glomerella), pertencente
ao filo Ascomycota, estdo entre os mais importantes fitopatdgenos, pois causam
doencas em culturas de plantas com relevancia econdmica, especialmente em
regides tropicais, subtropicais e temperadas, com perdas significativas na
produtividade (BRAGANCA et al.,, 2016; SUTTON, 1992). As espécies sao 0s
principais agentes causais de doencas de frutas na pré e pds-colheita, que séo
caracterizadas por lesdes necrodticas, com o centro dos tecidos deprimidos, nas
quais sdo produzidas massas de conidios de coloracdo alaranjada (BAILEY;
JEGER, 1992; BRAGANCA et al., 2016; FREEMAN et al., 1998).

Dentre as espécies do género, destaca-se Colletotrichum abscissum que € o
agente causal da podriddo floral dos citros (PFC). O fungo se reproduz
assexuadamente por meio da producdo de conidios hialinos, cilindricos, de paredes
lisas e asseptados; as hifas vegetativas sdo de hialinas a pélidas, de paredes lisas,
septadas, simples ou ramificadas; formando colénias planas, com margem inteira,
micélio aéreo inicialmente branco, tornando-se cinza a preto no centro, com
esporulacdo esparsa (BRAGANCA et al., 2016; PINHO et al., 2015).

A doenca ganha relevancia jA que a citricultura representa um importante
segmento na estrutura socioecondmica do Brasil. O Brasil detém 56% da producéo
mundial de suco de laranja e exporta 97% do que produz. Com isso, é responsavel
por 76% de participacdo no mercado mundial, gerando um PIB de US$ 6,5 bilhdes
em todos os elos da sua cadeia produtiva. A citricultura gera cerca de 200 mil
empregos diretos e indiretos, do quais somente na safra 2016/2017, foi responsavel
pela geracdo de 45 mil novos postos de trabalho (NEVES; TROMBIN, 2017).
Atualmente, o setor vem enfrentando uma grave crise, causada por pragas e
doencas que foram responsaveis pela erradicacdo de 40 milhdes de arvores nesta
década e por perdas de quase 80 milhdes de caixas por ano (NEVES et al., 2010).

A PFC é geralmente associada as espécies C. acutatum sensu lato e C.
gloeosporioides sensu lato. Foi realizado um recente estudo filogenético com o C.
acutatum sensu lato que identificou molecularmente a espécie Colletotrichum
abscissum como o agente causal da PFC. A doenca caracteriza-se pela presenca de

manchas ou lesdes laranja-amarronzadas nas pétalas das flores abertas. Apos a
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infeccdo, os frutos recém-formados caem (CROUS et al., 2015; PINHO et al., 2015;
ROBERTO; BORGES, 2001; SILVA et al., 2014; TIMMER et al., 1994).

C. abscissum possui um ciclo de vida unico em laranjas doces. Nessas
plantas, o fungo assume duas formas de parasitismo: a forma biotréfica (com pouco
ou nenhum dano aparente para o hospedeiro), que ocorre nas folhas, e a forma
necrotrofica (o fungo provoca morte das células do hospedeiro), que ocorre nas
flores (PERES et al., 2005). Nas folhas, os conidios do fungo formam estruturas de
adeséao e de persisténcia, chamadas apressorios. Quando ocorre o florescimento, a
adgua das chuvas transporta os extratos das flores para as folhas. Esses extratos
induzem a germinacao do apressorio que forma conidios secundarios (LEANDRO et
al., 2001). Respingos de chuvas transportam esses conidios para as flores, onde
germinam e colonizam as pétalas, produzindo conidios primarios em acérvulos
(conidi6foros). Durante a produgcdo dos conidios, ocorre, simultaneamente, a
producdo de uma matriz gelatinosa que os envolve, constituida predominantemente
por polissacarideos e proteinas solUveis em agua. A dispersdo dos conidios ocorre
pela agua da chuva ou de irrigacdo, por insetos, vento, utensilios agricolas e
manuseio das culturas (De MENEZES et al., 2015; WHARTON; DIEGUEZ-
URIBEONDO, 2004). Os sintomas da podriddo floral dos citros incluem manchas
escuras nas flores, queda prematura dos frutos e persisténcia dos célices (PERES et
al., 2005). O esquema ilustrativo que demonstra o ciclo da podridao floral dos citros

esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema do ciclo da doenca podridao floral dos citros
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Fonte: modificado de PERES et al., 2005.

