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Resumo

Dermatofitos constituem um grupo de fungos patogénicos que infectam tecidos
queratinizados como pele, pélos e unhas de humanos e animais. Trichophyton rubrum €
uma espécie antropofilica de dermatdfito, sendo o isolado mais freqiiente nas lesdes de
pele e unha em humanos. A secre¢do de enzimas € um processo importante na invasao e
utilizacdo do tecido hospedeiro e na instalacdo dos dermatofitos, sendo fundamental para
sua patogenicidade. O &cido undecandico (AUN) é um 4cido graxo que apresenta
propriedades antimicoticas, inibindo queratinases e lipases extracelulares, estimulando a
producdo de fosfolipase A extracelular, e em altas concentracdes inibe também a
biossintese de vérios fosfolipideos de T. rubrum. Linhagem deste fungo resistente ao AUN
néo foi capaz de infectar cobaias. Entretanto, 0s mecanismos envolvidos na resisténcia ao
AUN e a possivel relacdo de tais mecanismos com a secrecdao de enzimas por T. rubrum
ainda ndo sdo conhecidos, tornando-se um alvo importante para estudos moleculares.

No presente trabalho foi isolada uma linhagem de T. rubrum resistente ao AUN,
através de irradiacdo com luz ultravioleta. A linhagem resistente apresenta valores de
concentracdo inibitéria minima quatro vezes maior que a linhagem selvagem, além de
crescer mais lentamente, mesmo em fragmentos de unha humana. Apesar disso, as enzimas
queratinoliticas e proteoliticas secretadas pela linhagem mutante apresentam uma maior
atividade em relacdo as secretadas pela selvagem, sugerindo um interessante mecanismo
adaptativo, principalmente do ponto de vista patogénico pois estas enzimas sdo importantes
fatores de viruléncia para dermatofitos. A diferenca no crescimento das linhagens foi
suprimida quando elas foram cultivadas em meio contendo glicina ou em meio pH 5,0
tamponado, levando a hipétese de que a mutacdo tenha levado a uma dificuldade em
alcalinizar o meio extracelular. As andlises de expressdo génica diferencial através de
Differential Display Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction Transcription e
Reverse Northern Blot, mostraram uma maior expressdo do gene que codifica uma enzima
transportadora de ions, a H*-ATPase de membrana plasmatica, pela linhagem resistente.
Tal fato sugere um mecanismo molecular para compensar o crescimento mais lento, visto
que tal proteina é importante no processo de manutencdo do pH intracelular e na captagédo
de nutrientes. As proteinas hipotéticas encontradas no estudo de expressdo génica, podem
estar desempenhando um importante papel no mecanismo de resisténcia ao AUN e seréo

analisadas, futuramente, através de ensaios funcionais.



Abstract

Dermatophytes are a group of pathogenic molds that have the capacity to invade
keratinized tissue such as skin, hair and nails of human and animals. Trichophyton rubrum
is an anthropophilic dermatophyte and is the most prevalent fungus isolated from skin and
nail lesions. Enzyme secretion is an important factor during the invasion and utilization of
host tissue and also in the installation of dermatophytes, being essential for their
pathogenicity. Undecanoic acid (UDA) is a fatty acid with antimycotic properties which
inhibits the production of extracellular keratinase and lipase, stimulates phospholipase A
secretion, and at high concentrations inhibits the biosynthesis of several phospholipids in
T. rubrum. UDA-resistant strain of this fungus was not able to infect guinea pigs.
However, the mechanisms underlying the resistance to UDA and their relationship with the
enzyme secretion by T. rubrum are unclear, thus representing an important target for
molecular studies.

In the present study, an UDA-resistant strain of T. rubrum was isolated, by
irradiation with ultraviolet light. This resistant strain shows minimal inhibitory
concentration values four times higher than the wild type, and has a slower growth rate
compared to the wild type even in human nail fragments. Despite this, the keratinolytic and
proteolytic enzymes secreted by the mutant strain show a higher activity than that secreted
by the wild type, suggesting that this may be an interesting adaptation mechanism, mainly
from a pathogenic point of view, since these enzymes are important virulence factors for
dermatophytes. The differences in growth between the strains were suppressed when they
were cultivated in glycine-containing media or in pH 5.0 culture medium. A hypothesis
that could be proposed to explain this fact is that the mutation caused a difficulty in growth
medium alkalinization. The analysis of differential gene expression by Differential Display
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction Transcription and Reverse Northern
Blot, showed a higher expression of a translocation ion enzyme coding gene, a plasma
membrane H*-ATPase by the resistant strain. This fact suggests a molecular mechanism
that compensates for the slower growth of this strain, since this protein is important to
maintain intracellular pH and nutrient uptake. The hypothetic proteins found by gene
expression analysis may be playing an important role in the UDA resistance mechanism.
The genes encoding these proteins will be functionally analyzed in the near future.
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Introdugdo 1

l. Introducgéo

Os microrganismos séo seres vivos que utilizam diversas fontes de carbono e
nitrogénio para adquirir a energia necessaria para sua sobrevivéncia, incluindo tecidos
humanos sendo, portanto, capazes de causar doencgas. Atualmente, as doencas infecciosas
continuam ocupando uma posi¢do de destaque no quadro de mortalidade mundial, apesar
dos grandes avancos no desenvolvimento tecnoldgico e na melhoria da qualidade de vida e
higiene. O grau de severidade das infec¢des depende de fatores como o indculo, a
magnitude da destruigdo tecidual, a habilidade do agente se multiplicar no tecido e o estado
imunologico do hospedeiro. O organismo capaz de causar danos ao hospedeiro é
considerado patogénico, e o dano pode ser causado diretamente pela acdo do
microrganismo ou pela resposta imune contra aquele agente infeccioso (Baron, 1996). Os
componentes do patdgeno que levam a lesdes no hospedeiro séo seus fatores de viruléncia.
Contudo, o fato de linhagens avirulentas poderem causar danos em pacientes
imunodeprimidos revela a complexidade e o dinamismo do fendmeno de viruléncia, que
inclui tanto fatores do hospedeiro quanto do microrganismo (Casadevall e Pirofski, 1999;
2001). A ocorréncia das doencas infecciosas em humanos é um processo dindmico,
resultado da interacdo entre o patdgeno e seu hospedeiro. De um lado o agente infeccioso
tenta colonizar o tecido hospedeiro e utilizd-lo como fonte de energia para sua
sobrevivéncia e multiplicagdo. Do outro, 0 hospedeiro tenta evitar a entrada, a colonizagéo,
a multiplicacéo e a disseminacdo do microrganismo através de mecanismos da imunidade
inata e da resposta imune adaptativa (Baron, 1996).

As infecgBes fungicas causam um amplo espectro de doencas em humanos,
acometendo desde sitios anatémicos superficiais envolvendo o estrato corneo da pele, até
infeccdes disseminadas atingindo cérebro, pulmao, coracgdo, figado, baco e rins. Apesar
disto, em geral, as infec¢cdes causadas por fungo tendem a ser relativamente benignas em
pacientes imunocompetentes. Entretanto, atualmente as doencas fungicas tém se tornado
um importante problema de saude publica devido ao uso intenso e inapropriado de agentes
antimicrobianos e, principalmente, ao elevado nimero de pacientes imunodeprimidos, seja
por terapia imunossupressora (no caso de pacientes com cancer ou transplantados) ou por
alguma doenca imunossupressiva (como a AIDS) (Jarvis, 1995, Speth et al., 2004). A
ocorréncia de aspergilose em paciente com sindrome respiratoria aguda severa (SARS)

(Wang et al., 2003) e a inclusdo do fungo dimorfico Coccidioides immitis como um agente
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de bioterrorismo em potencial (Dixon et al., 2001) indicam que a importancia clinica de
tais doencas continuara aumentando.

Os fungos apresentam uma relacdo complexa e ndo usual com o sistema imune de
vertebrados. Para a maioria dos fungos, a patogenicidade ndo é uma caracteristica estavel e
a patogénese das infeccOes fangicas envolve diversos fatores de viruléncia que permitem a
sobrevivéncia e a persisténcia do fungo no organismo hospedeiro, eventualmente levando a
danos teciduais. Entre os fatores de viruléncia dos fungos, podemos citar as estruturas de
adesdo que possibilitam a aderéncia do microrganismo ao tecido hospedeiro e a matriz
extracelular; a habilidade de usar diversas vias metabdlicas, que permite sua sobrevivéncia
intracelular; a termotoleréncia, capacidade de crescer a 37° C, essencial na disseminagao
para tecidos profundos; o dimorfismo, ou seja, a capacidade de existir em formas
diferentes (filamentosa e leveduriforme) e de alterar entre elas durante a infeccdo; e a
producéo e secre¢do de enzimas como fosfolipases, proteases e elastases, as quais, além de
causar danos ao hospedeiro também prejudicam suas defesas (Hogan et al., 1996).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro influenciam na manifestacdo e na
severidade das infeccdes fangicas, uma vez que as formas clinicas da doenca dependem da
resposta imune do paciente. Por exemplo, o sistema imune determina qual forma de doenca
se desenvolveré apos exposicdo continua ao Aspergillus fumigatus, variando de uma reacdo
alérgica, até uma infeccédo invasiva e profunda (Marr et al., 2002), ou se ocorrera transi¢cdo
da forma comensal para a parasitaria (infecciosa) de Candida albicans (Fidel et al., 1994;
Romani, 2004). Na maioria dos estudos em humanos, a mortalidade a partir de infecgOes
fangicas oportunistas (em que o agente naturalmente ndo é patogénico e apenas causa
doenga quando encontra uma falha na defesa imunoldgica do hospedeiro) excede 50%, e
apresenta indices mais elevados (acima de 95%) em pacientes que receberam transplante
de medula éssea e foram infectados por espécies de Aspergillus (Romani, 2004).

As micoses séo classificadas como superficiais, cutaneas, subcutaneas, profundas
e oportunistas. As micoses cutaneas estdo entre as infeccdes fungicas mais freqlientes,
acometem os tecidos queratinizados como pele, pélos, cabelos e unhas, atingindo tanto
individuos higidos quanto imunodeprimidos. As dermatofitoses, classicamente
denominadas de tineas ou tinhas, sdo causadas por um grupo relacionado de fungos
queratinofilicos capazes de utilizar queratina, uma proteina insollvel presente no estrato
corneo, como fonte de carbono e energia. Tais fungos sdo classificados em trés géneros -
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton - de acordo com a formacdo e morfologia

de seus conidios (estruturas de reproducgdo assexuada) e divididos em espécies zoofilicas,
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geofilicas ou antropofilicas, dependendo de seu habitat primario (animais, solo ou
humanos, respectivamente) (Kwon-Chung e Bennett, 1992).

Em geral, as dermatofitoses ocorrem cerca de cinco vezes mais em homens do
que em mulheres. Estudos indicam que o crescimento destes patégenos pode ser
influenciado por alguns horménios esterdides. Algumas espécies de Trichophyton e
Microsporum apresentam proteinas citosolicas que se ligam especificamente e com alta
afinidade a progesterona, e esta, em concentracfes farmacoldgicas e fisioldgicas, inibe o
crescimento de dermatofitos de uma maneira dose-dependente, sendo que as espécies
antropofilicas respondem mais a acdo dos esterdides do que as espécies geofilicas (Schar et
al., 1986; Clemons et al., 1988 e 1989). Tais estudos sugerem que a inibicdo do
crescimento pela progesterona e por outros compostos relacionados, desempenhe um papel
na restricdo da doenca em mulheres, através de um atraso no desenvolvimento da hifa,
permitindo o aparecimento de uma resposta eficaz do hospedeiro que elimina a infeccao
(Brasch e Gottkehaskamp, 1992).

A infeccdo por dermatofitos € adquirida através do contato direto com animais e
humanos infectados, ou indireto por fémites contaminados (Weitzman e Summerbell,
1995). Tal infecgdo pode levar a sintomas brandos ou severos dependendo do estado
imunologico do hospedeiro, ndo ocorrendo, geralmente, invasao de tecidos subcutaneos ou
orgdos internos. As lesdes dermatofiticas caracteristicas sdo circulares, eritematosas e
pruriginosas, estdo presentes em diversas partes do corpo e podem ser conseqiientes da
acao direta do fungo ou reacGes de hipersensibilidade ao parasita e/ou a seus produtos
metabolicos, transportados via hematogénica a locais distantes do foco priméario de
infeccdo (Minelli, 1991). No caso das reacOes alérgicas, a doenca € denominada
dermatofitide e esta classificada dentro das micoalergoses (alergias provocadas por fungos
ou por seus produtos metabdlicos) (Kwon-Chung e Bennett, 1992) .

O dermatofito mais frequentemente isolado de casos clinicos de tinea pedis (pés),
tinea unguium (unhas), tinea corporis (corpo), tinea mannum (maos) e tinea cruris (regiao
da virilha) é Trichophyton rubrum (Anstey et al., 1996; Zais e Rebell, 1996; Foster et al.,
2004). Estudos epidemiol6gicos mostram que este patdgeno foi responsavel por 48,6% dos
casos de dermatofitose na cidade de Séo Paulo no periodo de 1992 a 2002 (Chinelli et al.,
2003) e 49,7% em Goiania no periodo de janeiro a dezembro de 1999 (Costa et al., 2002).
Em Lausanne (Suica) e em Nova York (Estados Unidos), ele foi responsavel,
respectivamente, por 62,5% e 67% dos casos de onicomicose (infeccdo da unha) (Monod

et al., 2002; Jennings et al., 2002). Atualmente, um fator agravante das dermatofitoses é
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que em pacientes imunocomprometidos, T. rubrum vem atuando de maneira invasiva
provocando infeccBes profundas e generalizadas, até mesmo com o surgimento de
granulomas dermatofiticos (Novick et al., 1987; Grossman et al., 1995, Squeo et al., 1998;
Gorani et al., 2002; Nir-Paz et al., 2003; Tateishi et al., 2004).

Para que um agente infeccioso possa se instalar na pele, ele deve ser capaz de
sobrepor 0s mecanismos de defesa inatos do hospedeiro, 0s quais representam a primeira
linha de protecdo do organismo contra infecgbes. A estrutura fisica e quimica da pele
(como a presenca da queratina, que ndo é utilizada pela maioria dos microrganismos,
exceto por dermatéfitos e C. albicans), a constante exposicdo a luz ultravioleta, a
temperatura, a falta de umidade, a competicdo com a microbiota normal e a presenca de
acidos graxos, tornam o ambiente indspito para o crescimento de microrganismos (Ogawa
etal., 1998).

Um mecanismo importante na defesa contra agentes infecciosos que acometem
sitios anatémicos superficiais € a queratinizagédo, processo de renovacdo do estrato corneo
realizado pelos queratindcitos, que leva a descamacédo epitelial e consequentemente a
possivel remocao do fungo (Wagner e Sohnle, 1995). Na patogénese das dermatofitoses, o
contato inicial entre os artroconidios fungicos e o estrato cérneo &€ o evento mais
importante do inicio da infeccdo. ApoOs a adesdo, o artroconidio deve germinar e a hifa
penetrar no estrato cérneo rapidamente, para que o fungo ndo seja eliminado devido a
continua descamacdo do epitélio (Ogawa et al., 1998). Duek et al. (2004) estudaram a
infeccdo ex vivo por Trichophyton mentagrophytes e mostraram, nesse sistema, que apos
12 horas de infec¢do os microconidios aparecem implantados na camada superficial e que
a germinacdo ocorre dentro de 24 horas. Neste mesmo estudo, os autores relatam o
aparecimento de um material polimérico, de natureza quimica ainda desconhecida, entre o
microconidio e a célula do estrato cérneo trés dias ap6s a infec¢do, provavelmente
desempenhando um importante papel na adesdo dos esporos a superficie da pele. Ray e
Payne (1988) observaram que C. albicans e C. stellatoidea quando aderidas ao estrato
corneo, adquirem um material da familia das mucinas (coesinas), localizado entre os
esporos € 0s cornedcitos, sugerindo que tais pontes contém um componente
mucopolissacaridico.

Estudos de infeccdo in vitro mostram que T. rubrum e T. mentagrophytes
expressam adesinas, provavelmente de natureza glicoprotéica, que reconhecem e se ligam
a manose e galactose presentes na superficie de células epiteliais de ovario de hamster

chinés (CHO). A ligacdo a manose foi mais elevada do que a galactose, e T. rubrum
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expressa mais adesinas que T. mentagrophytes. Outro aspecto interessante quanto a
interacdo dos microconidios de T. rubrum com as células CHO, foi que os autores
observaram ndo apenas a adesdo como também a endocitose dos conidios, sugerindo que o
fungo apresenta a capacidade de invadir células uma vez que tais células ndo sdo fagocitos
profissionais. Ja na interacdo com macrofagos, fagdcitos profissionais que mediam a
resposta imune, o fungo se adere a superficie do macréfago, ocorrendo a fagocitose
classica e também uma fagocitose induzida na qual o fungo reconhece estruturas do
macrofago e é internalizado. Quando o macréfago é pré-tratado com citocalasina D, uma
substancia que impede a fagocitose por agir na despolimerizagdo dos filamentos de actina,
a internalizacdo do conidio também ocorre sugerindo uma participacdo ativa do fungo
neste processo (Esquenazi et al., 2003; 2004).

Uma vez aderido ao tecido hospedeiro, o dermatéfito deve obter nutrientes para
seu crescimento utilizando macromoléculas do hospedeiro como fonte de carbono,
nitrogénio, fosforo e enxofre. Um dos fatores mais importantes neste processo € a secrecao
de uma ampla variedade de enzimas como lipases, queratinases, elastases, colagenases,
desoxirribonuclease (DNase), fosfatases acida e alcalina e esterases (Yu e Harmon, 1968;
Apodaca e McKerrow, 1991; Brasch et al., 1991; Mushin et al., 1997; Singh, 1997). Esta
maquinaria metabdlica permite a utilizacdo de proteinas solUveis, substratos queratinosos,
acidos nucléicos, lipideos e mucinas como fonte de nutrientes dentro de um amplo espectro
de pH, possibilitando a completa instalacdo, desenvolvimento e permanéncia do
dermatofito no tecido hospedeiro.

Apodaca e McKerrow (1989a) relataram, em T. rubrum, a regulacdo da atividade
proteolitica em funcdo da concentracdo de carbono, nitrogénio e enxofre, e Tsuboi et al.
(1989) mostraram que proteases com atividade 6tima em pH &cido sdo importantes fatores
de viruléncia dos dermatofitos. Em 2004, Martinez-Rossi et al., propuseram um modelo de
regulacao das enzimas proteoliticas pelo pH, durante o processo infeccioso destes fungos.
Nos estagios iniciais da infeccdo, em resposta ao pH levemente acido da pele humana o
patdgeno ativa enzimas proteoliticas ndo especificas que atuam com atividade 6tima em
pH é&cido. Estas agem em substratos, queratinosos ou ndo, do estrato corneo gerando
peptideos que sdo hidrolisados a aminoacidos, os quais sdo utilizados pelo fungo como
fontes de carbono, nitrogénio e enxofre. Tais aminoacidos devem entdo reprimir a sintese
de proteases ndo especificas e induzir a sintese de queratinases. A utilizacdo destes
aminoacidos também leva a producdo de acetii CoA e a ativacdo de proteases e
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queratinases com atividade 6tima em pH alcalino, permitindo a ocorréncia da doenca
(figura 1).

| Dermatoéfito |
[
@ @

Queratina, proteinas
sollveis, acidos nucleicos,
etc.

Inducéo de queratinases e @ l @ Indugéo de proteases e

fosfatases alcalinas, — ’ <_ fosfatases acidas,

nucleases, etc. nucleases, etc.

Polipeptideos,
oligonucleotideos, etc.
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®
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Alcalinizacéo

g

Infeccédo

Figura 1. Modelo proposto para a regulacdo pelo pH das enzimas proteoliticas secretadas pelos dermatéfitos.
O monitoramento do pH acido da pele nos estagios iniciais da infeccdo acarreta a ativacéo (+) de proteases e
queratinases com atividade 6tima em pH acido e a repressdo (-) de queratinases com atividade 6tima em pH
alcalino, liberando polipeptidios. A clivagem destes polipeptidios em aminoécidos, provavelmente por
peptidases, suprira o dermatdfito com fontes de carbono, nitrogénio e enxofre. A utilizacdo de alguns
aminoacidos, como glicina, produzira acetil CoA citoplasmatico induzindo a alcalinizacdo do meio, e
consequente repressdo (-) das proteases e queratinases com atividade 6tima em pH &cido, e ativacdo (+) das
queratinases com atividade 6tima em pH alcalino. A ativacdo das enzimas proteoliticas com atividade 6tima
em pH alcalino ocasionara a infec¢do e a manutencdo do dermaté6fito no tecido hospedeiro. (Martinez-Rossi
et al., 2004).

Desta maneira, a secrecdo de enzimas € um processo importante na invasdo e
utilizacdo do tecido hospedeiro e também na instalagdo dos dermatofitos, sendo
fundamental para sua patogenicidade. A secrecdo de lipases, por exemplo, é importante na
colonizacdo do tecido cutaneo, uma vez que a pele apresenta acidos graxos saturados que

constituem uma barreira importante contra patégenos que infectam sitios anatdbmicos
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superficiais. Varios tipos de esfingosideos foram recentemente encontrados e sdo efetivos
contra certos dermatofitos e C. albicans (Bibel et al., 1993; Wagner e Sohnle, 1995).

Como mencionado anteriormente, as dermatofitoses tendem a ser restritas as
camadas superficiais da pele, unha e cabelo. Tal fendmeno tem sido relacionado a presenca
de transferrina insaturada na derme, podendo impedir o crescimento do fungo nas camadas
mais profundas da pele através da competicdo pelo ferro (Roth et al., 1959; King et al.,
1975). O confinamento do fungo as camadas superficiais provavelmente o protege do
contato direto com células efetoras do sistema imune. Entretanto, algumas destas infec¢des
sdo altamente inflamatérias uma vez que se pode observar descamacdo e formacdo de
pustulas e vesiculas no local da infeccdo, existindo uma relacdo inversa entre o grau de
inflamacdo e a cronicidade da doenca. Geralmente, as lesées menos inflamatdrias, como as
causadas por T. rubrum, sdo mais crbnicas e persistentes enquanto que as infecc¢des
causadas por T. mentagrophytes sdo agudas e mais inflamatdrias (Sohnle, 1993; Wagner e
Sohnle, 1995; Ogawa et al., 1998). Microscopicamente, as lesGes sdo caracterizadas pelo
acimulo de neutrdfilos na pele em infecgbes agudas ou um infiltrado mononuclear em
infeccBes cronicas (Ogawa et al., 1998). Tais células sdo atraidas para o local da les&o por
varios mecanismos, entre 0s quais podemos citar os fatores do sistema complemento que
pode ser ativado atraves da via alternativa pelo fungo, levando a geracédo de anafilatoxinas,
qguimiotoxinas e opsoninas, fatores importantes para a defesa do hospedeiro contra
infecgBes dermatofiticas e também nas reagdes inflamatdrias mediadas por tais moléculas
(Swan et al, 1983). Além disso, Tagami et al. (1989) relataram que os dermatofitos liberam
alguns fatores quimiotaticos, andlogos aos produzidos por bactérias, que também seriam
responsaveis pelo recrutamento de células no local da lesédo.

De maneira geral, o controle das infecgdes fungicas depende inicialmente dos
complexos mecanismos de defesa caracteristicos de cada hospedeiro. A doenca se instala
quando ocorre uma falha nesta defesa, tornando-se necessario utilizar drogas fungicidas ou
fungistaticas que atuem o mais especificamente possivel contra os patdégenos, de modo a
evitar danos ao hospedeiro. Entretanto, essa especificidade é limitada devido ao pouco
conhecimento em varias areas da biologia dos patdgenos, tais como: mecanismos
responsaveis pela viruléncia (Gozaldo et al., 1993), caracteristicas biologicas dos fungos,
mecanismos de resisténcia aos antifingicos disponiveis no mercado (Martinez-Rossi,
1995) e mecanismos envolvidos na secrecdo das enzimas relacionadas com a

patogenicidade.
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Os antifangicos de uso comum apresentam um nudmero limitado de alvos
celulares, como o ergosterol e as enzimas envolvidas na sua sintese, a sintese de acidos
nucléicos e da parede celular e a formagdo de microtdbulos (Odds et al., 2003). O
ergosterol é o principal esterol da membrana plasmatica de fungos, sendo importante para
manter a fluidez e integridade da membrana e para o funcionamento adequado de enzimas
da prépria membrana celular, incluindo a quitina sintetase que esta envolvida no
crescimento e divisdo celular (Georgopapadakou e Walsh, 1996; White et al., 1998).

Acidos graxos apresentam propriedades antiflingicas, as quais tém sido avaliadas
ha muito tempo, principalmente em relacdo a infecgdes de pele (Garg e Muller, 1993). O
primeiro autor a descrever as propriedades antimicéticas dos acidos graxos foi Clark, em
1899. Kiesel (1913) notou um aumento na atividade antifungica dos acidos graxos
saturados em funcdo do aumento no nimero de atomos de carbono na cadeia dos mesmos.
Entretanto, Peck e Rosenfeld (1938) relataram as propriedades antifingicas do acido
valérico (Cs) e concluiram que ndo havia relacdo entre o comprimento da cadeia e as
propriedades fungicidas dos acidos graxos na série de C; a Cyo, estendida para 12 atomos
de carbono por Thornton (1963). Os experimentos de Keeney et al. (1944) e Wyss et al.
(1945), mostraram que os &cidos graxos de cadeia longa da série de Cy, a Cy6 apresentavam
uma maior propriedade fungistatica e fungicida em relacdo aos da série de Cza Cyo. Porém,
em 1993, Garg e Miller demonstraram que os acidos graxos saturados de cadeia curta (C;
a Cy1) sdo mais toxicos para dermatoéfitos do que os de cadeia longa (acima de Cyy) e que 0
acido undecandico (Cy1) é 0 mais toxico da série de C;a Cys.

A inibicdo do crescimento de T. rubrum e de outros fungos patogénicos por
acidos graxos de cadeia longa, saturados e insaturados, foi descrita no inicio da década de
70 por Nathanson (1972). Em geral, os acidos graxos inibem varios processos bioldgicos,
como a respiracgdo celular (Vicher et al., 1959), o metabolismo de carboidratos (Heseltine,
1952), a captacdo de fosfato (Samson et al., 1955), o metabolismo de fosfolipideos, a
biossintese e o catabolismo de varios fosfatideos deste dermatoéfito (Das e Banerjee,
1982a). Esses efeitos em processos celulares, aparentemente ndo relacionados, sugerem
que a interacdo entre o &cido graxo e as enzimas celulares de fungos sensiveis pode ser
ndo-especifica (Horsfal, 1956; Thornton e Taylor, 1963).

Em particular, o acido undecandico (AUN) é capaz de alterar a secrecdo de enzimas
consideradas importantes fatores de viruléncia para dermatdéfitos, inibindo queratinases e
lipases extracelulares e estimulando a producdo de fosfolipase A extracelular em T.

rubrum, além disso, linhagens resistentes a esta droga ndao foram capazes de infectar
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cobaias (Das e Banerjee, 1982b). Os autores sugeriram que o efeito observado poderia ser
hipbtese foi questionada pelos experimentos de Kok et al. (1996), mostrando que, na
bactéria Acinetobacter calcoaceticus, a producédo de lipase € reprimida pelos acidos graxos,
principalmente os de cadeia longa, ou por seus produtos de degradacdo na etapa de
transcricdo génica. Entretanto, o envolvimento do acido undecandico no controle da
expressao e secrecdo dessas enzimas e a possivel relacdo entre os mecanismos de
resisténcia ao 4&cido undecandico e a secrecdo de enzimas importantes para a
patogenicidade de T. rubrum ainda ndo estdo bem elucidados.

Atualmente, as pesquisas envolvendo o acido undecanoico abordam seu uso
conjugado (ligado) a peptideos antimicrobianos de modo a aumentar o espectro de agédo
destes compostos que, em sua maioria, sao altamente ativos contra bactérias mas ndo sao
efetivos contra fungos. A ligacdo de &cidos lipofilicos de diferentes tamanhos (&cido
heptandico, acido palmitico e, principalmente, acido undecanéico) a extremidade N-
terminal de um andlogo da magainina, um potente peptideo antimicrobiano seletivo para
bactérias, levou a uma atividade antifingica deste peptideo contra Cryptococcus
neoformans, C. albicans e A. fumigatus (Avrahami e Shai, 2002). A conjugacdo do AUN a
peptideos sintéticos, que sozinhos apresentam pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana,
também foi efetiva contra os fungos citados acima e também contra bactérias como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
(Avrahami e Shai, 2002 e 2003). Os autores relataram que estes lipopeptideos sintéticos
atuam diretamente na membrana plasmatica da célula, apresentando a habilidade de
atravessar a parede celular, interagir e aumentar a permeabilidade da membrana
citoplasmatica.

As infecgOes causadas por T. rubrum geralmente estdo associadas a recidivas
sequidas da interrupcdo da terapia antifingica, porém elas ndo tém sido relacionadas a
resisténcia a antifangicos (Jackson et al., 1999). Mukherjee et al. (2003) relataram o
primeiro caso de resisténcia primaria a terbinafina, uma das drogas mais utilizadas em
casos de dermatofitose, em linhagem de T. rubrum isolada de um paciente com
onicomicose cujo tratamento oral com terbinafina ndo foi efetivo. Tal isolado apresentava
susceptibilidade ao itraconazol, ao fluconazol e a griseofulvina, e resisténcia cruzada com
varios outros inibidores da esqualeno epoxidase, incluindo naftidina, butenafina, tolnaftato

e tolciclato, sugerindo um mecanismo de resisténcia alvo especifico.
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Os principais mecanismos bioquimicos e moleculares que contribuem para o
fenotipo de resisténcia a drogas em eucariotos sdo: reducdo da captacdo da droga;
modificacdo ou degradacdo da droga dentro da célula; alteracbes na interacdo da droga
com o sitio alvo ou em outras enzimas envolvidas na mesma via enzimética, através de
mutacOes pontuais, super expressao da molécula alvo, amplificacdo e conversdo génica
(recombinacdo); aumento do efluxo celular, por exemplo, por uma maior expressao das
bombas de efluxo como os transportadores do tipo ABC (ATP binding cassette) (White et
al., 1998). Inimeros genes envolvidos na resisténcia adquirida j& foram identificados em
alguns fungos como A. nidulans (Pereira et al., 1998; Rocha et al., 2002), C. albicans
(Barker et al; 2004), C. neoformans (Posteraro et al., 2003), entre outros.

A resisténcia a terbinafina em A. nidulans, por exemplo, € mediada pela super
expressdo do gene salA que codifica uma enzima, a salicilato 1-monooxigenase, que
cataliza a formagdo do catecol a partir do salicilato, intermediario necessério para a
degradacéo de naftaleno (nucleo aromatico presente na estrutura quimica da terbinafina)
(Graminha et al., 2004). Posteraro et al. (2003) observaram a super expressdo de um gene
que codifica um transportador do tipo ABC (CnAFR1) numa linhagem de C. neoformans
resistente ao fluconazol e comprovaram através de nocaute génico que este gene estava
relacionado ao processo de resisténcia, pois houve um aumento na susceptibilidade a droga
na linhagem com o gene rompido e a reversao do fendtipo de resisténcia quando o gene foi
re-introduzido nesta mesma linhagem. Em experimentos de microarranjos, Barker et al.
(2004) identificaram a super expressdo de genes, pela linhagem de C. albicans resistente a
anfotericina B e ao fluconazol, envolvidos na sintese do ergosterol, no estresse celular e na
resisténcia a outros inibidores da via de sintese do ergosterol. Em T. rubrum, dois
transportadores do tipo ABC, atrD e atrE, foram identificados mostrando-se importantes
ndo s6 no processo de resisténcia a diversos antifingicos, mas também na secrecdo de
enzimas e provavelmente na patogenicidade deste dermatdfito (Fachin, 2001; Cervelatti,
2003).

A comparacdo biologica entre linhagens de uma mesma espécie apresentando
diferentes niveis de resisténcia e/ou sensibilidade a agentes inibidores de crescimento é
amplamente utilizada nos estudos dos mecanismos envolvidos nos processos de resisténcia
a tais drogas. Os genes expressos por um organismo sdo as unidades funcionais béasicas de
seu DNA gendmico e como tais regides ndo podem ser identificadas a partir da seqiiéncia
gendmica por si, os produtos génicos, RNAs mensageiros (MRNAS) ou proteinas, devem

ser isolados das células, seqlienciados e identificados. Os genes que Sa0 expressos em
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niveis baixos ou que sdo expressos apenas em determinado tipo celular, estagio de
desenvolvimento ou condi¢cdes de cultivo, podem ser responsaveis por fendtipos
diferenciados, pela progressdo do desenvolvimento ou regulacdo do crescimento celular
(Martin e Pardee, 2000). Deste modo, a “genética da expressao” ou “gendmica funcional”
¢ uma das estrategias mais utilizadas na descoberta e na compreensdo de mecanismos
moleculares envolvidos em diversos processos bioldgicos (Liang e Pardee, 2003), inclusive
na resisténcia a antifingicos (Agarwal et al., 2003; Bammert e Foster, 2000). Ao longo dos
ultimos anos, diversas tecnologias foram desenvolvidas para estudar e comparar genes
diferencialmente expressos entre células submetidas a diferentes condicOes e/ou estimulos.
Entre elas podemos citar as técnicas de DDRT-PCR (Differential Display Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction), microarranjos (microarrays), hibridacéo
subtrativa, biblioteca subtrativa e SAGE (Serial Analysis of Gene Expression).

A técnica de DDRT-PCR foi descrita inicialmente por Liang e Pardee, em 1992, e
consiste basicamente em duas etapas que estdo ilustradas na figura 2. A primeira, € uma
reacdo de transcri¢do reversa da populacdo de mMRNA a ser analisada, para obtencdo de
DNA complementar (cDNA) fita simples, usando um oligonucleotideo iniciador poli T
[oligo d(T)], que se pareia a cauda poliadenilada (poli-A) do mRNA eucarioto. Este oligo
d(T) pode possuir na extremidade 3’ uma (A, C ou G) ou duas bases-ancora (MN: M pode
ser A, C ou G e N pode ser A, C, G ou T). Utilizando cada oligo d(T) trabalha-se,
respectivamente, com 1/3 e 1/12 dos mMRNASs expressos por uma célula. A segunda etapa
consiste na amplificacdo dos cDNAs obtidos através de uma reacdo de PCR utilizando
oligonucleotideos de sequéncia arbitraria, contendo de 10 a 13 bases 0 que permite 0 seu
pareamento inespecifico ao cDNA. A analise é feita em gel de poliacrilamida,
comparando-se os fragmentos de cDNA das populag¢des em estudo (Liang e Pardee, 1992;
Liang et al., 1994).
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Figura 2. Representacdo esquematica da reagdo de DDRT-PCR (Liang e Pardee, 2003).

Uma das principais vantagens do DDRT-PCR, comparado as demais técnicas de

analise de expressdo diferencial de genes, é 0 uso de pequenas quantidades de RNA total,

ndo havendo a necessidade de utilizar RNA poli (A)*. Outras vantagens desta metodologia

sdo a simplicidade, a rapidez, a capacidade de comparar diferentes estimulos e condigdes, a

reprodutibilidade e a capacidade de se descobrir genes novos, uma vez que a técnica pode

ser realizada sem o conhecimento, ou mesmo hipotese, de quais genes estariam envolvidos

em determinado processo celular. Entretanto, ela também apresenta algumas desvantagens,

como a necessidade de utilizar técnicas complementares trabalhosas e que consomem
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grande quantidade de RNA para a confirmacdo da expressdo génica diferencial, a alta
freqliéncia de falsos positivos, a clonagem de seqiiéncias pequenas correspondentes a
regido 3’ ndo traduzida (3’ untranslated region — 3’'UTR) que poderia reduzir a informagao
sobre o produto génico (Bertioli et al, 1995; Wan et al, 2001).