As estratégias para o controle da PFC baseiam-se principalmente na
aplicacao intensiva de fungicidas durante todo o periodo de floracdo, especialmente
guando o clima é chuvoso (SILVA Jr. et al., 2011, 2014; TIMMER; PERES, 2015).
No Brasil, apenas as classes de antifungicos de estrobilurinas e triaz6is séo
aprovadas para uso em pomares comerciais de laranja doce (Silva-Junior et al.
2014). O numero reduzido de antifiungicos e seu uso constante propiciaram a
selecdo de linhagens resistentes, tornando o controle da PFC mais dificil e menos
eficiente (AVILA-ADAME et al., 2003; WONG et al.,, 2008; WONG et al., 2007;
PERES et al., 2010; DEISING et al., 2008; TIMMER; PERES, 2015). Adicionalmente,
a crescente preocupacdo com a saude humana e animal e com 0 meio ambiente
tem levado a legislagbes cada vez mais restritivas em relacdo ao uso de
antifungicos. Diversos produtos foram banidos do mercado devido a sua elevada
toxicidade, que representa riscos para o consumidor e para 0 meio ambiente
(TIMMER; PERES, 2015).

A emergéncia de linhagens de fungos resistentes aos fungicidas atualmente
utilizados, o fato de existirem poucas classes de produtos quimicos registrados para

o controle da PFC e a necessidade de estratégias para o controle de fitopatdgenos
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que sejam menos toxicas aos consumidores de produtos agricolas e ao meio
ambiente tém estimulado a busca por novas estratégias para o controle de fungos

fitopatogénicos.

1.2. Tratamento fotodinamico antimicrobiano

O tratamento fotodindmico antimicrobiano (TFA) é uma alternativa promissora
ao uso de antimicrobianos convencionais e pode ser utilizado tanto para controlar
micoses localizadas em humanos e animais como para reduzir populacbes de
patbgenos no meio ambiente (DAI et al., 2012; St. DENIS et al., 2011; VERA et al.,
2012). O Tratamento Fotodindmico Antimicrobiano (TFA) esta fundamentado na
combinacdo de trés elementos: um composto fotossensibilizador, luz com
comprimento de onda adequado para excitacdo do fotossensibilizador e oxigénio
molecular (Figura 2). Os fotossensibilizadores (FS) s&o corantes ou compostos
atoxicos ou pouco toxicos, inativos em seu estado fundamental, que possuem a
propriedade de absorverem luz, preferencialmente na regido visivel. Quando o FS é
exposto a luz com comprimento de onda apropriado, ele absorve fotons e alcanca
um estado de excitacdo singleto, que pode decair ao estado fundamental com
emissao de luz (fluorescéncia) ou calor, ou ainda ser transformado por cruzamento
intersistema ou relaxamento num estado tripleto excitado, de vida mais longa. O
estado tripleto excitado pode reagir com o oxigénio molecular através de duas vias
fotoquimicas: o fotoprocesso de tipo 1, no qual ocorre transferéncia de elétrons,
produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o anion radical
superoxido e radical hidroxila; ou pelo fotoprocesso do tipo 2, que envolve a
transferéncia de energia, resultando na formacao de oxigénio singleto. Os produtos
de ambos 0s processos sao citotoxicos, capazes de oxidar diferentes biomoléculas
(proteinas, lipidios, acidos nucleicos), levando a morte celular (DAI, 2012; HAMBLIN,
2016; KASHEF; HAMBLIN, 2017). Ao contrario das formas reativas de oxigénio
radicalares, que sdo produzidas por reacdes enzimaticas durante o metabolismo
celular normal e contra as quais existem diversos sistemas de defesa, como as
enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase e peroxidase; o oxigénio
singleto ndo € um componente normal do metabolismo, sendo inclusive capaz de
inativar algumas essas enzimas, ndo sendo tolerado pelas células (DAUB;
EHRENSHARFT, 2000; KIM et al., 2001).
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Figura 2 - llustracdo esquematica do TFA incluindo o Diagrama de Jablonski
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Fonte: modificado de Dai et al. (2012, p. 3).

Fotossensibilizadores sdo compostos atdxicos ou pouco toxicos, normalmente
inativos em seu estado fundamental, que absorvem luz, preferencialmente na regiao
da radiacdo visivel (DOUGHERTY, 1993). Propriedades fisico-quimicas dos FS,
como carga, lipo e hidrossolubilidade, sdo importantes para a eficacia da
fotossensibilizacdo (FUCHS et al., 2007). A especificidade pela célula-alvo, o curto
intervalo de tempo entre a aplicacdo do FS e a sua maxima captacao pelas células-
alvo, a exclusdo pelas células nado-alvo, a ativagdo num comprimento de onda
considerado 6timo para a absorcdo celular e a alta capacidade de producdo de
oxigénio singleto sdo as caracteristicas que se desejam no FS ideal (HENDERSON;
DOUGHERTY, 1992; CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2005; VELPULA et
al., 2014; SIBATA et al., 2000).

Diversos tipos de FS tém sido utilizados no TFA de fungos fitopatogénicos,
incluindo produtos sintéticos, como os corantes fenotiazinicos (De MENEZES et al.,
2014, 2016; GONZALES et al., 2017; PAZIANI et al., 2019; TONANI et al., 2018). O
azul de metileno (MB) € o protétipo dos fenotiazinicos e esta bem estabelecida sua
baixa toxicidade para humanos (HARRIS; CHATFIELD; PHOENIX, 2006). Diversos
FS derivados do MB tém sido desenvolvidos e suas caracteristicas fotoquimicas e
fotofisicas favoraveis os tornam potencialmente uteis para o TFA (WAINWRIGHT,
2000; WAINWRIGHT et al., 2015; WAINWRIGHT et al., 2016). O azul de metileno, o

azul de toluidina (TBO) e o novo azul de metileno (NMBN) estdo entre os
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fenotiazinicos mais utilizados no TFA (De MENEZES et al., 2014, 2016; GONZALES
et al., 2017; PAZIANI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2012; TONANI et al., 2018).

Esses FS possuem uma boa eficiéncia na producdo de espécies reativas de
oxigénio e tém absorcdo maxima entre 625 e 660 nm (CALZAVARA-PINTON;
VENTURINI; SALA, 2005; DONNELLY; McCARRON; TUNNEY, 2008; DUTRA,
2013). Um dos fatores que determinam a seletividade desses compostos catidnicos
para as células microbianas é a interacdo eletrostatica entre suas cargas positivas e
as cargas negativas da superficie da célula de fungos e bactérias (HARRIS;
CHATFIELD; PHOENIX, 2006). Sabe-se que FS fenotiazinicos como MB e TBO
produzem oxigénio singleto e outras EROs quando expostos a luz vermelha na
presenca de oxigénio molecular (GONZALES et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2012).

Os conidios séo estruturas especializadas envolvidas na dispersdo e, no caso
de espécies patogénicas, como Colletotrichum, no reconhecimento e infec¢cdo do
hospedeiro (BARROS et al., 2010; De MENEZES et al., 2015). Eles diferem de
células metabolicamente ativas em caracteristicas fisico-quimicas (ex:
hidrofobicidade, carga eletrostatica), bioquimicas (ex: composicdo quimica),
fisiologicas (ex: taxa metabdlica) e morfoldégicas (ex: organizacdo e estrutura
intracelular). Essas diferencas se devem em parte ao conjunto de proteinas
presentes ao longo dos estagios de desenvolvimentos, que assim como as
caracteristicas citadas, variam amplamente entre espécies, isolados e estagios de
desenvolvimento; podendo influenciar o TFA (BARROS et al., 2010; GONZALES et
al., 2010).