O differential display tem sido aplicado para investigar diversos mecanismos
celulares como, por exemplo, genes relacionados as vias de transducdo de sinal, a
diferenciacdo e ciclo celular, a resisténcia a drogas e busca de novos alvos, ao estresse
nutricional e ambiental e na identificacdo de marcadores moleculares para diagnostico e
prognostico de doencas (Sturtevant, 2000; Liang, 2003). Embora a tecnica tenha sido
descrita para se analisar genes eucariotos, algumas modificacdes na técnica possibilitaram
0 uso de DDRT-PCR também na analise da expressdo diferencial de genes em procariotos
(Fislage, 1998; Fleming et al, 1998). Em Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), um
fitopatdgeno responsavel pelo cancro citrico, 0 DDRT-PCR foi utilizado em estudos de
monitoramento da expressao génica em resposta ao pH e a presenca de antibioticos
(Defina, 2003) e, em Haemophilus parasuis (patégeno de suinos) sete genes relacionados a
viruléncia foram diferencialmente expressos quando a bactéria foi exposta a condi¢des que
mimetizavam as encontradas in vivo (Hill et al., 2003).

Uma das principais areas de investigacdo na qual DDRT-PCR tem sido muito
usado é na pesquisa do céancer, identificando-se muitos oncogenes e genes alvos da
proteina supressora de tumores p53 (Liang e Pardee, 2003). Esta técnica de expressao
diferencial de genes também tem sido util na identificacdo de genes envolvidos no
desenvolvimento e diferenciacdo de células do sistema imune e na interacdo celular
durante diversas fases da resposta imune. Os estudos sobre o perfil de expressao génica em
diferentes linhagens celulares tém utilizado células mononucleares do sangue periférico de
humanos, células derivadas do baco, timo ou medula éssea, células provenientes de
camundongos transgénicos, células tratadas com citocinas ou outras drogas, etc. Varias
moléculas como marcadores de superficie celular (integrinas), chaperonas e moléculas
sinalizadoras, receptores nucleares e fatores de transcricdo tém sido isolados através destes
estudos (Ali et al., 2001).

Em fungos patogénicos, varios estudos tém sido realizados buscando uma melhor
compreensdo dos diversos mecanismos moleculares envolvidos em Varios processos
celulares, principalmente na patogénese das infeccBes flngicas, na interagdo com o
hospedeiro e na busca de novos alvos para antifungicos. Utilizando DDRT-PCR, Prigneau

et al. (2003) encontraram sete genes de C. albicans, cuja expressao foi induzida durante a
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fagocitose desta levedura por macréfagos murinos. Tais genes codificam proteinas
metabolicas relacionadas a 3-oxidacéao e ao ciclo do glioxolato (via bioquimica ausente em
mamiferos) e proteinas envolvidas na transducdo e no monitoramento de sinais ambientais,
como a falta de nutrientes no meio extracelular. Neste estudo, os autores sugerem que a
inducdo destes genes seja devido a uma limitagdo dos nutrientes dentro do macrofago e
seria, portanto, uma reacdo de defesa do fungo, e que a mudangca do metabolismo
energético utilizando glicose para uma via metabolica dependente de lipideos seja
necessaria para que ocorram as mudancas morfogenéticas que permitem que o fungo
produza hifas e escape do macréfago. Também utilizando DDRT-PCR, Rude et al. (2002)
estudaram o perfil transcricional de C. neoformans, uma levedura capsulada que causa
quadros de meningite, durante a progressao da infeccdo e detectaram no sétimo dia de
infeccdo, uma inducdo significativa de um gene que codifica a enzima isocitrato liase,
envolvida na via do glioxolato e que se encontra em altos niveis sob condigdes de baixa
tensdo de oxigénio e glicose, na presenca de acetato, em altas temperaturas e durante o
crescimento intracelular.

Em Histoplasma capsulatum, um fungo dimdrfico que causa uma infeccédo
pulmonar crdnica, os pesquisadores identificaram genes que foram induzidos na levedura
apos este patdgeno ter sido ingerido por macréfagos. Os autores relatam que o0s produtos
destes genes podem ser responsaveis pela adesdo da levedura aos fagdcitos e pela
resisténcia deste patdgeno a resposta microbicida do fagécito (Porta e Maresca, 2000).
Venancio et al. (2002) avaliaram genes diferencialmente expressos em Paracoccidiodes
brasiliensis, fungo dimoérfico causador de micose sistémica em humanos, durante a
transicdo dimorfica de hifa para levedura, e encontraram trés fragmentos de cDNA
expressos apenas na fase micelial e dois expressos na fase de transicdo micélio-levedura.
Estes estudos demonstram o amplo espectro de estudos que estdo sendo realizados

atualmente, utilizando a metodologia de DDRT-PCR.
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1. Justificativa e Objetivo

A importancia clinica de T. rubrum e a relagcdo entre secrecdo de enzimas com a
patogenicidade deste fungo tornam relevantes os estudos dos mecanismos adaptativos que
este patogeno utiliza para o crescimento e a permanéncia no tecido hospedeiro, e para a
secrecdo de enzimas durante o processo infeccioso. A possivel relacdo entre o0s
mecanismos de resisténcia ao acido undecandico e a secre¢do de enzimas importantes para
a patogenicidade de T. rubrum, e o envolvimento deste acido graxo no controle da
expressédo dessas enzimas ainda ndo séo conhecidos, tornando-se assim um alvo importante
para caracteriza¢do molecular.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na resisténcia ao acido undecanoico, em T. rubrum, e analisar a possivel

associacao destes mecanismos com a patogenicidade deste dermatdfito.

Para atingir este objetivo os seguintes aspectos foram abordados:

% Ensaios de susceptibilidade da linhagem selvagem ao acido undecandico;

% Obtencédo de uma linhagem de T. rubrum resistente a esta droga;

«  Ensaios de susceptibilidade ao &cido undecandico das linhagens selvagem e
mutante;

% Analise do crescimento das linhagens sensivel e resistente ao AUN em
diferentes fontes de carbono, pH e queratina;

+« Analise das enzimas secretadas pelas linhagens selvagem e mutante;

« Analise dos genes diferencialmente expressos pelas linhagens, através da
metodologia de DDRT-PCR.
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1. Material e métodos

1. Linhagens

1.1. Linhagem de Trichophyton rubrum

A linhagem H6 (ATCC MYA-3108) de T. rubrum, utilizada neste trabalho, foi
isolada de um paciente do sexo feminino, do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, USP, portador de tinea cruris. Esta linhagem foi identificada
conforme descrito em McGinnis (1980), pela Profa. Dra. Claudia Maria Leite Maffei,
responsavel pelo setor de Micologia do Departamento de Biologia Celular e Molecular e
Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP. As
caracteristicas desta linhagem sdo: coldnia branca de aspecto cotonoso e encorpado, 0
reverso da col6nia ndo apresenta pigmentacdo apds 15 dias de crescimento em meio agar
Sabouraud (Atlas, 1993); apresenta microconidios sesseis em forma de lagrima,
macroconidios claviformes e resisténcia in vivo ao tratamento com griseofulvina
(comunicacdo pessoal). Estudos de seu cariotipo mostraram a presenga de pelo menos
cinco cromossomos, e 0 genoma apresenta aproximadamente 22,05 Mbp (Cervelatti et al.,
2004).

1.2.  Cepa de Escherichia coli
A cepa pMOS Blue endAl hsdR17 supE44 recAl gyrA96 relAl lac [F', pro AB, lac

1, ZAM15, Tn10 (Tet")] foi utilizada para a amplificacdo dos plasmidios recombinantes.

2. Manutencéo e estoque das linhagens

2.1. Linhagens de T. rubrum

Para a preservacdo da linhagem MYA-3108 por periodos mais longos, foram
utilizados tubos de ensaio contendo meio agar Sabouraud inclinado (Atlas, 1993). O
mutante resistente ao acido undecanoico, obtido através de irradiacdo com luz ultravioleta
(item 5.2) da linhagem MY A-3108, foi estocado no mesmo meio de cultura contendo &cido
undecandico na concentracdo para a qual ele é resistente (80 pug/mL). Apds o cultivo, as

linhagens foram mantidas em temperatura ambiente e, para repiques periddicos, foram
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inoculadas com o auxilio de palitos esterilizados, em placas de Petri contendo meio agar

Sabouraud e incubadas a 28° C por 15 dias.

2.2.  Cepa de Escherichia coli

A cepa de E. coli foi cultivada em meio LB liquido acrescido de tetraciclina (15
ug/mL) por 12 a 24 horas a 37° C. Aliquotas de 1 mL da cultura, contendo 15% (v/v) de
glicerol esterilizado, foram estocadas a -80° C. Quando necessério, uma aliquota foi
descongelada e inoculada no meio de cultura apropriado. As bactérias contendo plasmidio
com o gene de resisténcia a ampicilina foram estocadas na presenca deste antibiético na

concentracdo de 50 ug/mL de meio de cultura.

3. Meios de cultura

3.1.  Meio Minimo - MM (Cove, 1966)

Solucéo de sais (item 4.2)................. 20 mL

Agua destilada (9.5.p)...cccoverrvrernne. 1000 mL

O pH do meio foi ajustado em 6,8. O meio foi autoclavado a 1 atm de pressao e
120° C por 20 minutos. Para o preparo do meio sélido foi adicionado agar para uma
concentracdo final de 1,5% (m/v). Este meio ndo contém glicose nem nitrato de sodio.

Quando necessario, foram acrescentados 50 mM de glicose e 70 mM de nitrato de sédio.

3.2.  Meio Sabouraud modificado (Atlas, 1993)

GlICOSE. ..., 20 ¢
Peptona........cccevvveeiiiieiiiie e, 109
Agua destilada (9.5.0)....cccovovvrvrrnnne. 1000 mL

O pH do meio foi ajustado para 5,7. O meio foi autoclavado a 1 atm de presséo e
120° C por 20 minutos. Para o preparo do meio sélido foi adicionado agar para uma

concentracéo final de 1,5% (m/v).

3.3.  Meio RPMI-1640
10,4 g do meio RPMI-1640 (Gibco BRL) (tabela 1) foram dissolvidos em 900 mL
de &gua destilada. A seguir, foi adicionado MOPS [&cido 3-(N-morfolina)
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propanosulfonico] para uma concentracdo final de 0,165 M, agitando-se até a completa
dissolucdo do meio. O pH foi ajustado para 7,0 utilizando hidréxido de soédio 1 M e o
volume completado para 1 L com &gua destilada. O meio foi esterilizado através de um

sistema de filtragdo com membrana de nylon de 22um e estocado a 4° C.

Tabela 1: Constituintes do meio RPMI-1640.

Constituinte g/L Constituinte g/L
L-arginina 0,200 Biotina 0,0002
L-asparagina (anidro) 0,050 D-pantoténico 0,00025
Acido L-aspartico 0,020 Cloreto de colina 0,003
L-cisteina.2HCI 0,0652 Acido félico 0,001
Acido L-glutamico 0,020 Mio-inositol 0,035
L-glutamina 0,0300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 Acido p-aminobenzoico 0,001
L-histidina 0,015 Piridoxina HCI 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B 0,000005
L-lisina HCI 0,040 Nitrato de célcio.H,O 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnesio 0,04884
(anidro)
L-prolina 0,020 Cloreto de sodio 6,000
| serina 0,030 Fosfato de sddio dibasico 0,800
(anidro)
L-treonina 0,020 D-glicose 2,000
L-triptofano 0,005 Glutationa reduzida 0,001
L-tirosina.2Na 0,020 Vermelho de fenol 0,0053

L-valina 0,020
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3.4. Meio de Luria e Bertani - LB (Sambrook et al., 1989)

TriptoNa.....ccooeveeieceee e, 10g
Extrato de levedura............cccccvenenen, 50
Cloreto de potassio..........cccccvrviunnens 0,29
Cloreto de sOdio........cccccoevvvrverirannene 0,69
Agua destilada (9.5.p.)..ccoverrvrrnnne. 1000 mL

O pH do meio foi ajustado para 7,4. O meio foi autoclavado a 1 atm de presséo e
120° C por 20 minutos. Para o preparo do meio sélido foi adicionado agar para uma

concentracéo final de 1,5% (m/v).

3.5. Meio SOC

Cloreto de potassio 2 M.................... 321 uL
Cloreto de magnésio 1 M.................. 250 pL
Sulfato de magnésio 1 M.................. 500 pL
Glicose 1 M......ooeirirciccccce, 500 pL
Meio LB (0.5.P.)-ccovereereerienieiisieeene 25 mL

Todas as solucdes utilizadas foram autoclavadas a 1 atm de presséo e 120° C por 20

minutos. O meio foi estocado a -20° C.

3.6. Meio para protease (Katz et al., 1996)

Meio minimo (item 3.1) acrescido de 1% (m/v) de leite em pd. O pH do meio foi
ajustado em 5,0, 6,8 e 8,0. Para 0s meios tamponados, foi utilizado citrato de sédio 50 mM
(pH5,0), PIPES 50 mM (pH 6,8) e tris-HCI 50 mM (pH 8,0). Os meios foram autoclavados
a 1 atm de pressdo e 120° C por 20 minutos, e suplementados com glicose e nitrato de

sodio, para concentragdo final de 50 mM e 70 mM, respectivamente.

3.7. Meio para lipase (Mushin et al., 1997)
Meio minimo (item 3.1) suplementado com glicose e nitrato de sodio, para uma
concentragéo final de 50 mM e 70 mM, respectivamente, e 1% (v/v) de tween 20.

3.8.  Meio de queratina
Meio minimo (item 3.1) contendo 0,5% de queratina (Biomedicals).
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4. Solugdes

4.1.  Solucédo de elementos-traco (Cove, 1966)

Borato de sodio decahidratado........................ 40 mg
Sulfato de cobre pentahidratado..................... 400 mg
Sulfato de ferro heptahidratado...................... 532 mg
Sulfato de manganés monohidratado.............. 292 mg
Molibdato de sédio bihidratado...................... 800 mg
Sulfato de zinco heptahidratado...................... 8¢
Agua destilada esterilizada (q.5.p.)........c....... 1000 mL

Esta solucéo foi mantida em cloroformio a 4° C.

4.2.  Solucéo de sais (Cove, 1966)

Cloreto de POtaSSIO........ccceverveeriereeiiiieieeenes 26 ¢
Sulfato de magnésio heptahidratado.................. 26 g
Fosfato de potassio monobasico........................ 76 ¢
Solucéo de elementos-trago (item 4.1).............. 50 mL
Agua destilada esterilizada (g.S.p.).....c..ccrvvnev 1000 mL

Esta solucdo foi mantida em cloroférmio a 4° C.

4.3.  Solucéo de vitaminas (Cove, 1966)

ACIAO FOHCO. ... 10 mg
ACIdO NICOICO. .....vvvrecrereeeiereceeee s 100 mg
Acido p-aminobenzoico............cccevvene.. 25 mg
BIOtING......cviiiiiiiec e, 1mg
Cloreto de colina.........cccoevvevveieiieecieenns 100 mg
MesoinoSItol..........ccccvveveiieiiciecccee, 200 mg
Piridoxina HCl........cccoooiiiiiiiiiece e, 50 mg
Pantetonato de CAICIO...........cccveriririiienns 100 mg
Riboflavina..........ccccoovvviieiecee e 100 mL
TIAMINA. ... 50 mg
Agua destilada esterilizada (q.S.p)............. 100 mL

Esta solucéo foi mantida em frasco escuro em cloroférmio a 4° C.
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44. Solucdo de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)
(Sambrook et al., 1989)

A solucdo estoque de X-gal foi preparada em N, N-dimetilformamida na

concentracdo de 20 mg/mL. Esta solucdo foi mantida a —20° C em frasco escuro, para

evitar a fotodegradacéo.

45. Solugdo de IPTG (Isopropyl- B-D-thiogalactopyranoside) (Sambrook et
al, 1989)
A solucéo estoque de IPTG foi preparada dissolvendo-se 2 g de IPTG em 10 mL de

agua destilada esterilizada, e mantida a -20° C.

4.6.  Solucao estoque de acido undecanoico (AUN) (Sigma)
A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 100 mg/mL, utilizando
cloroférmio como solvente. Como esse solvente é volatil, a solucdo foi preparada no

momento do uso.

4.7.  Tampéao TAE (Tris-Acetato) (Sambrook et al., 1989)

TrIS-DASe.....oiiiiieic 242 g
Acido acético glacial............cc.cccvrrrnnnnn 57,1 mL
EDTAOSM...ccoeiiee e, 100 mL
Agua destilada (9.5.p)....cevvrrerrrerreenennn. 1000 mL

O pH foi ajustado para 8,0 e a solucdo autoclavada a 1 atm de pressdo e 120° C por

20 minutos.

4.8. Tampéao Tris-EDTA - TE (Tampéo de elui¢ao) (Sambrook et al., 1989)
Tris-HCIL.....oooo . 10M
EDTAPHS80..coveiiiii 1M

O pH foi ajustado para 8,0 e a solucdo autoclavada a 1 atm de pressdo e 120° C por

20 minutos.
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4.9.  SolucGes para RNA

4.9.1. Agua livre de RNAse (Sambrook et al., 1989)
Para evitar a contaminacdo da dgua com RNase, a gua deionizada utilizada na
extracdo e no preparo de solucdes para RNA foi tratada com DEPC (dietilpirocarbonato)

0,01% (v/v) e incubada a 37° C por 18-20 horas e autoclavada por 30 minutos, a 1 atm de

pressédo e 120° C.