O nosso grupo realizou trabalhos avaliando a eficacia do TFA com
fenotiazinicos em conidios de Colletotrichum. De Menezes e colaboradores (2014)
avaliaram os efeitos de TFA com quatro FS fenotiazinicos (MB, NMBN, TBO e o
novo FS fenotiazinico pentaciclico denominado S137) em conidios de C. abscissum
(antigo C. acutatum sensu lato), C. gloeosporioides e Aspergillus nidulans. A eficacia
de TFA com os FS foi inicialmente investigada com base na Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) de cada substancia. Os FS S137 e NMBN foram os mais eficazes por
apresentarem as menores CIMs, para os quais os efeitos de TFA também foram
avaliados na sobrevivéncia dos conidios. O TFA resultou em uma redugdo na
sobrevivéncia dos conidios de todas as espécies em aproximadamente cinco ordens

de grandeza. A localiza¢do subcelular dos mesmos FS em conidios de C. abscissum
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também foi determinada, mostrando que se acumularam em estruturas
citoplasmaticas, como corpos lipidicos. A lavagem dos conidios antes da exposi¢ao
a luz ndo impediu a inativacao fotodinamica. Na investigacédo dos efeitos do TFA em
folhas da planta hospedeira Citrus sinensis ndo se observou nenhum dano as folhas
da laranjeira.

Gonzales e colaboradores (2017) avaliaram os efeitos do TFA com MB sob
radiagdo solar na germinagdo e viabilidade de conidios do fungo patogénico C.
abscissum por meio da realizacdo de experimentos em pétalas e folhas de laranja
doce (Citrus sinensis) em diferentes estacdes do ano e condicBes climaticas. As
suspensdes de conidios foram depositadas na superficie das folhas e pétalas,
tratadas com FS e expostas a radiacdo solar por apenas 30 min. Os efeitos do TFA
nos conidios foram avaliados pela contagem das unidades formadoras de coldnias
(UFCs) recuperadas das folhas e pétalas e pela avaliagdo direta da germinacéao de
conidios na superficie desses o6rgdos apdés o tratamento. O TFA com MB e
exposicdo solar inativou e impediu a germinacdo conidios de C. abscissum em
folhas e pétalas de citros. A reducdo da viabilidade dos conidios foi de até trés
ordens de grandeza e a inativacdo completa foi alcancada em alguns tratamentos.
Visando compreender o mecanismo do TFA nos conidios, foi avaliado seu efeito na
permeabilidade da membrana plasmética dos conidios usando uma sonda
fluorescente de iodeto de propidio (IP), juntamente com citometria de fluxo e
microscopia de fluorescéncia, nas quais se constatou dano na membrana plasmatica
pelo aumento da permeabilidade ao IP. Ndo foram observados danos as flores ou
folhas das laranjas doces ap6s o TFA.

Com a demonstracéo da eficacia do TFA como controle de fitopatdgenos em
pétalas e folhas, o0 método vem sendo aplicado em plantacdes de laranja doce em
estacdes experimentais de colaboradores para avaliacdo do efeito do TFA no

controle de C. abscissum em condi¢gbes de campo (Figura 3).
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Figura 3 - Aplicacdo do TFA em camp
—
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A: aplicacdo do FS por aspersdo no campo. B: aspecto da folha apés aplicacao do FS. Fonte:
elaborada pelo autor.

A maior parte dos fungicidas convencionais atua em alvos Unicos, 0 que
aumenta a probabilidade da selecédo de linhagens resistentes (DEISING; REIMANN.
PASCHOLATI, 2008; PERES et al., 2010; WONG et al., 2007; WONG et al., 2008).
Por outro lado, 0 modo de acédo inespecifico do TFA, que é baseado na oxidacao de
todos os tipos de biomoléculas (acidos nucleicos, proteinas e lipidios), dificulta a
selecédo de linhagens resistentes. Isso tem sido apontado como uma das grandes
vantagens do TFA em comparacdo com os fungicidas que atuam em alvos
moleculares especificos.