4.9.2. Tampdo desnaturante para extracdo de RNA

Citrato de sodio pH 6,8...........cccceevenene 26 mM
N-lauril sarcosil.........cccccovvveviniieninnnns 0,5% (m/v)
2-B-mercaptoetanol...........cccccevveenne. 125 mM
Tiocianato de guanidina...................... 4 M

O tampdo foi preparado com agua livre de RNAse e mantido em frasco escuro a 4°

4.9.3. Gel para RNA (Sambrook et al., 1989)
Para o preparo do gel para RNA, a agarose foi dissolvida em agua tratada com
DEPC e, em seguida, fundida. Quando a temperatura atingiu aproximadamente 60° C, os

seguintes reagentes foram adicionados:

Formaldeido.........ocovvivieiineniicicie 20 mL
Agarose 1,5% (m/v) fundida.................. 70 mL
Tampéo de corrida 5X........ccccovveriennnnne 22 mL

4.9.4. Tampao de corrida 5X

MOPS pH 7,0....cveiiiiece e, 100 mM
Acetato de SOAI0.......ccevvveeeeeeeeeee 40 mM
EDTAPHSB,0. oo, 5mM

Este tampéo foi preparado com agua livre de RNAse e mantido em frasco escuro a

temperatura ambiente.
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49.5. Preparo das amostras
Em um microtubo de 1,5 mL foram misturados 10 uL de RNA, 2 uL de tampé&o de
corrida 5X, 3,5 uL de formaldeido, 10 uL de formamida e 2 uL de dye loading solution
[tampdo de corrida 1X, glicerol 30% (v/v) e um traco de azul de bromofenol contendo
brometo de etideo (1 ug/uL)]. As amostras foram incubadas a 65° C por 15 minutos e
resfriadas rapidamente em gelo. A seguir, foram aplicadas em gel para RNA (item 4.9.3.) e

submetidas a eletroforese por 4 V/cm em tampdo de corrida 1X.
4.10. Solugdes para DDRT-PCR
4.10.1. Oligonucleotideos
Os oligonucleotideos utilizados foram diluidos para uma concentracdo final de 10
pmol/pL (estoque). A tabela 2 mostra as sequiéncias dos oligonucleotideos utilizados nos

experimentos de DDRT-PCR.

Tabela 2: Sequiéncia dos oligonucleotideos utilizados nos experimentos de DDRT-PCR

Oligonucleotideos Sequéncia (5" —3)
LT11C TGCCAAGCTTTTTTITTTTC
HT11C AAGCTTTTTTTTTTITC

Eal TTT TAT CCAGC

Ea4 TCAGCGTTTTA

Ea9 TTT TAC CCAGC

Ecal TTITTTCGTTTA

Es2 GCT GCT GGC G

Es5 TGG CGG CGG C

Es7 ATG CGCTGGC

4.10.2. Gel de poliacrilamida 8%

Solucéo acri/bisacrilamida 40% (m/v) / 1% (m/v)............... 6,0 mL
Tampao TAE S50X.....c.ccoiviiiiiiic 600 uL
Temed 1090 (V/V) ... ennie e e e 60 pL

Persulfato de amOnio.........cocevereriniiiniseeee e 250 mg

Agua destilada (0.5.0)...c.ccvrvrvrriirriseereseresesess s 30 mL
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As reacOes de DDRT-PCR foram aplicadas neste gel, utilizando azul de

bromofenol. As amostras migraram em tampao TAE 1X a 40 mA. Apds a migracédo, o gel

foi corado com brometo de etideo e as bandas foram visualizadas em transiluminador de

luz ultravioleta.

4.11. Solucgbes para obtencdo de células competentes
4.11.1. Tampéo |
Tris-HCIpH 7,5, 10 mM
Cloreto de calcio..........c.ccveueeee. 50 mM
4.11.2. Tampéo Il
Tris-HCIpH 7,5, 10 mM
Cloreto de calcio.........ccccceevvvennnne 50 mM
Glicerol.............cooiiiiinn, 15% (v/v)
4.12. Solucgbes para extracdo de DNA plasmidial
4.12.1. Solucéo |
GlICOSE....cvieeieeee e 50 mM
Tris-HCI..........ccooeeeiieee.. 25 MM
EDTAPHS8,0..ccveiiiieins 10 mM
4.12.2. Solucéo Il
SDS..ee 1% (m/v)
Hidroxido de sodio...................... 02M
4.12.3. Solugéo Il
Acetato de potassio...........c......... 60 mL

Acido acético glacial.................... 11,5 mL



4.13. Solucgdes para dosagem de proteinas
4.13.1. Solucédo A

Tartarato de sodio e potassio................. 2,09
Carbonato de sOdio........ccccooevvrirnrennne. 100 g
Hidroxido de s0dio IN..........ccccceevrienee. 500 mL
Agua destilada (9.5.0.)..c.coverrvririrriennnn. 1L

A solucdo foi armazenada em frasco ambar.

4.13.2. Solucéo B

Tartarato de s0dio e potassio ................... 2,090
Sulfato de cobre pentahidratado............... 109
Hidroxido de s6dio IN..........ccccvvveieieneen, 10 mL
Agua destilada (4.5..)..cvevrveereerererereenans 100 mL

A solucdo foi armazenada em frasco ambar.
4.13.3. Solucéo C

Agua destilada.................. 14 mL

Preparada no momento do uso.
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4.14. Solucgbes utilizadas no tratamento das membranas utilizadas para os

experimentos de Reverse Northern Blot

4.14.1. Solucéo desnaturante
Hidroxido de sédio............c......... 05M
Cloreto de s0dio............cccevvereenen, 15M

A solucdo foi autoclavada a 1 atm de pressdo e 120° C por 20 minutos, e mantida a

temperatura ambiente.

4.14.2. Solugdo neutralizante
Tris-base pH 7,4.....c.ccoovvevvennn. 1,0 M

Cloreto de sOdi0........ccovveeeccnnnn... 15M

A solucdo foi autoclavada a 1 atm de pressdo e 120° C por 20 minutos, e mantida a

temperatura ambiente.
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4.14.3. Solugéo SSC 20X

Cloreto de sodio............ccccuveuennen, 1753 ¢g
Citrato de sOdi0...........ccccvrverrnenn. 88,2 ¢g
Agua destilada (9.5.p.).....ccvvvneee 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,0. A solucéo foi autoclavada a 1atm de pressdo e 120° C

por 20 minutos, e mantida a temperatura ambiente.

4.15. Solucbes utilizadas no Reverse Northern Blot
Neste procedimento foi utilizada a estratégia de marcacao a frio, com fluoresceina,
utilizando os Kits Genes Images Random Prime Labeling Module (marcagdo) e Gene

Image CDP-Star Detection Module (detec¢do) (Amersham Biosciences).

4.15.1. Solucéo de hibridacao

Dextran Sulfato............ccccceevenenn. 50
SSC 20X....civiviieviiineiiine e 25 mL
SDS 10% (M/V)....oveiveieennn. ImL
Liquido bloqueador...................... 5mL
Agua deionizada (q.5.p.).....ccen.... 100 mL

4.15.2. Tampéo A
Tris-HClL.oeoe 100 mM
Cloreto de sOdi0.........ccccevvervrnnnne. 300 mM
O pH foi ajustado para 9,5, a solucdo foi autoclavada a latm de pressdo e 120° C

por 20 minutos e mantida a temperatura ambiente

5. Obtencéo de mutantes de T. rubrum resistentes ao acido undecandico

5.1. Preparo da suspensdo de conidios

A linhagem de T. rubrum foi cultivada a 28° C por 14 dias em meio &gar
Sabouraud. Apds este periodo, o micélio foi coletado com o auxilio de uma espétula estéril
e colocado em solucéo salina 0,9% (m/v) acrescida de 0,01% tween 80 (v/v), esterilizada.
Em seguida, a mistura foi agitada vigorosamente para desagregar a massa de conidios,

filtrada através de 1& de vidro para remocdo das hifas e centrifugada a 2000 rpm por 10
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minutos, em centrifuga clinica a temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido em
solucdo salina 0,9% (m/v) esterilizada e a concentracdo de conidios desta solucdo foi

estimada através da contagem em camara de Neubauer.

5.2.  Isolamento do mutante resistente ao AUN

Para o isolamento de mutantes resistentes, 5 mL de uma suspensdo de conidios da
linhagem MYA-3108 contendo 1x10’ conidios/mL, foram colocados em placa de Petri
esterilizada e submetidos & irradiacdo ultravioleta (germicidal light G15T8 a 16 cm de
distancia) durante 25 segundos, conforme procedimento estabelecido por Fachin et al.
(1996). Decorrido o tempo de tratamento, 100 uL da solucéo de conidios irradiados foram
inoculados com alca de Drigalski esterilizada em placas contendo 20 mL de meio agar
Sabouraud com concentragfes de acido undecandico que inibem o crescimento da
linhagem MYA-3108. As concentracfes de AUN utilizadas foram 50 e 100 ug/mL de
meio. A manipulacdo e a incubacdo das placas foram realizadas na auséncia de luz para

evitar o reparo das mutagdes induzidas pela luz ultravioleta.

6. Caracterizacdo do mutante resistente ao acido undecandgico

6.1.  Resisténcia ao AUN
6.1.1.  Determinacdo da concentracdo inibitoria minina (CIM)
A CIM ¢ definida como a menor concentracdo de um agente inibidor em que néo se
observa o crescimento macroscopico do fungo. Foram utilizados dois protocolos para
determinar a CIM do &cido undecandico para as linhagens de T. rubrum: ensaio em meio

de cultura solido e método de microdiluicdo em meio RPMI.

6.1.2. CIM em meio solido
Este procedimento foi realizado para o isolamento do mutante de T. rubrum
resistente ao AUN, e posteriormente para a caracterizacdo da resisténcia. Para tanto, uma
aliquota de 0,1 mL da solucdo contendo 3x10° conidios/mL foi utilizada como inéculo
padrdo em placas de Petri contendo 20 mL de meio Sabouraud acrescido de diferentes
concentragfes de acido undecandico (20, 25, 30, 35, 40, 50, 80, 100, 110, 120, 130 e 150

ug/mL de meio), em placas controle sem droga e com cloroférmio apenas. O indculo foi
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espalhado com alga de Drigalski esterilizada e as placas foram incubadas a 28° C por 7
dias. Apo6s este periodo, foi observado o crescimento macroscopico do fungo. O mesmo
procedimento também foi realizado para a caracterizagdo da linhagem mutante, utilizando
as seguintes concentracfes de AUN: 60, 70, 90, 110, 130, 140 e 150 pug/mL de meio.

6.1.3. CIM pelo método de microdiluicao

Este experimento foi feito para comparar o nivel de resisténcia ao AUN entre as
linhagens selvagem e mutante. O procedimento foi realizado conforme descrito no
documento M-38A do Comité Nacional de Padronizacdo (NCCLS), no qual uma aliquota
de 0,1 mL de uma suspensdo de conidios contendo 3x10* conidios/mL, correspondente a
uma transmitancia de 70-75 % a 530 nm, foi inoculada em meio RPMI contendo as
seguintes concentragbes de AUN: 20, 30, 50, 70, 80, 100, 150 e 200 pg/mL para a
linhagem selvagem, e de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 pg/mL para a mutante. O
teste foi realizado em triplicata, e em placa de 96 pocos, que foi incubada a 28° C por 7
dias. Apds este periodo, foi observado o crescimento do fungo através da turvacdo do meio
de cultivo. Meios de cultivo sem indculo, sem droga e com cloroférmio foram utilizados
como controles. Como controle do in6culo, a suspensdo de conidios foi diluida a uma

concentracéo de 3x10° conidios/mL que foi inoculada em meio agar Sabouraud.

6.2.  Teste de crescimento em diferentes fontes de carbono

Para uma padronizacdo dos indéculos foram utilizados plugs de micélio das
linhagens selvagem e mutante (0,5 cm de diametro), que foram recortados do meio agar
Sabouraud apds 14 dias de cultivo a 28° C. Estes plugs foram entdo colocados sobre o meio
minimo solido contendo diferentes fontes de carbono. A tabela 3 mostra as fontes de
carbono (suplementos) utilizadas e suas respectivas concentragdes. Os controles continham

ou ndo nitrato de sédio (70 mM).
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Tabela 3: Fontes de carbono utilizadas para suplementar o meio minimo.

Concentracéo final no meio
Suplemento

de cultivo
Glicose 50 mM
Acetato de potassio 150 mM
Galactose 1% (m/v)
Lactose 1% (m/v)
Glicina 50 mM

6.3. Medida do halo de queratinase

Para deteccdo das enzimas queratinoliticas secretadas pelas duas linhagens, foi
utilizado o ensaio em placa, utilizando o meio descrito no item 3.8, que utiliza queratina
como substrato para tais enzimas. As linhagens foram inoculadas por plugs de 0,5 cm
(obtidos conforme descrito no item 6.2) e, ap6s 7 dias o halo de degradagdo de queratina
produzido pelas linhagens foi medido, descontando-se o crescimento das linhagens. O
ensaio foi realizado na auséncia e na presenca de nitrato de sodio (7OmM). Para avaliar se
0 AUN exerce algum efeito na secrecdo destas enzimas foram utilizadas as seguintes
concentragOes da droga 10, 50, 100 e 150 ug/mL de meio, na presenca de nitrato de sodio.
Como controle foi utilizado cloroférmio, por este ser utilizado como solvente da droga.
Para a quantificagdo da atividade enzimética, ou seja, da zona de queratinase, foi utilizado
o calculo descrito por Price et al. (1982). Este calculo é feito através da razdo entre o
didametro da col6nia (crescimento do fungo) e o diametro total (referente ao didmetro da

col6nia mais o halo de degradacéo).

6.4. Medida do halo de protease

Para deteccdo das proteases secretadas pelas duas linhagens, foi utilizado o ensaio
em placa, utilizando o meio descrito no item 3.6, que utiliza leite como substrato para as
enzimas proteoliticas. As linhagens foram inoculadas por plugs de 0,5 cm e, ap6s 4 dias o
halo de protease (halo de degradacédo) produzido pelas linhagens foi medido, descontando-
se 0 crescimento das linhagens. O ensaio foi realizado na auséncia e na presenca de AUN
nas concentracdes de 10, 50, 100 e 150 ug/mL de meio, e em placas controle com
cloroférmio. Para a quantificacdo da atividade enzimatica, ou seja, da zona de protease, foi

utilizado o calculo descrito por Price et al. (1982), descrito no item 6.3.
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6.5. Medida do halo de lipase

Para deteccdo das lipases secretadas pelas duas linhagens, foi utilizado o ensaio em
placa utilizando o meio descrito no item 3.7, que utiliza tween 20 como substrato para as
enzimas lipoliticas. As linhagens foram inoculadas por plugs de 0,5 cm e apds 6 dias o halo
de lipase (precipitacdo) produzido pelas linhagens foi medido, descontando-se o
crescimento das linhagens. O ensaio foi realizado na auséncia e na presenca de AUN nas
concentragdes de 10, 50, 100 e 150 ug/mL de meio, e em placas controle com cloroférmio.
O célculo da zona de lipase, ou seja, a quantificacdo da atividade enzimatica foi feito

conforme descrito no item 6.3.

6.6.  Deteccdo das enzimas extracelulares pelo sistema Api-zym

Para deteccdo das enzimas secretadas pelas linhagens sensivel e resistente ao acido
undecandico, foi utilizado o método semiquantitativo Api-zym® (Api system, Biomérieux®).
Para tanto, a superficie micelial de % placa de cultivo de cada linhagem, cultivadas por 14
dias a 28° C, foi raspada com espatula esterilizada e inoculada em 25 mL de meio minimo
pH 5,0 (tamponado com citrato de sédio 50 mM) e pH 8,0 (tamponado com Tris-HCI 50
mM), suplementado com glicose 55 mM, nitrato de sédio 70 mM e glicina 50 mM. Apos
72 horas de cultivo a 28° C, sob agitacdo a 200 rpm, os meios foram filtrados e
concentrados cerca de 10 vezes em sistema de ultrafiltragdo Amycon (YM 10). As amostras
foram quantificadas, através do método de Lowry modificado por E. F. Hartree (1964)
(descrito no item 6.5.1), e 36 mg de proteina total foram utilizados em cada reacao
enzimatica do sistema Api-zym*, segundo especificacOes do fabricante. Este sistema detecta

a atividade de 19 enzimas, como mostra a tabela 4.
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Tabela 4: Enzimas, substratos, pH de atividade 6tima e resultado padréo do Api-zym©.

NO

© 00 N O 0o B~ WD

11
12

13

14

15

16
17

18

19

20

Enzimas

Controle

Fosfatase alcalina
Esterase (Cy)

Esterase lipase (Cs)

Lipase (Cy4)

Leucina arilamidase

Valina arilamidase

Cisteina arilamidase

Tripsina
Quimiotripsina
Fosfatase acida
Naftol-AS-BI-
fosfohidrolase
o-galactosidase
B-galactosidase

B-glucuronidase

a-glucosidase

B-glucosidase
N-acetil-B-
glucosaminidase

o-manosidase

a-fucosidase

Substrato

2-naftil fosfato

2-naftil butirato

2-naftil caprilato
2-naftil miristato
L-leucil-2-naftilamida
L-valil-2-naftilamida
L-cistil-2-naftilamida
N-benzoil-DL-arginina-2-
naftilamida
N-glutarilfenilalanina-2-
naftilamida
2-naftil-fosfato
Naftol-AS-BI-fosfato

6-Br-2-naftil-aD-
galactopiranosideo
2-naftil-pD-
galactopiranosideo
Naftol-AS-BI-BD-
glucuronideo
2-naftil-aD-glucopiranosideo
6-Br-2-naftil-BD-
glucopiranosideo
1-naftil-N-acetil-pD-
glucosamina
6-Br-2-naftil-aD-
manopiranosideo

2-naftil-oL-fucopiranosideo

pH

8.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
8.5
7.5

5.4

54

54

54

54
54

54

54

54

Resultados

Positivo

Negativo

Auséncia de cor ou

amarelo claro

Violeta
Violeta
Violeta
Violeta
Laranja
Laranja
Laranja
Laranja

Laranja

Violeta
Azul

Violeta

Violeta

Azul

Violeta
Violeta

Marrom

Violeta

Violeta

Auséncia de
cor ou
amarelo

claro

6.6.1.

31

Dosagem de proteinas extracelulares (Lowry modificado por
Hartree, 1972)

O meio de cultura concentrado foi diluido 1:10 em agua destilada e 1 mL deste foi

adicionado a 0,9 mL de solucdo A, previamente aquecida a 50° C. A reacédo foi incubada



Material e Métodos 32

nesta temperatura por 10 minutos e a seguir mantida a temperatura ambiente por 5
minutos. Apds este periodo, 100 puL de solucdo B foram adicionados e a reacao
permaneceu a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 3 mL
de solugdo C e incubou-se a 50° C por 10 minutos e depois & temperatura ambiente por 5

minutos. A leitura foi realizada a 650 nm. O teste foi realizado em duplicata.