Entretanto, deve ser ressaltado que até agora poucos estudos avaliaram
sistematicamente a possibilidade de selecdo de linhagens tolerantes ao TFA em
fungos. Apesar de ainda nao ter sido descrita a selecdo de linhagens de fungos
resistentes ao TFA, estd bem estabelecido que a resisténcia intrinseca das
diferentes espécies varia muito em funcdo de suas histérias evolutivas (DAUB;
EHRENSHAFT, 2000).
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1.3. Tolerancia ao TFA

O modo de acéo inespecifico do TFA tem sido considerado a principal razéo
pela qual a selecéo de isolados tolerantes ndo é possivel ou provavel. Apesar disso,
poucos trabalhos foram realizados para avaliar se o uso sucessivo do TFA é de fato
seguro quando se trata da possibilidade de selecéo de isolados tolerantes (GIULIANI
et al., 2009; LAURO et al., 2002; SHIH; HUANG, 2013; TAVARES et al., 2010). Trés
desses estudos ndo encontraram aumento na tolerancia ao TFA apds multiplos e
consecutivos tratamentos (GIULIANI et al., 2009; LAURO et al., 2002; TAVARES et
al., 2010). Apenas um estudo encontrou uma cepa de Pseudomonas aeruginosa que
apresentou reducdo da suscetibilidade ao TFA apds dez ciclos consecutivos de
tratamento subletal e selecdo de sobreviventes (SHIH; HUANG, 2013). No entanto,
todos esses trabalhos foram conduzidos com bactérias e o numero de ciclos
sucessivos ndo superou vinte (GIULIANI et al., 2009; LAURO et al., 2002; SHIH;
HUANG, 2013; TAVARES et al., 2010).

Apesar de diversas espécies de plantas produzirem potentes FS, elas sao
infectadas por fungos e bactérias fitopatogénicos, indicando que esses patdgenos
especializados desenvolveram mecanismos capazes de reduzir o efeito da
fotossensibilizagcdo induzida pela planta hospedeira. Diversos mecanismos
envolvidos na tolerancia ao TFA ja foram descritos em fungos. Algumas espécies de
fungos fitopatogénicos sao capazes de metabolizar os FS, inativando-os. Desjardins
e colaboradores (1989) testaram a tolerancia de diversas linhagens (62) do fungo
fitopatogénico Fusarium sambucinum ao TFA com a furanocumarina xantotoxina e
seus precursores. Diversas linhagens (37%) foram altamente tolerantes ao FS, das
quais dezesseis foram avaliadas quanto a metabolizacdo da furanocumarina e seus
precursores (dezesseis compostos) e a maioria delas foram capazes de metabolizar
todos os compostos testados.

Existem mecanismos de tolerédncia que sédo genéricos ao TFA e a drogas,
incluindo alteracdo da entrada de FS na célula, mudancga no trafego intracelular e o
aumento da expressao de bombas de efluxo (CASAS et al., 2011; DAI et al., 2012).
Bombas de efluxo séo proteinas de transporte que atuam na expulséo de toxinas de
dentro da célula para o meio externo, podendo ser especificas ou nado para um
determinado substrato, podendo transportar uma série de substratos diversos
(KASHEF; HAMBLIN, 2017). Os sistemas de efluxo de drogas dividem-se
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principalmente em dois tipos de transportadores: “major facilitator superfamily”
(MFS), que usam o gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica para
expelir xenobidticos; e “ATP binding cassete” (ABC), que usam a ligacado de ATP e
hidrolise para expulsdo das drogas (CANNON et al., 2009). Tegos e Hamblin (2006)
foram os primeiros a relatar que FS fenotiazinicos eram substratos de bombas de
efluxo resistentes a multiplas drogas, propondo a combinacdo de FS com inibidores
de bombas de efluxo (IBE) para aumento da eficiéncia do TFA. Essa hipotese foi
confirmada em trabalho posterior, no qual a adicio de um IBE antes do FS
fenotiazinico TBO aumentou tanto a captacdo celular do FS quanto do efeito do
TFA, que foi significativamente aumentado (TEGOS et al., 2008). O efeito nédo foi
observado para FS nao fenotiazinicos.