6.7.  Teste de patogenicidade in vitro

O teste de infeccdo in vitro foi realizado conforme descrito por Takasuka (2000).
Este ensaio verifica a capacidade dos conidios germinarem em fragmentos de unha
humana, e foi realizado para as duas linhagens em estudo. Um fragmento de unha humana,
previamente mantido em etanol por 5 minutos a temperatura ambiente, foi colocado em
microtubo de 1,5 mL e, em seguida, 5 uL de uma suspenséo de conidios contendo 1x10’
conidios/mL (preparada conforme o item 5.1) foram inoculados sobre a unha. Apds 1 hora
a temperatura ambiente, foram adicionados 200 pL de agua destilada esterilizada e os
tubos foram mantidos a 28° C por 6 dias. Apds esse periodo, o material foi analisado sob
microscopio oOptico e fotografado utilizando o sistema Axiophot Zeiss de epifluorescéncia
equipado com o sistema de imagem digital (camera Axiovision Zeiss). Os controles
consistiram de unha sem inoculacdo de conidios e de conidios em agua, na auséncia do

fragmento de unha.

7. Expressao diferencial de genes por DDRT-PCR

7.1.  Condicdes de cultivo

O micelio de duas placas de Petri contendo as linhagens de T. rubrum sensivel e
resistente ao AUN, cultivadas por 14 dias a 28° C em agar Sabouraud, foi removido com o
auxilio de uma espatula esterilizada e inoculado em meio Sabouraud, separadamente. Estas
linhagens foram incubadas a 28° C, em agitador a 200 rpm, por 72 horas. A seguir, as
linhagens foram filtradas em funil de Blichner e inoculadas em meio minimo, na auséncia e
na presenca de AUN na concentracdo de 50 ug/mL de meio, e incubadas a 28° C por 15
minutos. As linhagens foram novamente filtradas, os micélios congelados em nitrogénio

liquido e estocados a -80° C para subsequente extracdo de RNA.
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7.2.  Extracédo de RNA total

Para obtencdo do RNA total, utilizou-se o Kit RNAgents® Total RNA Isolation
System (Promega). 500 mg do miceélio congelado foram macerados em almofariz de
porcelana e pistilo esterilizados, com o auxilio de nitrogénio liquido. Ap6s maceracdo
completa, as amostras foram transferidas para tubos de 15 mL, ressuspendidas com 6 mL
de tampdo desnaturante e 0,6 mL de acetato de s6dio 3 M pH 4,0 e incubadas em gelo por
5 minutos. Foram adicionados 6 mL de uma mistura de fenol (pH 5,0):cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) e os tubos vigorosamente agitados e incubados por 15 minutos em
gelo. Esta mistura foi centrifugada a 12000 x g por 20 minutos a 4° C. A fase aquosa foi
transferida para um tubo limpo e o RNA precipitado com mesmo volume de isopropanol.
A mistura foi incubada a -20° C por 30 minutos e centrifugada a 12000 x g por 20 minutos
a 4° C. O precipitado foi lavado com 5 mL de etanol 75% (v/v), centrifugado a 12000 x g
por 10 minutos a 4° C e seco. O RNA foi dissolvido em 200 uL de &gua livre de RNAse e
incubado por 5 minutos a 65° C. A concentracdo do RNA foi determinada por absorvancia
a 260 nm e a integridade do mesmo foi testada em gel de agarose 1,5% (m/v) em condicgédo

desnaturante. O RNA foi estocado a -80° C.

7.3.  Differential Display - Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction -
DDRT-PCR (Liang e Pardee, 1992)

Foram realizadas reacbes de amplificacdo a partir de RNA total e de
oligonucleotideos ancoradores [oligo d(T)] e aleatdrios. A tabela 5 mostra as combinacdes
de oligonucleotideos utilizadas nos experimentos de DDRT-PCR. Na primeira reacéo foi
feita uma transcricdo reversa (RT-PCR) a partir de um oligo d(T), utilizando-se 2 ug de
RNA total desnaturado a 65° C por 5 minutos, 500 uM de dNTP, 10 pmol de oligod(T),
1X tampéo para transcri¢cdo reversa, 400 U de transcriptase reversa (M-MLV — Murine
Moloney Leukemia Virus) e o volume final completado com agua livre de RNAse para 50
uL. Esta reacdo foi incubada no programa descrito na tabela 6. O cDNA resultante foi
amplificado numa reacdo de PCR utilizando dois oligonucleotideos arbitrarios, escolhidos
ao acaso. O volume final da reagéo foi de 50 uL, contendo 20 uL de cDNA (proveniente
da reacdo de RT-PCR), 10 pmol de cada oligonucleotideo, 500 uM de dNTP, 1,5 mM
MgCl,, 1X tampéo para PCR. As reacdes foram incubadas a 94° C por 2 minutos, em
seguida foi adicionada 1U de Tag DNA polimerase (hot start) e as amostras amplificadas

segundo o programa descrito na tabela 7. As reacdes foram estocadas a -20°C. Para a
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visualizacdo das bandas diferencialmente expressas, as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 8% (m/v) (item 4.10.2), e ap6s a corrida o gel foi corado com brometo de
etideo. As bandas de interesse foram recortadas do gel, eluidas em agua deionizada
esterilizada, concentradas e clonadas no vetor pPGEM-T (Promega) (anexo ).

Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados nos seis experimentos de DDRT-PCR”

Experimento Oligonucleotideos utilizados
1 RT-PCR: LT11C/ PCR: Ecal e Es5
RT-PCR: LT11C/ PCR: Ea9 e Es5
RT-PCR: HT 11C/ PCR: Eal e Es7
RT-PCR: HT11C / PCR: Ea9 e Es2
RT-PCR: HT11C / PCR: Es7 e Es2
RT-PCR: HT11C/PCR: Es5 e Ea4

oD 01 B WN

"RT-PCR: transcricao reversa dos mRNAs; PCR: amplificacdo dos cDNAS.

Tabela 6: Programa utilizado para a transcricéo reversa (RT-PCR)

Temperatura Tempo

22°C 10 minutos
37°C 50 minutos
70°C 15 minutos

Tabela 7: Programa utilizado para a amplificacdo dos cDNAs

Temperatura Tempo
94° C 1 minuto
60° C 4 minutos 40 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 10 minutos
8. Transformacao por choque térmico (heat shock)

Os plasmidios recombinantes (fragmentos de DNA recortados do gel de DDRT-
PCR e ligados no vetor de clonagem pGEM-T) foram utilizados para transformar a cepa
pMOS Blue de E. coli.
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8.1.  Preparo das células competentes

A cepa de E. coli pMOS Blue foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo 15
ug/mL de tetraciclina, a partir de uma célula isolada que foi previamente estriada do
estoque, e cultivada por 12-24 horas a 37° C. A seguir, 3 mL desta cultura foram
inoculados em 250 mL de meio LB com tetraciclina e, entdo, incubado a 37° C por
aproximadamente 2 horas e 30 minutos, ou até que uma absorvancia de 0.4-0.5 a 550 nm,
fosse atingida. A cultura foi colocada em gelo por 15 minutos e a seguir centrifugada a
5000 x g por 10 minutos a 4° C. As células foram ressuspendidas em 125 mL de tampéo I,
incubadas em gelo por 15 minutos e centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos a 4° C. O
precipitado foi ressuspendido em 3,5 mL de tampdo Il, as células foram aliquotadas em

volumes de 200 pL, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80° C.

8.2.  Choque térmico (heat shock)

Uma aliquota de 200 pL de células competentes foi descongelada, recebeu a adigdo
de 50 a 100 ng de plasmidio recombinate e incubada em gelo por 30 minutos. Em seguida,
as células receberam o choque térmico a 42° C por 40 segundos, sendo imediatamente
incubadas em gelo por 2 minutos. Um mL de meio SOC (sem antibiotico) foi adicionado
as células transformadas, e estas incubadas a 37° C por 1 hora. Aliquotas da transformacéo
foram inoculadas e espalhadas com algca de Drigalski esterilizada em placas de Petri
contendo meio agar LB acrescido de 50 ug/mL de ampicilina, 15 pug/mL de tetraciclina,
IPTG e X-gal (40 uL da solucdo estoque). A seguir, as placas foram incubadas por 18
horas a 37° C.

Q. Extracdo de DNA plasmidial
Foram utilizados trés protocolos diferentes para a extracdo do DNA plasmidial,

baseado na quantidade de DNA desejada e no nimero de amostras a serem extraidas.

9.1.  Miniprep

Uma col6nia bacteriana transformada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo
ampicilina (50 ug/mL) e tetraciclina (15 mg/mL) e cultivada a 37° C por 18 horas, sob
agitacdo a 200 rpm. A cultura foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e centrifugada a

12000 x g por 1 minuto a 4° C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado bacteriano
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ressuspendido em 100 uL de solucdo | gelada. A seguir, foram adicionados 200 pL de
solucdo Il e misturou-se por inversdo, mantendo-se em gelo por 5 minutos. Foram, entéo,
adicionados 150 uL de solucdo Il gelada e os tubos novamente mantidos em gelo por 5
minutos. A solucéo foi centrifugada a 12000 x g por 5 minutos a 4° C e o sobrenadante
transferido para um tubo limpo. A seguir, foram adicionados 20 uL de RNAse (10 mg/mL)
e as amostras mantidas a 37° C por 30 minutos. Decorrido este periodo, um volume de uma
mistura de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) foi adicionado e as amostras
novamente submetidas a centrifugacdo a 12000 x g por 5 minutos para separar as fases. A
fase superior foi transferida para um tubo limpo e a esta, adicionados 2 volumes de etanol
95% (v/v) e 0,1 volume de acetato de sodio 3 M. A mistura foi mantida a -20° C por 20
minutos e centrifugada a 12000 x g por 30 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
desprezado e o precipitado lavado com etanol 70% (v/v) e novamente centrifugado a
12000 x g por 5 minutos. O DNA plasmidial foi seco a temperatura ambiente e

ressuspendido em 50 uL de tampéo TE pH 8,0.

9.2.  Maxiprep

Quando uma grande quantidade de DNA plasmidial era necessaria, foi utilizado o
Kit QUIAGEN Inc. Neste procedimento, todas as especificacdes descritas pelo fabricante
foram seguidas.

9.3. Extracao de DNA plasmidial em microplaca

Este protocolo foi utilizado para extracdo de DNA plasmidial em larga escala. Os
clones bacterianos, contendo os plasmidios de interesse, foram inoculados em 1mL de
meio LB contendo ampicilina (50 png/mL) e tetraciclina (15 mg/mL), em microplaca deep
well contendo 96 pocos. As bactérias foram cultivadas a 37° C por 22 horas sob vigorosa
agitacdo (300 rpm). Apos o crescimento, a microplaca foi centrifugada a 4000 x g por 6
minutos. O sobrenadante foi descartado e 240 uL de solucéo I adicionados a cada pogo. A
microplaca foi submetida a agitagdo em vortex por 5 minutos e novamente centrifugada a
4000 x g por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e 85 pL de uma mistura contendo
solucédo | e RNAse (17,6 mL de solucdo I e 1,1 mL de RNAse a 10 mg/mL) adicionados a
cada poc¢o. Apos 10 minutos de agitacdo no vortex, as suspensdes foram transferidas para
uma placa tipo ELISA e 60uL de solucdo Il adicionados a cada pogo. A seguir, a placa foi

homogeneizada por inversdo e mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos este
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periodo, 60 uL de acetato de potassio 3 M foram adicionados em cada poc¢o e a placa
novamente homogeneizada por inversdo e mantida a temperatura ambiente por 10 minutos.
Em seguida, a placa foi incubada a 90° C por 30 minutos e resfriada em gelo por 5
minutos. As amostras foram transferidas para uma placa Millipore acoplada a uma placa
tipo ELISA e este sistema foi centrifugado por 6 minutos a 4000 x g. O sistema foi
desmontado e o DNA plasmidial precipitado, adicionando-se 110 uL de isopropanol ao
filtrado. A placa foi centrifugada por 45 minutos a 5000 x g, o precipitado foi lavado com
etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 5000 x g. O DNA plasmidial foi seco a 65° C
e ressuspendido em 25 uL de TE pH 8,0.

10.  Sequenciamento

O seqlienciamento automatico foi realizado no aparelho ABI Prism 377 (Perkin
Elmer) e as reac6es foram realizadas com o Kit Big Dye Terminator Cycle Sequence Ready
Reaction, seguindo o0s protocolos recomendados pelo fabricante. Foram utilizados na
reacdo de sequienciamento, de 200 a 400 ng de DNA plasmidial, 3,2 pmol de
oligonucleotideo universal M13 forward ou reverse e 2 uL de Big Dye. As reacdes foram
incubadas no programa de PCR descrito na tabela 8. Apds a ciclagem, as amostras foram
purificadas com 80 uL de isopropanol 75% (v/v), incubadas por 15 minutos no escuro a
temperatura ambiente e centrifugadas por 45 minutos a 5000 x g a 4° C. O sobrenadante
foi descartado, seguindo-se duas lavagens com etanol 70% (v/v) gelado, centrifugando por
10 minutos a 5000 x g a 4° C. Depois de secas, as amostras foram ressuspendidas em 2,5
uL de Loading Color, aplicando-se 0,7 uL em gel de poliacrilamida no sequenciador ABI
Prism 377.

Tabela 8: Programa de PCR utilizado para as rea¢@es de seqlienciamento

Temperatura Tempo

96° C 2 minutos

96° C 20 segundos

52°C 30 segundos ~ 39 ciclos

60° C 4 minutos
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11.  Analises de bioinformatica

A andlise da qualidade das seqiiéncias nucleotidicas e a retirada das regides de
vetor foram realizadas através do software phredPhrap (Ewing et al., 1998; Ewing e
Green, 1998). Para buscar similaridades com sequéncias depositadas no Genbank, foi
utilizado o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -
http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST; Altschul et al., 1997). A analise da presenca de

possiveis dominios funcionais foi realizada no banco de dados InterPro -
http://www.ebi.ac.uk/InterProScan (Mulder et al., 2003).

12. Reverse Northern Blotting por marcacéao a frio
Para comprovar a expressao diferencial, foi utilizada a técnica de Reverse northern
blotting (Dilks et al., 2003).

12.1. PCR da cultura bacteriana

As colonias bacterianas contendo os insertos provenientes do DDRT-PCR foram
cultivadas em meio LB acrescido de ampicilina (50 pg/mL) e tetraciclina (15 pg/mL), em
placa deep well, a 37° C por 22 horas sob vigorosa agitacdo (300 rpm). A seguir 2 pL da
cultura foram utilizados em uma reacdo de amplificacdo contendo 1X tampéao da Tag DNA
polimerase, 10 pmol de cada oligonucleotideo universal M13 (forward e reverse), 250 uM
dNTP, 1,5 mM de cloreto de magnésio e 2 U de Tag DNA polimerase. A reacdo foi

submetida ao ciclo descrito na tabela 9.

Tabela 9: Programa de PCR utilizado na amplificacdo dos insertos dos clones de DDRT-PCR

Temperatura Tempo

96° C 2 minutos

96° C 30 segundos

53°C 30 segundos > 35 ciclos
60° C 3 minutos

12.2. Preparo das membranas
Os produtos de PCR (300 ng) obtidos foram colocados sobre membrana de nylon

Hybond N* apds terem sido desnaturados a 95° C por 5 minutos. As membranas foram


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ebi.ac.uk/InterProScan

Material e Métodos 39

colocadas sobre papel de filtro contendo as seguintes solugdes: desnaturante, neutralizante
e SSC 2X, deixando-as em contato com cada solugdo, por 2 minutos. Depois de secas, as
membranas foram expostas a luz ultravioleta por 2 minutos de cada lado, para a fixagédo do
DNA.

12.3. Preparo das sondas

As sondas foram obtidas através da transcricdo reversa dos RNASs totais utilizando-
se oligonucleotideo oligo d(T). Na reacdo foram utilizados 2 ng de RNA total desnaturado
a 65° C por 5 minutos, 500 uM de dNTP, 10 pmol de cada oligonucleotideo oligo d(T), 1X
tampdo para transcricdo reversa, 400 U de transcriptase reversa (M-MLV — Murine
Moloney Leukemia Virus) e o volume final completado com agua livre de RNAse para 50
uL. A reacgéo foi submetida ao programa descrito na tabela 6. A seguir, 50 ng de cDNA foi
utilizado para a marcacao das sondas com fluoresceina (fluorescein-11-dUTP), utilizando o
kit Genes Images Random Prime Labelling Module (Amersham Bioscience), seguindo as

especificacBes do fabricante.

12.4. Pré-hibridacéo e hibridacao

As membranas contendo as amostras foram pré-hibridadas em solugdo de
hibridacdo para marcacdo a frio por 1 hora a 60° C. A seguir, a sonda marcada foi
adicionada a esta solucdo e as membranas foram hibridadas a 60° C por 16 horas. Apds
este periodo, seguiram-se duas lavagens de estringéncia a 60° C, a primeira com uma
solugéo de SSC 1X e SDS 0,1% (m/v) e a segunda com uma solucdo de SSC 0,5X e SDS
0,1% (m/v). A seguir, incubou-se a membrana com uma solucdo de liquido bloqueador e
tampédo A (1:10) durante 1 hora a temperatura ambiente. Para revelar a marcacéo, foi usado
0 Kit Gene Image CDP-Star Detection Module (Amersham Bioscience), utilizando um
anticorpo anti-fluoresceina conjugado com fosfatase alcalina (anti-fluorescein alkaline
phosphatase (AP) conjugate) diluido em albumina bovina sérica 0,5% (m/v), preparada
com tampdo A. A membrana foi incubada com o anticorpo por 1 hora a temperatura
ambiente seguindo-se trés lavagens com uma solucdo de tween 20 0,3% (v/v) preparada
com buffer A, para remover o excesso de conjugado. O reagente de detecgéo foi colocado

sobre a membrana e esta foi exposta em filme autoradiografico por cerca de 18 horas.