Prates e colaboradores (2011) estudaram a influéncia dos sistemas de efluxo
de drogas ABC e MFS no TFA de Candida albicas com MB por meio da
superexpressao e inibicdo do efluxo de ambos os sistemas separadamente. Os
resultados mostraram que o sistema ABC superexpresso foi mais eficiente na
reducdo do influxo de MB e diminuicdo do efeito do TFA que a sistema MSF na
mesma condi¢gdo. Quanto aos resultados da inibicdo dos sistemas de efluxo, a
absorcdo de MB e o efeito do TFA foram potencializados para o sistema ABC,
indicando sua relagdo com o efluxo de MB que foi reduzido, ao passo que o influxo
de MB e o efeito do TFA foram diminuidos pelo bloqueio do sistema MSF. A
hipétese dos autores é que o sistema MSF pode estar ligado tanto ao efluxo quanto
ao influxo de MB, razéo pela qual a captacdo de MB foi menor e o efeito do TFA foi
reduzido ao invés de potencializado pela adicdo de IBEs (PRATES et al., 2011).

Acredita-se que a eliminacdo de FS por bombas de efluxo ocorra em células
metabolicamente ativas, devendo ter importancia limitada em células quiescentes,
como os diversos tipos de conidios de fungos filamentos; uma vez que processos
como transcricdo e sintese proteica normalmente ndo ocorrem nos conidios até a
germinacao (BARROS et al., 2010). De qualquer forma, o TFA continua sendo eficaz
nessas estruturas ja que muitos FSs ndo precisam ser ativamente transportados
para o interior das células. Adicionalmente, a membrana plasmatica e a parede
celular também séo alvos importantes das EROs produzidas no meio extracelular
(GONZALES; MAISCH, 2012; PRATES et al., 2011).

Heat shock (heat shoc proteins, HSPs) constituem um grupo de chaperonas

ubiquas responsaveis pelo redobramento, reparo e reciclagem de proteinas, e
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estabilizacdo das membranas lipidicas apOs estresse celular. O aumento da
expressdo dessas proteinas também pode aumentar a tolerdncia ao estresse
induzido pelo TFA, pois atuam prevenindo a agregacao e desnaturacéo de proteinas
(KASHEF; HAMBLIN, 2017; SHACKLEY et al., 2002). A regulacdo positiva dessas
proteinas aos estresses oxidativo, antibiotico, osmdtico e &cido reduz a
susceptibilidade dos microrganismos (SINGH et al.; 2007).

Poucos estudos avaliaram o papel dessas proteinas em resposta ao TFA.
Bolean e colaboradores (2010) analisaram a expressao de HSPs por Streptococcus
mutans em diferentes condi¢cdes. Foi detectada uma expressdo de HSP maior nos
organismos apdés o TFA em comparacdo aos controles expostos somente a luz ou
ao FS, que foi semelhante as respostas induzidas pelo estresse osmotico. Assim,
eles concluiram que o TFA pode causar efeitos em S. mutans como outras
condicdes estressantes. Adicionalmente, a morte celular causada reflete a
incapacidade de S. mutans em proteger-se suficientemente contra os efeitos
deletérios do TFA.

St. Denis e colaboradores (2011) investigaram a inducdo de respostas
protetoras, como HSP, ao TFA. Foi observado um aumento na expressédo de HSP
em Escherichia coli apés o TFA subletal com TBO, que foi de sete vezes para a HPS
GroEL e de trés vezes para a HPS DnaK. Um pré-tratamento térmico, que consistiu
na exposicdo dos organismos a uma temperatura de 50°C por 30 minutos, reduziu a
mortalidade ao TFA tanto em E. coli quanto em Enterococcus faecalis. Para avaliar o
papel da chaperona DnakK, foi utilizado um inibidor dessa HPS, que potencializou
(embora néo significativamente) o efeito do TFA em E. faecalis. Por outro lado, ndo
foi obervado o mesmo efeito em E. coli, provavelmente porque o inibidor n&o
conseguiu penetrar na célula devido a barreira de permeabilidade da parede das
bactérias Gram-negativas, jA que a parede de lipopolissacarideos repele moléculas
hidrofébicas como o inibidor utilizado.