Resultados 40

V. Resultados

1. Obtencdo de uma linhagem de T. rubrum resistente ao acido undecandico

(AUN) e determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM).

O isolamento de uma linhagem de T. rubrum resistente ao AUN foi realizado
através da irradiacdo dos conidios da linhagem selvagem MY A-3108 com luz ultravioleta.
Decorridos sete dias da irradiacdo, trés colénias foram isoladas do meio de cultivo
contendo 100 pg/mL de AUN. Estas colbnias foram repicadas em meio agar Sabouraud
contendo AUN (100 pg/mL), e apos 5 dias de cultivo a 28° C apenas uma colénia mostrou-
se realmente resistente a droga. Esta colonia foi denominada UDA'". A figura 3 mostra a
resisténcia ao AUN da linhagem mutante e a sensibilidade da linhagem selvagem, quando

cultivadas em meio dgar Sabouraud contendo AUN na concentracéo de 80 ug/mL de meio.

Figura 3: Crescimento da linhagem mutante UDA' obtida por irradiagdo com luz ultravioleta (A) e auséncia
do crescimento da linhagem selvagem MY A-3108 (B) de T. rubrum, cultivadas em meio agar Sabouraud por

7 dias a 28° C na presenca de AUN (80 pg/mL).

Para comparar o grau de resisténcia entre as linhagens mutante (UDA") e
selvagem (MYA-3108), foram realizados ensaios para determinar a CIM do AUN. A
tabela 10 apresenta os valores da CIM, obtidos para as duas linhagens através dos métodos
de determinacdo em meio agar Sabouraud (s6lido) e por microdiluicdo em meio RPMI,
mostrando que a linhagem UDA' é trés a quatro vezes mais resistente ao AUN que a
linhagem MY A-3108.
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Tabela 10: CIM do AUN para as linhagens selvagem e mutante de T. rubrum.

Linhagem CIM em meio s6lido®™ CIM por microdiluicao™*
MY A-3108 30 pg/mL 50 pg/mL
UDA' 110 pg/mL 200 pg/mL

&) Meio agar Sabouraud; ** Meio RPMI-1640.

2. Anélise morfoldgica da linhagem mutante.

Para avaliar se a mutagdo causou alguma alteragdo na morfologia macro e
microscopica deste dermatdfito, as linhagens de T. rubrum foram cultivadas em meio agar
Sabouraud, em placas de Petri para avaliacdo macroscopica e em laminas de microscopia
para visualizagdo das hifas e conidios (microscopia). Nenhuma alteragdo morfoldgica
ocasionada pela mutagdo pdde ser detectada através dos métodos utilizados (Figura 4).
Entretanto, através da figura 4-1 nota-se que a linhagem mutante cresce mais lentamente

que a selvagem.

cultivadas em meio Sabouraud por 7 dias a 28° C. As imagens foram obtidas em microscopio 6ptico em um

aumento de 400 x.
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3. Analise do crescimento das linhagens em meio minimo e Sabouraud em

diferentes valores de pH.

Devido a diferenca na velocidade de crescimento entre as linhagens de T. rubrum
aqui estudadas, foi avaliada a capacidade destas linhagens em crescer nos meios minimo e
Sabouraud em diferentes valores de pH, visto que a composicéo e o pH do meio de cultivo
interferem no crescimento dos microrganismos. A analise do crescimento em meio minimo
(Figura 5) mostra que a linhagem mutante mantém um crescimento reduzido em relacéo a
selvagem. Entretanto, em pH 5,0 tamponado elas apresentam crescimento semelhante, e
em pH 8,0 tamponado n&do crescem. Os valores representam a média dos experimentos, que

foram realizados em triplicata.
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Figura 5: Gréfico representando o crescimento das linhagens MYA-3108 e UDA! em meio minimo
(suplementado com 50 mM glicose e 70 mM nitrato de sédio) pH5,0, 6,8 e 8,0, tamponados ou nédo. A leitura

foi realizada apds 7 dias de cultivo a 28° C.

Em meio rico como o Sabouraud as linhagens crescem melhor, permanecendo,
porém, a diferenca entre a selvagem e a mutante (Figura 6). Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os valores representam a média dos experimentos, que foram

realizados em triplicata.
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Figura 6: Grafico representando o crescimento das linhagens MYA-3108 e UDAI em meio 4gar Sabouraud
pH 5,0, pH 6,8 e pH 8,0, tamponados ou ndo, e em pH 5,7 (controle). A leitura foi realizada apds 7 dias de

cultivo a 28° C.

Apbs os 7 dias de cultivo das linhagens MYA-3108 e UDA! nos meios minimo e
Sabouraud em diferentes valores de pH (acima), o pH final dos meios foi medido (nas
regibes de crescimento das col6nias). A tabela 11 mostra os valores de pH obtidos
mostrando que quando as linhagens foram cultivadas nos meios pH 5,0, a linhagem
selvagem alterou o pH do meio para 6,5 e a linhagem mutante para 6,0. Quando o pH
inicial do meio era 6,8 ou 8,0 as linhagens selvagem e mutante alteraram o pH para 7,5 e
7,0, respectivamente.

Tabela 11: Valores de pH inicial e final dos meios de cultivo (Sabouraud e minimo).

MYA-3108 UDA'

pH inicial pH final pH inicial pH final

5,0 6,5 50 6,0
6,8 7,5 6,8 7,0
8,0 7,5 8,0 7,0

Entretanto, quando as linhagens foram cultivadas em meio minimo pH 5,0
acrescido de glicina, pelo mesmo periodo e temperatura de incubacao, ndo foi observada a
diferenca no crescimento das linhagens, ou seja, os diametros das col6nias destas linhagens

apresentavam a mesma medida e o pH final do meio era igual para as duas (pH final 8,0).
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4. Analise do crescimento das linhagens em diferentes fontes de carbono.

As linhagens também foram comparadas quanto a capacidade de crescer em
meios de cultivo contendo diferentes fontes de carbono (Tabela 3), para avaliar se a
mutacdo interferiu em tal processo. Os resultados destes experimentos séo demonstrados
na figura 7, através da qual se pode observar que T. rubrum ndo foi capaz de utilizar
acetato de potassio como fonte de carbono em nenhuma das situacdes analisadas. Na
presenca de lactose, as linhagens foram capazes de crescer quando foi acrescentada glicina
ao meio de cultivo. Quanto a glicose e a galactose, as linhagens crescem, porém nao
formam uma colbnia compacta, como acontece no crescimento em meios ricos
(Sabouraud, por exemplo), sendo que na presenca de galactose as colénias se mostraram
ainda mais escassas (espalhadas no meio). Quando na presenca de glicina, as linhagens
crescem apresentando uma colonia compacta e a diferenca no tamanho da col6nia entre as
duas linhagens ndo é observada em nenhuma das fontes testadas, contrastando com os

crescimentos nos meios que ndo continham tal aminoéacido.
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Figura 7: Crescimento das linhagens MYA-3108 (A) e UDAr (B) em meio minimo suplementado com
diferentes fontes de carbono, por 7 dias a 28° C. MM: meio minimo (sem fonte de carbono e nitrogénio); Nit:
Nitrato de sodio; Gli: Glicose; KOAc: Acetato de potassio; Gal: Galactose; Lac: Lactose.

5. Anélise do crescimento em meio de queratina.

Como dermatoéfitos sdo fungos capazes de utilizar queratina como fonte de

carbono, essa capacidade foi avaliada no mutante UDAI. As linhagens foram cultivadas
por 7 dias a 28° C em meio minimo contendo apenas queratina, € em meio minimo
contendo queratina e nitrato de sodio (70 mM). As figuras 8 e 9-B mostram o crescimento

das linhagens nestes meios e a degradacdo de queratina. Observa-se no grafico da figura 9-
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B que a degradacdo de queratina foi maior em meio suplementado com nitrato de sddio e
que a linhagem resistente, apesar de crescer mais lentamente (Figura 9-A), suas enzimas
queratinoliticas sdo capazes de degradar, proporcionalmente, uma maior quantidade da

queratina presente no meio (figura 9-B).

.

MM-+queratina

[

MM-+queratina+Nit
Figura 8: Crescimento das linhagens de T. rubrum MYA-3108 (A) e UDA" (B) em meio de queratina,
suplementado ou ndo com nitrato de sodio (70 mM), por 7 dias a 28° C. MM: meio minimo, Nit: nitrato de

sédio.

Para obtencdo de um valor numerico para representar a degradacao da queratina,
o valor do didmetro da col6nia (crescimento do fungo no meio de cultivo) foi subtraido do
valor do diametro total, referente ao halo de degradacdo mais o crescimento do fungo. Os
valores obtidos foram colocados no grafico 9-B como halo de degradacdo de queratina, e
representam a média do experimento realizado em triplicata. A figura 9-A representa o
didmetro  das col6nias(em centimetros) nos mesmos meios de cultivo. Diferentes
concentracdes de AUN foram adicionadas ao meio de queratina contendo nitrato de sodio,
para avaliar se esta droga interfere no crescimento e na degradacdo de queratina das
linhagens em estudo. O cloroférmio foi utilizado por ser o solvente da droga. As linhagens
foram capazes de crescer e de degradar a queratina na presenga de todas as concentragdes
de AUN analisadas, sendo que o mutante continua degradando mais queratina que o

selvagem, em relacdo ao seu crescimento (Figura 9).
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Figura 9: Gréfico comparando o crescimento (A) e a degradacdo de queratina (B) entre as linhagens de T.
rubrum MYA-3108 e UDA" em meio minimo (sem fonte de carbono e nitrogénio) contendo queratina, em

relacdo a presenca de diferentes concentracdes de AUN. Nit: Nitrato de sédio.

A quantificacdo da atividade das enzimas queratinoliticas, ou seja, a zona de
queratinase dos experimentos acima foi calculada através da razdo entre o didmetro da
colénia  (crescimento do fungo) e o didmetro total (crescimento mais o halo de
degradacédo). A tabela 12 mostra estes valores, revelando que as enzimas secretadas pela
linhagem mutante apresentam uma maior atividade queratinolitica em relagdo as secretadas
pela selvagem. Além disso, nota-se que tais enzimas estdo mais ativas na presenca de

nitrato de sodio.
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Tabela 12: Quantificacdo da atividade das enzimas querainoliticas (zona de queratinase*)

secretadas pelas linhagens selvagem e mutante, na presenca e na auséncia de AUN.

] Sem ) 10 50 100 150
Linhagem . Controle Cloroformio
nitrato pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
MYA-3108 0,81 0,60 0,63 0,63 0,63 0,56 0,37
UDA' 0,59 0,41 0,30 0,40 0,42 0,35 0,33

(*) Zona de queratinase = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimatica.

6. Analise das enzimas secretadas pelas linhagens de T. rubrum.

Para avaliar se a resisténcia ao AUN afeta a secrecdo de enzimas extracelulares,
um importante fator de viruléncia para dermatdfitos, as linhagens foram submetidas a um
teste semi-quantitativo para tracar um perfil de secrecdo enzimatica, e a ensaios para
detectar a secrecdo de proteases e lipases. Nestas analises, as linhagens foram cultivadas
em meios especificos e em diferentes valores de pH, exceto para lipases, devido ao
envolvimento do pH na sinalizacdo de genes envolvidos no processo de producdo e

secrecdo de enzimas.

6.1. Perfil das enzimas secretadas.

Para comparar e tracar um perfil das enzimas secretadas pelas linhagens, foi
utilizado o sistema Api-zym”® capaz de detectar a atividade de 19 enzimas simultaneamente
(tabela 4). O padrédo colorimétrico destas reacdes esta ilustrado na figura 10, mostrando
uma diferenca no perfil enzimatico quando as linhagens sdo cultivadas em diferentes
valores de pH e uma diferenca sutil entre as duas linhagens em relacdo a secrecdo das
enzimas: esterase (C4) (pogo 3) em pH 5,0; leucina arilamidase (poco 6) e naftol-AS-BI-

fosfohidrolase (poco 12) em pH 8,0; fosfatase acida (poco 11) em pH 5,0 e pH 8,0.
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Figura 10: Padro colorimétrico da secrecdo enzimética pelo sistema Api-zym®, comparando as linhagens

MYA-3108 (A) e UDA" (B), em pH 5,0 e pH 8,0.

Para a quantificacdo da atividade enzimética, o sistema Api-zym se baseia em uma
escala colorimétrica, na qual o valor 1 representa auséncia e 5 0 maximo de atividade

enzimatica. Os resultados estdo demonstrados na tabela 13.
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Tabela 13: Semi-quantificacio das enzimas extracelulares detectadas pelo Api-zym©.

Enzimas pH 5,0 pH 8,0
MY A-3108 UDA' MY A-3108 UDA'
1  Controle 1 1 1 1
2  Fosfatase alcalina 3 3 5 5
3  Esterase (C4) 2 3 3 3
4  Esterase lipase (Cg) 4 4 3 3
5 Lipase (Ci4) 3 3 0 0
6 Leucina arilamidase 4 4 3 4
7  Valina arilamidase 4 4 3 3
8 Cisteina arilamidase 4 4 2 2
9  Tripsina 1 1 1 1
10  Quimiotripsina 1 1 1 1
11 Fosfatase acida 3 2 4 5
12 Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase 2 2 4 5
13 a-galactosidase 1 1 1 1
14 B-galactosidase 1 1 1 1
15  B-glucuronidase 1 1 1 1
16  a-glucosidase 1 1 1 1
17 B-glucosidase 4 4 3 3
18  N-acetil-B-glucosaminidase 4 4 3 3
19 «-manosidase 3 3 3 3
20  a-fucosidase 1 1 1 1

6.2. Andlise da degradacéo de proteinas extracelulares.

As proteases que o0s fungos secretam no meio de cultivo degradam as proteinas do
leite, utilizado como substrato para tais enzimas, formando um halo de degradacdo ao
redor da colbnia. Devido a regulacdo das enzimas proteoliticas pelo pH extracelular e a
modulacdo do pH ambiente pelos microrganismos, as linhagens foram cultivadas em meio
de proteases pH 5,0, pH 6,8 e pH 8,0, tamponados ou ndo, por 4 dias a 28° C. Através da
figura 11 observa-se que a linhagem resistente, apesar de crescer mais lentamente, degrada,
proporcionalmente, uma maior quantidade de proteinas (presentes no meio de cultivo) em
relacdo a linhagem sensivel, em pH 5,0, pH 6,8 tamponado e ndo tamponado e em pH 8,0.

Quando as linhagens foram cultivadas em pH 5,0 tamponado nenhuma delas foi capaz de
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degradar as proteinas do leite, e em pH 8,0 tamponado a degradacao foi semelhante para as

linhagens sensivel e resistente.

pH 5,0
tamponado

pH 6,8
tamponado

pH 8,0
tamponado

&

Figura 11: Halo de degradacio das proteinas do leite pelas linhagens de T. rubrum MYA-3108 (A) e UDA'
(B), cultivadas em meio minimo contendo leite pH 5,0, 6,8 e 8,0, tamponados ou ndo. As linhagens foram

cultivadas a 28° C por 4 dias.

O halo de degradacdo das proteinas presentes no meio de cultivo foi medido do
mesmo modo que o halo de degradacdo de queratina. Os valores representam a média do
experimento realizado em triplicata e foram colocados no grafico representado na figura
12-B. A figura 12-A representa o crescimento (em centimetros) das colénias nos mesmos

meios de protease.
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Figura 12: Grafico comparando o crescimento (A) e a degradacdo de proteinas (B), entre as linhagens de T.
rubrum MYA-3108 e UDA" em relacdo aos diferentes valores de pH extracelular. As linhagens foram

cultivadas a 28° C por 4 dias.

A tabela 14 mostra a atividade das enzimas proteoliticas, obtida através da razao
entre o diametro da col6nia (crescimento do fungo) e o diametro total (crescimento mais o
halo de degradacdo). Essa analise revelou que as proteases da linhagem mutante, que
atuam em pH 5,0, pH 6,8 e pH 8,0, apresentam uma maior atividade proteolitica em

relacdo as da linhagem selvagem.

Tabela 14: Quantificacdo da atividade das proteases (zona de protease*) secretadas pelas linhagens

selvagem e mutante, nos diferentes valores de pH do meio de cultivo.

Linhagens pH 5,0 pH50T pH 6,8 pH6,8T pH 8,0 pH80T
MYA- 3108 0,67 0,85 0,69 0,68 0,63 0,41
UDA' 0,56 0,81 0,51 0,60 0,48 0,41

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimaética.
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Para analisar se 0 AUN exerce alguma influéncia na degradacdo de proteinas
pelas linhagens em estudo, foram realizados os mesmos experimentos acrescentando-se
diferentes concentragdes de AUN aos meios de cultivo. Os controles representam 0s meios
sem droga (os mesmos das Figuras 11 e 12) e os meios contendo cloroférmio também
foram analisados, por ser utilizado como solvente da droga. Os valores numéricos foram
obtidos do mesmo modo anteriormente citado e os resultados foram colocados nos graficos
apresentados nas figuras 13 a 18.

Em pH 5,0 observa-se uma diminuicdo na degradacdo das proteinas pela
linhagem resistente com a adicdo do cloroférmio e da droga (Figura 13-B). Nas
concentracfes de AUN acima de 50 pg/mL, a linhagem selvagem nédo cresceu mas foi
capaz de degradar proteinas, e a linhagem resistente ndo apresentou alteracdo no seu

crescimento (Figura 13).



Resultados 54

A Crescimento em meio de protease pH 5.0
2,5
,E< 2 A
\(._)/
o
S 15
§ O MYA-3108
° B UDAr
S 14
S
Q
IS
<
e} 0,5 1
0 a
Controle  cloroférmio 10 ug/mL 50 ug/mL 100 ug/mL 150 ug/mL
B Degradacédo de proteinas do leite em pH 5,0

1,8

1,6 4

1,4

1,2

1 0O MYA-3108
B UDAr

0,8 1

0,6 4

0,4 +—

0,2 q

o

halo de degradacdo de proteinas do leite (cm)

Controle cloroférmio 10 ug/mL 50 ug/mL 100 ug/mL 150 ug/mL.