A presenca de mecanismos capazes de conferir resisténcia ao TFA, apesar
de restrita a um namero pequeno de espécies ocorre naturalmente em fungos. Por
exemplo, fungos fitopatogénicos pertencentes ao género Cercospora produzem o FS
cercosporina, e sao resistentes nao so a inativagédo fotodindmica pela cercosporina,
mas também por outros FS (DAUB et al., 1992; DAUB et al., 2000; HERRERO et al.,
2007; SOLLOD et al., 1992). A cercosporina tem a funcdo de diminuir a populagao

microbiana no local a ser invadido pelo fungo, enfraquecer os sistemas de defesa e
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lisar as células do hospedeiro, o que facilita a obtencdo de nutrientes pelo fungo
(SCHEFFER, 1991). A fotossensibilizacdo pela cercoscoporina danifica as células
do hospedeiro principalmente por meio da peroxidacdo de lipidios da membrana
plasmatica pelo oxigénio singleto (DAUB, 1982; DAUB; BRIGGS, 1983).

Enquanto uma concentracdo micromolar de cercosporina é fatal para a
maioria das células, os fungos do género Cercospora acumulam concentracfes
milimolares em suas células, sem que isso comprometa sua sobrevivéncia (JENNS
et al.,, 1989). Esses fungos também s&o mais tolerantes ao TFA com outros FS,
como xantinas e tiazinas. (JENNS et al., 1995). Apesar de o mecanismo de
resisténcia ao oxigénio singleto em Cercospora ser claramente multifatorial, algumas
vias de resisténcia sdo mais bem compreendidas. Estudos foram realizados com
mutantes para o gene SOR1 (singlet oxygen resistance 1) sdo sensiveis a
cercosporina e a outros FS (EHRENSHAFT et al., 1998). O gene SOR1 é essencial
para a sintese de vitamina B6 (piridoxina). A piridoxina € produzida em grande
quantidade por Cercospora nicotianae e tem funcdo de antioxidante durante o
estresse fotoxidativo, sendo muito eficiente na inibicdo de oxigénio singleto (BILSKI
et al., 2000; EHRENSHAFT et al., 1999).

1.4. Pigmentos e TFA

O relato de linhagens de P. aeruginosa tolerantes ao TFA suscitou a
investigacdo dos mecanismos associados a resisténcia ao estresse oxidativo
induzido pelo TFA. A investigacdo conduziu a capacidade de producdo de
pigmentos, combinada com a indugcdo a resposta ao estresse oxidativo, como
possivel explicacdo (KASHEF; HAMBLIN, 2017). Para testar essa hipotese, Orlandi
e colaboradores (2015) avaliaram a contribuicdo dos pigmentos na tolerancia ao
TFA por meio da comparacédo dos efeitos do estresse foto-oxidativo em linhagens
selvagem e mutantes com pigmentacdo alterada. A hiperproducédo de pigmentos
tornou as células muito mais tolerantes ao estresse causado pelo TFA,
supostamente devido a neutralizacdo das EROs produzidas, embora a tolerancia
observada ndo possa ser exclusivamente atribuida a presencga do pigmento.

O acumulo desses pigmentos em fungos geralmente ocorre em estagios
sensiveis do ciclo de vida, como em estruturas quiescentes uma vez que atuam

como um mecanismo de defesa passivo (BRAGA et al; 2015). Dentre esses



Introducao 14

pigmentos, destacam-se 0s carotenoides, que sdo pigmentos terpendides de
ocorréncia natural, encontrados em fungos de géneros diversos, como Mucor,
Phycomyces, Sclerotium, Sclerotinia, Ustilago, Aspergillus, Cercospora, Penicillium,
Aschersonia e outros (AVALOZ; LIMON, 2015; BRAGA et al; 2015). Eles séo
formados por uma cadeia alifatica de polieno constituida por oito unidades de
isopreno incluindo ligagbes duplas conjugadas e sdo caracterizados por possuirem
uma ampla variedade de cores laranja-avermelhadas e absor¢cédo de luz na faixa de
comprimentos de onda de 300-600 nm (AVALOZ; LIMON, 2015; SANDMANN,
1994).

Existem diversas evidéncias de que esses pigmentos protegem o conidio
contra estresses, como radiacdo solar e estresse oxidativo, incluindo-se aquele
causado por processos fotodinamicos (BRAGA et al., 2015). A cadeia conjugada de
polieno dos carotenoides fornece reatividade quimica contra agentes oxidantes e
radicais livres, fazendo com que sejam eficientes sequestrantes de EROs e oxigénio
singleto e permitindo a dissipacdo da energia dos FSs (AVALOZ; LIMON, 2015).
Devido a sua lipofilicidade, esses pigmentos estdo normalmente associados as
membranas, atuando na inativacdo do oxigénio singleto e outras espécies reativas
de oxigénio produzidas durante o processo fotodinamico (SHIMIZU; EGASHIRA,
TAKAHAMA, 1979). Conidios de linhagens selvagens de diversas espécies de
fungos sdo amarelos, laranjas ou avermelhados por acumularem carotenoides
(BRAGA et al., 2015).

O papel protetor dos carotendides contra o oxigénio singleto e outras EROs ja
foi demonstrado em outros trabalhos (HIRAYAMA et al., 1994), para diversos
microrganismos (EPSTEIN; LUSNAK; KAUR, 1998; SCHROEDER; JOHNSON,
1995; TATSUZAWA et al., 2000), entre eles o fungo Neurospora crassa. Conidios
do tipo selvagem contendo carotendides de N. crassa foram mais tolerantes que o0s
conidios albinos ao TFA com MB (BLANC et al., 1976). A neurosporaxantina € um
apocarotendide anfipatico que foi descoberto no ascomiceto N. crassa. Também foi
encontrado varias espécies do género Fusarium e Verticilium, bem como em
Podospora anserina. A biossintese da substancia foi investigada detalhadamente em
N. crassa e Fusarium fujikuroi, onde € encontrada junto a outros carotenoides
precursores (AVALOS et al., 2012, 2017; AVALOS; LIMON, 2015). Esteres

derivados da neurosporaxantina foram relatados em alguns fungos, como um éster
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metilico em Verticilium agaricinum (AVALOS; LIMON, 2015; VALADON;
MUMMERY, 1977).

Como indicativo do seu papel fotoprotetor, a sintese de carotenoides é
induzida pela presenca de luz. E o caso de neurosporaxantina em N. crassa e
Fusarium, na qual o aumento da sintese do carotenoide foi acompanhado pelo
incremento da atividade de enzimas antioxidantes, corroborando a associacéo entre
exposicdo a luz e estresse oxidativo, embora existam excecbes (AVALOS; LIMON,
2015). Nos casos investigados em que a sintese de carotenoides € estimulada pela
luz, a indug&o é controlada no nivel transcricional, como observado na foto-indugéo
de neurosporaxantina em N. crassa e Fusarium, onde foi constatado um aumento
notavel nos niveis de mRNA dos genes estruturais envolvidos na biossintese da

substancia.

Portanto, diante do eficiente uso do TFA contra C. abscissum, da
possibilidade de selecao de linhagens tolerantes ao TFA e da escassez de trabalhos
avaliando essa hipotese; € fundamental o desenvolvimento de estudos que

preencham essa lacuna na literatura.
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6. CONCLUSOES

- A aplicagdo do TFA com NMBN e luz vermelha em conidios de C. abscissum ao

longo de ciclos sucessivos selecionou isolados mais tolerantes ao TFA.

- A aplicacdo do TFA com NMBN e luz vermelha em conidios de C. abscissum ao
longo de ciclos sucessivos selecionou fendtipos distintos devido ao aumento do

conteudo de carotenoides nos conidios.

- O mecanismo supostamente associado ao aumento da toleréancia ao TFA em

conidios de C. abscissum é o aumento do conteudo de carotenoides.
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