Figura 13: Grafico comparando o crescimento (A) e a degradacéo de proteinas (B) entre as linhagens de T.

rubrum MYA-3108 e UDA', em relacéo a diferentes concentracdes de AUN, em meio de protease pH 5,0. As

linhagens foram cultivadas a 28° C por 4 dias.

A atividade das enzimas proteoliticas nestes experimentos esta demonstrada na
tabela 15.

Tabela 15: Quantificagdo da atividade das proteases (zona de protease*) secretadas pelas

linhagens selvagem e mutante, em pH 5,0.

100 150
Linhagens Controle Cloroférmio 10 ug/mL 50 pg/mL
pg/mL pg/mL
MY A- 3108 0,67 0,65 0,63 0,36 0,42 0,48
UDA' 0,56 0,59 0,67 0,69 0,77 0,69

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimatica.
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Quando o meio foi tamponado em pH 5,0 ndo foi observada nenhuma relacéo

entre a degradacdo de proteinas e a presenca de AUN (Figura 14).
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Figura 14: Grafico comparando o crescimento (A) e a degradacao de proteinas (B) entre as linhagens de T.
rubrum MYA-3108 e UDA', em relagdo a diferentes concentracGes de AUN, em meio de protease pH 5,0

tamponado. As linhagens foram cultivadas a 28° C por 4 dias.

A tabela 16 mostra a atividade das enzimas proteoliticas secretadas pelas

linhagens nestes experimentos em pH 5,0 tamponado.

Tabela 16: Quantificagdo da atividade das proteases (zona de protease*) secretadas pelas

linhagens selvagem e mutante, em pH 5,0 tamponado.

100 150
Linhagens  Controle Cloroférmio 10 pg/mL 50 pg/mL
pg/mL pg/mL
MYA- 3108 0,85 0,80 0,81 0,82 0,72 0,89
UDA' 0,81 0,64 0,83 0,84 0,77 0,88

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimatica.
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Em pH 6,8 houve uma diminuicdo da secrecdo quando o meio foi tamponado, que
foi acentuada quando cloroférmio ou droga foi acrescentado aos meios de cultivo (Figuras

15-B e 16-B). Quanto ao crescimento ndo houve alteracdo (Figuras 15-A e 16-A).
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Figura 15: Gréfico comparando o crescimento (A) e a degradacdo de proteinas (B) entre as linhagens de T.
rubrum MY A-3108 e UDA', em relagéo a diferentes concentragdes de AUN, em meio de protease pH 6,8. As

linhagens foram cultivadas a 28° C por 4 dias.

A atividade das enzimas proteoliticas secretadas pelas linhagens sensivel e

resistente ao AUN em pH 6,8 esta demonstrada na tabela 17.
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Tabela 17: Quantificacdo da atividade das proteases (zona de protease*) secretadas pelas

linhagens selvagem e mutante, em pH 6,8.

100 150
Linhagens  Controle Cloroférmio 10 pg/mL 50 pg/mL
po/mL po/mL
MYA- 3108 0,69 0,68 0,72 0,70 0,66 0,61
UDA' 0,51 0,59 0,63 0,68 0,65 0,65

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica, 0: maior atividade enzimatica.
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Figura 16: Gréafico comparando o crescimento (A) e a degradacéo de proteinas (B) entre as linhagens de T.
rubrum MYA-3108 e UDA', em relacéo a diferentes concentragdes de AUN, em meio de protease pH 6,8

tamponado. As linhagens foram cultivadas a 28° C por 4 dias.

A atividade das enzimas proteoliticas secretadas nestes experimentos realizados
em pH 6,8 tamponado esta demonstrada na tabela 18.
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Tabela 18: Quantificagdo da atividade das proteases (zona de protease*) secretadas pelas
linhagens selvagem e mutante, em pH 6,8 tamponado.

. A 100 150
Linhagens  Controle Cloroférmio 10 pug/mL 50 pg/mL ug/mL ug/mL
MY A- 3108 0,68 0,79 0,81 0,85 0,66 0,61

UDA' 0,60 0,74 0,79 0,83 0,65 0,65

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica. 0: maior atividade enzimatica.

A maior degradacao de proteinas pelas linhagens de T. rubrum foi observada em
resposta ao pH 8,0. Essa degradacdo nao foi reprimida com a adicdo de droga em nenhuma

das concentrac0es testadas (Figura 17-B).
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Figura 17: Grafico comparando o crescimento (A) e a degradacdo de proteinas (B) entre as linhagens de T.
rubrum MYA-3108 e UDA', em relacéo a diferentes concentrages de AUN, em meio de protease pH 8,0. As

linhagens foram cultivadas a 28° C por 4 dias.
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A tabela 19 mostra a atividade das enzimas proteoliticas secretadas nestes

experimentos.

Tabela 19: Quantificacdo da atividade de proteases (zona de protease*) nas linhagens selvagem e

mutante, em pH 8,0.

100 150
Linhagens  Controle Cloroférmio 10 pg/mL 50 pg/mL
pg/mL pg/mL
MYA- 3108 0,63 0,61 0,71 0,66 0,65 0,65
UDA' 0,48 0,55 0,64 0,66 0,64 0,66

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimatica.

Entretanto, quando o meio foi tamponado houve uma diminui¢do tanto no
crescimento das linhagens (Figura 18-A), quanto na degradacdo das proteinas presentes no

meio, e esta diminuicdo foi dose-dependente (Figura 18-B).
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Figura 18: Gréafico comparando o crescimento (A) e degradacdo de proteinas (B) entre as linhagens de T.
rubrum MYA-3108 e UDA', em relagdo a diferentes concentragGes de AUN, em meio de protease pH 8,0

tamponado. As linhagens foram cultivadas a 28° C por 4 dias.

A atividade das enzimas proteoliticas nestes experimentos esta demonstrada na
tabela 20.

Tabela 20: Quantificacdo da atividade de proteases (zona de protease*) nas linhagens selvagem e

mutante, em pH 8,0 tamponado.

100 150
Linhagens  Controle Cloroférmio 10 pg/mL 50 pg/mL
pg/mL pg/mL
MYA- 3108 0,63 0,53 0,61 0,60 0,73 0,78
UDA' 0,41 0,47 0,57 0,71 0,71 0,72

(*) Zona de protease = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimatica.
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6.3. Andlise da degradacéo de lipideos extracelulares.

As lipases extracelulares degradam o tween 20 presente no meio de cultivo,
formando um halo de precipitagdo ao redor da colénia. A analise também foi realizada na
presenca de diferentes concentracfes de AUN e de cloroférmio, apds 7 dias de incubacéo a
28° C. O valor numeérico foi obtido do mesmo modo que o halo de proteases e o resultado
esta representado pelo grafico da figura 19-B, através do qual pode-se observar que nao ha
diferenca na degradacdo deste lipideo entre as duas linhagens, nem mesmo quando estas

foram cultivadas na presenga de AUN.
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Figura 19: Grafico comparando o crescimento (A) e a degradagdo de lipideos (tween 20) (B) entre as

linhagens de T. rubrum MYA-3108 e UDA" em relacédo a diferentes concentragcdes de AUN, em meio de

lipase pH 6,8. As linhagens foram cultivadas a 28° C por 7 dias.

A tabela 21 mostra os valores obtidos nos calculos da zona de lipase [razdo entre

o diametro da coldnia (crescimento do fungo) e o didmetro total (crescimento mais o halo
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de degradagéo)], mostrando que ndo h& diferenca na atividade das enzimas lipoliticas que

degradam o tween 20 entre as linhagens mutante e selvagem.

Tabela 21: Quantificagdo da atividade das lipases (zona de lipase*) secretadas pelas linhagens

selvagem e mutante, em diferentes concentragdes de AUN.

100 150
Linhagens  Controle Cloroférmio 10 pg/mL 50 pg/mL
pg/mL pg/mL
MYA- 3108 0,69 0,78 0,63 0,65 0,70 0,73
UDA' 0,69 0,70 0,63 0,68 0,70 0,61

(*) Zona de lipase = 1: auséncia de atividade enzimatica; 0: maior atividade enzimatica.

7. Teste de patogenicidade in vitro.

Para analisar se a mutacdo e o fendtipo de resisténcia ao AUN interferem na
patogenicidade de T. rubrum, foi avaliada a capacidade dos conidios das linhagens
selvagem e mutante de germinar em fragmentos de unha humana. A figura 20 mostra que a
linhagem resistente apresenta uma diminuicdo na germinacdo de seus conidios sobre a
unha, em comparacdo a linhagem selvagem. Os conidios das linhagens ndo foram capazes

de germinar em agua, na auséncia do fragmento de unha

Figura 20: Germinacdo dos conidios — presenca de hifas sobre fragmentos de unha humana. Unha sem

indculo (A), linhagem MYA - 3108 (B) e UDAT (C). As linhagens foram cultivadas em unha humana a 28° C
por 6 dias.
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8. Analise da expressdo diferencial de genes por Differential Display Reverse

Transcription of Polymerase Chain Reaction - DDRT-PCR.

A metodologia de DDRT-PCR foi utilizada para analisar 0s genes
diferencialmente expressos pelas linhagens de T. rubrum sensivel (selvagem) e resistente
(mutante) ao AUN, submetidas ou ndo a droga na concentracdo de 50 pg/mL. Seis
experimentos de DDRT-PCR foram realizados, utilizando diferentes conjuntos de
oligonucleotideos aleatdrios (arbitrarios). As tabelas 2 e 5 mostram, respectivamente, as
sequéncias e 0s conjuntos de oligonucleotideos utilizados em cada experimento. Através
destas reacGes de DDRT-PCR, encontramos vérias bandas diferencialmente expressas
entre as condigdes estudadas, mostrando um perfil diferenciado de expressao génica entre
as duas linhagens submetidas as mesmas condicdes (presenca ou auséncia de AUN). A
figura 21 mostra o padrdo eletroforético em gel de poliacrilamida destes experimentos,
indicando as bandas que foram extraidas dos géis. Estas bandas foram clonadas e os clones
obtidos foram seqlienciados e utilizados nos experimentos de reverse northern blotting

para a confirmacéo da expressdo diferencial.
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Figura 21: Padrdo eletroforético dos experimentos de DDRT-PCR. M: marcador de massa molecular 100 pb;
1: linhagem MY A-3108 com AUN; 2: MYA-3108; 3: linhagem UDA'" com AUN; 4: UDA'".
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8.1. Andlise das sequiéncias por bioinformética.

As sequéncias geradas foram submetidas a analises através de ferramentas de
bioinformatica. O programa phredPhrap foi usado para avaliar a qualidade de cada
sequéncia gerada e retirar as regides de vetor pelo crossmatch (presente no mesmo pacote
de programas). As seqliéncias confiaveis apresentavam um valor de qualidade maior que
30 (valor dado pelo programa Phrap), e foram submetidas a analises pelo programa

BLASTx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para procurar similaridade com seqliéncias

protéicas depositadas no GenBank. A tabela 22 apresenta os resultados obtidos nestas
analises, mostrando o tamanho da sequéncia dos clones analisados, a proteina depositada
no banco de dados, o organismo , o tamanho total da seqtiéncia da mesma que foi similar a
EST (Expressed Sequence Tag) de T. rubrum, a regido de similaridade entre elas (a de T.
rubrum e a do banco de dados), o e-value, a porcentagem de identidade e de positivos,
além da condicéo de expresséo visualizada pelo gel de DDRT-PCR.

O programa InterPro (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan) foi utilizado para

procurar possiveis dominios e sitios funcionais dentro das ESTs de T. rubrum,
principalmente devido ao elevado nimero de seqiiéncias que apresentaram similaridade
com proteinas hipotéticas (que ainda ndo tém funcdo bioldgica definida) e que nédo
apresentaram similaridade com as seqiiéncias depositadas nos bancos de dados. A
sequéncia do clone 1.3, referente a banda de nimero 1 mostrou similaridade com uma
proteina hipotética de A. nidulans (tabela 13), sendo que a regido de similaridade
corresponde a um dominio conservado Dnal (DnaJ domain). O clone 15.1 (banda de
numero 15) apresenta similaridade com dominio haloacid dehalogenase-like hydrolase,
presente nas proteinas da familia Aldo/keto reductase, e o clone 17.1 (banda 17) possui um
dominio peptidil-prolil cis-trans isomerase, cyclophilin-type. O clone 2.6, proveniente da
banda de nimero 2, apresenta similaridade com H*-ATPase de membrana plasmatica (0s
membros desta familia estdo envolvidos no transporte de Na'/K*, H'/K*, Ca™ and Mg™™).
A seqiiéncia parcial do mRNA do gene que codifica a H*-ATPase de T. rubrum foi

depositada no GenBank por nds (nimero de acesso: AY234618).


http://www.ebi.ac.uk/InterProScan

Resultados

Tabela 22: Anélise das seqliéncias provenientes do DDTR-PCR pelo programa BLASTX.

Tamanho Resultado da busca Tamanho Regido de Regido de Condicéio de
Clone da oo Organismo da similaridade da  similaridade E-value Identidade Positivos ~
NP por similaridade P expressao
sequiéncia proteina (T. rubrum) ( banco)
1.3 697 Proteina hipotética A. nidulans 837 aa 409 - 50 33 - 147 3e-12 45/120 (37%)  56/120 (46%) 3
1.6 594 Ausente 3
1.7 428 Ausente 3
2.1 478 Ausente 3
2.2 616 Ausente 3
2.3 440 Ausente 3
2.6 701 Plasma membrane Ajellomyces 916 aa 177 -701 48 - 202 5e-59 122/175 128/175 3
ATPase (Proton pump) capsulatus (69%) (73%)
2.7 428 Ausente 3
3.1 372 Ausente 3
3.2 441 Ausente 3
4.1 472 Ausente 1
4.2 334 Ausente 1
4.3 171 Ausente 1
4.7 241 Ausente 1
5.1 220 Ausente 1
5.2 221 Ausente 1
5.6 421 Ausente 1
7.5 737 Proteina hipotética Gibberella 1130 aa 623 - 237 356 - 488 6e-06 38/137 (27%)  55/137 (40%) 3
zeae
10.5 181 Ausente 3
10.6 178 Ausente 3
10.7 161 Ausente 3
12.7 126 Ausente 2e4
13.1 190 Ausente 1
14.2 484 Ausente 1
15.1 640 Proteina hipotética A. nidulans 1688 aa 14 - 607 1204 - 1401 2e-91 163/198 178/198 2e4
(82%) (89%)
16.1 500 Proteina hipotética Neurospora 670 aa 496 - 416 512 - 538 4e-04 17/27 (62%) 22/27 (81%) 1,2e3
crassa
17.1 452 Proteina hipotética A. nidulans 558 aa 447 - 4 133 - 284 4e-25 64/154 (41%)  91/154 (59%) 1,2e4
19.3 203 Ausente 3
24.3 288 Ausente 2,3e4
26.1 226 Ausente 1
29.3 193 Ausente 1

1: MYA-3108, 2: MYA-3108 com AUN, 3: UDA', 4: UDA" com AUN. aa: aminoécidos. Clone: o primeiro numero corresponde ao niimero da banda recortada do gel de poliacrilamida.
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8.2. Reverse-Northern Blotting.

Os clones provenientes do DDRT-PCR foram amplificados por PCR, para
obteng&o dos insertos que foram colocados, em duplicata, sobre membranas de nylon para
a realizacdo dos experimentos de reverse northern blotting. A figura 22 mostra o padréo
dos produtos de PCR em gel de agarose 0,8%, e a tabela 23 a organizacéo dos clones sobre

as membranas.

9 Kb
6 Kb
4 Kb
2,3Kb
2 Kb

Figura 22: Padrao dos produtos de PCR de alguns clones de DDRT-PCR em gel de agarose 0,8%, utilizando

os oligonucleotideos universais M13. M: DNA do fago A digerido com HindlIIl.

Tabela 23: Organizacdo dos clones (produto de PCR) sobre as membranas de nylon.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1.1 1.2 1.3 1.6 1.7 2.1 2.2 2.3 2.6 2.7 3.1 3.2
B 4.1 4.2 4.3 4.7 5.1 5.2 5.3 5.6 6.1 6.2 6.3 6.4
C 6.5 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 7.6 7.7 7.8 7.9 8.1 8.2
D 9.1 9.2 93 | 101 | 10.2 | 10.3 | 104 | 105 | 106 | 10.7 | 108 | 111
E 121 | 122 | 123 | 126 | 12.7 | 131 | 13.2 | 13.3 | 136 | 13.7 | 142 | 151
F 152 | 16.1 | 16.2 | 17.1 | 172 | 182 | 192 | 202 | 203 | 21.2 | 213 | 221
G 222 | 223 | 233 | 242 | 243 | 252 | 253 | 26.1 | 26.2 | 26.3 | 271 | 27.2
H 273 | 274 | 28.1 | 28.2 | 29.1 | 29.2 | 29.3 19.3
— A _
—— ——
Membrana 1 Membrana 2

A figura 23 mostra os resultados dos experimentos de reverse northern blot. As
membranas contendo os produtos de PCR foram hibridadas com os cDNAs obtidos através
da transcricdo reversa dos mRNAs das quatro condigdes estudadas: linhagem MYA-3108
(Figura 23-1), MYA-3108 tratada com AUN (50 pg/mL) (Figura 23-11), UDA' (Figura 23-
1) e UDA" tratada com AUN (50 pg/mL) (Figura 23-1V). Os circulos nas marcagdes
representam os clones que foram confirmados quanto a expressdo diferencial, através

destes experimentos.
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Figura 23: Reverse Northern Blot dos clones provenientes das reacfes de DDRT-PCR, utilizando como
sonda os cDNAs marcados com fluoresceina. I: linhagens MYA-3108, Il: MYA-3108 tratada com AUN, IlI:
UDA, IV: UDA" tratada com AUN.
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V. Discussao

Para o controle efetivo dos fungos patogénicos é fundamental o conhecimento
sobre a biologia dos patégenos, os seus mecanismos de viruléncia e 0s processos de
interacdo com o hospedeiro. Além disso, os relatos cada vez mais freqiientes de linhagens
resistentes aos antifangicos disponiveis no mercado, tornam necessario o esclarecimento
dos mecanismos responsaveis por esse fenotipo e do modo de acdo dos agentes inibidores
de crescimento. Todo este conhecimento somado pode levar a descoberta de novos alvos
celulares e ao desenvolvimento de novas drogas antifungicas, que atuem de maneira mais
especifica possivel contra o fungo, sem interferir com o hospedeiro. O objetivo principal
deste trabalho foi avaliar genes e processos celulares que possam estar envolvidos no
mecanismo de resisténcia ao acido undecanodico em T. rubrum e analisar a possivel relacdo
entre estes mecanismos e a secrecdo de enzimas importantes para o processo de infeccéo
deste dermatofito.

Nos experimentos de obtencdo da linhagem resistente, apenas uma das trés
coldnias obtidas se mostrou resistente a0 AUN. Este nimero reduzido de mutantes obtido
corrobora com dados da literatura, que descrevem uma baixa ocorréncia para a selecdo de
mutantes resistentes aos fungicidas que apresentam um efeito inibitorio inespecifico
(Martinez-Rossi, 1995). Além disso, 0 modo de acdo do AUN ainda é pouco conhecido,
sabendo-se apenas que este acido graxo inibe o crescimento do fungo e a producdo de
algumas enzimas que participam no processo infeccioso (Das e Benerjee, 1982b). Como T.
rubrum esté classificado como um fungo deuteromiceto, ou seja, ndo apresenta ciclo sexual
descrito, ndo é possivel realizar analises de genética classica para mapear a mutacao e
descobrir qual (is) gene (s) esta (4o) conferindo resisténcia ao AUN neste fungo. Por isso,
neste trabalho as respostas celulares da linhagem resistente foram comparadas as da
linhagem selvagem, principalmente levando em consideracdo os aspectos envolvidos na
patogénese das dermatofitoses, para saber se existe relacdo entre o processo de resisténcia
ao AUN e a secrecdo de enzimas envolvidas na patogenicidade do dermatofito em estudo.

A linhagem mutante (UDA") obtida neste trabalho apresenta uma concentragéo
inibitéria minima para o AUN aproximadamente quatro vezes maior que a linhagem
selvagem MYA-3108 (Tabela 10). Embora nenhuma alteragdo morfologica ocasionada
pela mutagdo tenha sido observada através dos métodos utilizados, o mutante resistente
apresenta um crescimento mais lento que o da linhagem selvagem (Figura 4). Esta

diminuicdo no crescimento da linhagem resistente poderia estar relacionada a alguma falha



Discussdo 70

na assimilagcdo de nutrientes. Desse modo, o0 cultivo em meio minimo suplementado com
diferentes fontes de carbono poderia dar indicios sobre a capacidade da linhagem mutante
em metabolizar algumas fontes de carbono. Tais experimentos ndo revelaram nenhuma
diferenca entre as linhagens em relacdo a capacidade de utilizacdo das fontes de carbono
testadas, mostrando que T. rubrum ndo é metabolicamente capaz de crescer utilizando
acetato de potassio como Unica fonte de carbono, e que as linhagens continuavam
apresentando diferenca no tamanho das colénias (Figura 7). Entretanto, a adicdo de glicina
ao meio de cultivo levou a supressdo desta diferengca no tamanho das coldnias, sugerindo
que a mutacdo pode ter levado a uma maior requisicdo por este aminoacido para o
crescimento da linhagem UDA".

Uma hipotese sugerida para explicar a diferenca no crescimento das linhagens é
que a mutacdo tenha levado a uma diminuicdo na capacidade de alcalinizar o meio de
cultivo retardando o crescimento da linhagem, visto que T. rubrum, independente do pH
inicial do meio, tende a alcaliniza-lo durante seu crescimento (Ferreira-Nozawa et al.,
2003). Esta dificuldade pdde ser revertida quando a linhagem foi cultivada em meio
contendo glicina, pois a utilizacdo deste aminoacido gera acetilCoA que aumenta o pH do
meio para valores acima de 9,0, promovendo assim a alcalinizacdo do meio extracelular
(Thedei et al., 1994). Além disso, quando o pH do meio foi medido apos o cultivo das
linhagens, o meio no qual a linhagem mutante cresceu apresentava 0,5 unidade de pH
abaixo ao do meio onde a selvagem cresceu (Tabela 11). Outras evidéncias que favorecem
esta hipOtese sdo que, a diferenca no crescimento das linhagens também foi suprimida
quando elas foram cultivadas em meio minimo tamponado em pH 5,0, no qual nenhuma
das linhagens consegue modular o pH ambiente (Figura 5). As diferencas no tamanho das
coldnias e no valor do pH ap6s o crescimento também ndo foram observadas quando foi
adicionado glicina ao meio minimo pH 5,0 ndo tamponado (na auséncia deste aminoacido,
tais diferencas foram observadas).

A diminuicdo da capacidade de alcalinizar o meio e o crescimento diminuido da
linhagem mutante poderiam representar desvantagens durante o processo infeccioso. O
crescimento mais lento desta linhagem poderia levar a sua eliminacéo do tecido através da
descamacéo continua do epitélio. A dificuldade em alcalinizar o meio também se mostra
uma desvantagem, principalmente levando em consideracdo o modelo de regulacdo das
enzimas proteoliticas pelo pH, o qual sugere que os dermatdfitos devem alcalinizar o meio
para se instalar e permanecer no tecido hospedeiro (Martinez-Rossi et al., 2004), visto que

a maioria das proteases queratinoliticas apresenta atividade Otima em meio alcalino
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(Brasch et al., 1991). Os resultados do teste de infecgéo in vitro utilizando fragmentos de
unha humana, mostraram que os conidios da linhagem resistente sdo capazes de germinar e
formar hifas. Porém, o crescimento desta linhagem ainda é mais lento que o da selvagem
(Figura 20) e, mesmo em condic¢des que mimetizam a infeccdo, a linhagem mutante ainda
apresenta uma dificuldade de crescimento em relacdo a selvagem. Para determinar se esta
linhagem manteve ou ndo sua patogenicidade, experimentos de infeccdo in vivo séo
necessarios, pois varios outros fatores podem influenciar na capacidade de um organismo
se instalar e causar infec¢do, como a resposta do hospedeiro frente ao patdgeno.

Como a habilidade dos dermatofitos invadir e subseqiientemente se disseminar
através do estrato corneo é, em parte, governada pela acdo de enzimas proteoliticas
produzidas e secretadas por estes patdgenos, a secrecdo destas enzimas foi avaliada neste
trabalho. Em todos os meios de cultivo utilizados para a anélise da secrecdo das enzimas
proteoliticas a linhagem resistente continuou apresentando uma diferenca no seu
crescimento, em relacdo a linhagem selvagem. Entretanto, apesar do crescimento mais
lento as enzimas proteoliticas secretadas por esta linhagem mutante, capazes de degradar a
queratina e as proteinas do leite (Figuras 8 e 11, respectivamente), apresentam uma maior
atividade sobre tais substratos do que as secretadas pela selvagem, conforme mostram 0s
gréaficos das figuras 9B e 12B e as tabelas 12 e 14. Estes resultados sugerem um
interessante mecanismo adaptativo no qual uma maior degradacdo de proteinas possibilita
a permanéncia do fungo no tecido hospedeiro, pois o fato desta linhagem crescer mais
lentamente poderia levar a sua eliminacdo do tecido mais rapidamente, através da
descamacdo do epitélio e dos mecanismos de resposta imune do hospedeiro,
principalmente os da imunidade inata que é a primeira linha de defesa do organismo
humano.

Na literatura, ha relatos de uma grande variedade de proteases secretadas por
dermatofitos, e diferentes estudos mostram que estas enzimas desempenham um
importante papel ndo apenas na aquisicdo de nutrientes (Apodaca e McKerrow, 1989a),
como também na invasdo do tecido hospedeiro (Apodaca e McKerrow, 1989b) e no
controle dos mecanismos de defesa (Grappel e Blank, 1972; Collins et al., 1973). Em
2004, cinco genes que codificam metaloproteases (MEP1-5, familia das fungalisinas) e
sete genes que codificam serina proteases (SUB1-7, familia das subtilisinas) em T. rubrum
foram identificados (Jousson et al., 2004a e b). A alta atividade queratinolitica de dois dos
sete genes Sub sugere que estas proteases desempenhem um papel importante na viruléncia

deste patégeno. Entretanto, os autores sugerem que as proteases secretadas por
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dermatofitos devem apresentar diferentes especificidades por substratos, uma vez que o
gene Sub5 ndo teve atividade sobre caseina e nem sobre queratina. Como o estrato cérneo
apresenta uma grande variedade de substratos, esta variedade de proteases seria uma
vantagem para os dermatéfitos que, segundo estes autores, apresentam um ndmero maior
de genes que codificam proteases, em relacdo a outros fungos patogénicos como o A.
fumigatus.

Outro gene isolado de T. rubrum que apresenta similaridade de seqiiéncia com
serina proteases é o Sub6 (Jousson et al., 2004b). A proteina codificada por este gene foi
descrita como um alérgeno, um antigeno protéico que induz producdo de Imunoglobulina
E (IgE) e resposta imune mediada por células, estimulando respostas de hipersensibilidade
imediata e tardia. Tal proteina se mostrou um alérgeno importante entre os pacientes com
dermatofitose cronica, uma vez que oito entre dez pacientes apresentaram anticorpos IgE
contra esta proteina, sendo que cinco destes pacientes também apresentaram reatividade
bronquica a antigenos de Trichophyton (Woodfolk et al., 1998). Como a linhagem UDA'
apresenta uma maior degradacdo de proteinas, outros experimentos precisam ser realizados
para determinar quais as enzimas proteoliticas que estdo sendo mais expressas por esta
linhagem. Além disso, experimentos de infeccdo in vivo poderiam demonstrar se esta
linhagem € capaz de infectar o hospedeiro, de desencadear uma maior resposta imune ou
ainda levar ao aparecimento de quadros alérgicos.

A sintese de proteases €, em sua maioria, regulada por uma combinagdo de
fatores ambientais como disponibilidade de nutrientes, pH ambiente e temperatura
(Ogrydziak et al. 1977; Glover et al. 1997). Tsuboi et al. (1989) mostraram que a
quantidade e o tipo de proteases produzidas por um organismo depende da fonte de
nitrogénio e do pH ambiente, e Hynes e Kelly (1977) relataram que muta¢des nos genes
creB e creC de A. nidulans, que codificam proteinas que se ligam ao DNA, resultaram em
niveis elevados de atividade proteolitica extracelular, mostrando-se uma mutacao ganho de
funcdo (gain of function). Entretanto, devido a esta complexidade, pouco se conhece sobre
as vias de sinalizacdo que controlam a expresséo de proteases em fungos (Gonzalez-Lopez
et al., 2002). Dependendo do pH do meio de cultivo, a levedura Yarrowia lipolytica secreta
proteases acidas ou alcalinas, cuja sintese € controlada pela disponibilidade de fontes de
carbono, nitrogénio e enxofre, assim como pela presenca de proteinas extracelulares.

A patogénese das varias formas de candidiase estd associada com a regulacdo
diferencial e temporal de genes que codificam proteases asparticas secretadas (secreted

aspartic proteases — Sap). Estas enzimas agem como citolisinas em macrdfagos apos a
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fagocitose da Candida e estdo envolvidas também na aderéncia a células epiteliais (Monod
e Borg-von, 2002). A ativacdo de conjuntos apropriados de genes Sap em C. albicans, de
acordo com as necessidades do fungo no curso da infeccéo, é em parte responsavel pela
adaptacdo deste patogeno a diferentes nichos do hospedeiro (Staib et al., 2000). Como
mencionado anteriormente, T. rubrum é um fungo deuteromiceto tornando-se dificil
descobrir qual(is) gene(s) sofreu(ram) mutacao na linhagem resistente, e que além de estar
conferindo resisténcia ao AUN, ainda esta provocando uma diminuicdo no seu
crescimento, levando a uma maior atividade das enzimas proteoliticas e queratinoliticas
extracelulares e consequientemente ocasionando uma maior degradagao de proteinas.

Um aspecto interessante observado quanto ao crescimento das colonias foi em
relacdo a sua morfologia no meio agar Sabouraud pH 8,0, no meio minimo suplementado
com galactose e em meio contendo queratina. Nestes meios, as linhagens de T. rubrum
crescem espalhando-se no meio de cultivo, diferente do que foi observado quando elas
cresceram em meio agar Sabouraud pH 6,8, em meio minimo contendo glicose e nos meios
suplementados com glicina, nos quais apresentam uma coldnia compacta. Levando em
consideracdo o processo infeccioso, durante o qual o fungo devera se adaptar as condi¢des
encontradas no tecido hospedeiro para poder sobreviver e se instalar, o patégeno deve
adquirir nutrientes a partir do tecido hospedeiro, e para conseguir sua fonte de nutrientes
ele provavelmente se espalha no tecido de modo a aumentar sua superficie de absorcao.
Como tais patdgenos sdo queratinofilicos, o crescimento do fungo no meio contendo
queratina poderia estar mimetizando in vitro as condi¢des encontradas in vivo, e por isso 0
fungo se espalha no meio de cultivo na tentativa de aumentar a area de absorcdo e obter
nutrientes. O fato de T. rubrum crescer com 0 mesmo aspecto em galactose também
chamou a atencdo pelo fato de ter sido relatada a interagdo de T. rubrum com residuos de
galactose presentes na superficie de celulas CHO, como demonstrado nos experimentos
realizados por Esquenazi et al. (2004). O mesmo poderia acontecer em pH 8,0, uma vez
gue nos estagios mais tardios da infec¢do, no qual o fungo esta estabelecido na pele, ocorre
uma modulagdo do pH ambiente de modo a alcaliniz&-lo (Martinez-Rossi et al., 2004), e 0
fungo também estaria se espalhando no meio (tecido hospedeiro) para captar nutrientes.

Quanto a degradacéo de lipideos, ndo foram observadas diferengas na atividade
das enzimas lipoliticas secretadas pelas linhagens selvagem e mutante que degradam o
tween 20. Atraves do teste Api-zym, apenas diferencas sutis foram observadas em relacéo
as enzimas fosfatase acida, esterase (Cg), leucina arilamidase e Naftol-AS-BI-

fosfohidrolase, e ndo permitiu chegar a uma conclusao sobre quais enzimas estariam sendo
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mais ou menos secretadas pela linhagem mutante. Entretanto, o teste utilizado é semi-
quantitativo e analises de quantificacdo e atividade enzimatica devem ser realizados para
uma melhor compreenséo das enzimas secretadas pela linhagem mutante.

A presenga de AUN nos meios de cultivo utilizados para as anélises da atividade
de proteases, lipases e enzimas queratinoliticas, ndo mostrou nenhuma acéo direta da droga
na degradacdo desses substratos. Apenas em pH 8,0 tamponado observa-se uma
diminuicao na degradacdo de proteinas do leite decorrente da adicdo crescente de AUN ao
meio. Embora Das e Banerjee (1982b) tenham relatado uma inibicdo na produgéo de
lipases e queratinases em T. rubrum na presenca de AUN, em nossos experimentos tal
inibicdo ndo foi observada, possivelmente porque as concentracdes de droga analisadas e o
método de deteccdo enzimatica ndo foram os mesmaos.

Outro fato relevante foi o crescimento da linhagem selvagem de T. rubrum nos
meios de cultivo (para teste de queratinase, protease e lipase) que continham concentracdes
de AUN superiores aos valores de CIM nos meios Sabouraud e RPMI. Alguns trabalhos
mostram que a concentracdo de glicose, a composicdo e o pH do meio de cultivo
influenciam no crescimento dos fungos, e consequientemente nos testes de sensibilidade a
agentes antifungicos (Klepser et al., 1997; Cuenca-Estrella et al., 2001; Bartizal e Odds,
2003). Deste modo, o crescimento observado nos meios contendo AUN poderia ser
explicado pela influéncia destes fatores, uma vez que os meios utilizados foram
suplementados com glicose e havia variacdo nos valores de pH, aléem da presenca de
proteinas nestes meios de cultivo. A droga poderia também perder sua atividade
antifingica por estar sendo inibida pela presenca de tais componentes.

Outra abordagem deste trabalho foi analisar genes diferencialmente expressos
entre as linhagens sensivel e resistente. O conhecimento dos genes que SA0 exXpressos € 0
nivel de expressdo destes genes fornece informacBes importantes sobre 0s processos
celulares que o organismo esta realizando e sobre a regulacdo da expressao de alguns
genes, além de ajudar a elucidar a funcdo de genes de interesse (Horak e Snyder, 2002).
Deste modo, avaliar os genes que sdo diferencialmente expressos entre as linhagens
selvagem e mutante pode fornecer informagfes sobre os mecanismos moleculares
envolvidos no processo de resisténcia ao AUN, assim como aqueles envolvidos na resposta
de T. rubrum a exposicdo a esta droga. Os experimentos de DDRT-PCR mostraram um
perfil de expressdo génica diferente para as linhagens em estudo. Porém, como o
sequenciamento do genoma de T. rubrum ainda ndo foi realizado, as buscas por

similaridade entre seqiiéncias foram realizadas com base nos bancos de dados publicos. As
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analises das seqliéncias dos clones obtidos por estes experimentos mostraram que a maioria
das ESTs apresenta similaridade com proteinas hipotéticas conservadas (que néo
apresentam funcdo conhecida) ou ndo apresentam similaridade com nenhuma proteina ja
depositada nos bancos de dados. Esta falta de similaridade pode ser devido ao tamanho das
sequéncias analisadas, ja que algumas delas tinham entre 100 a 200 bases, ou ainda as
ESTs poderiam corresponder a genes novos, ou genes exclusivos de T. rubrum.

O clone 2.6 foi 0 Gnico que apresentou similaridade com proteinas de funcgéo
descrita, sendo sua seqiéncia similar a H'-ATPase de membrana plasmatica de
Ajellomyces capsulatus. Este clone teve sua expressdo diferencial confirmada através de
reverse northern blot (Figura 23), no qual o sinal de hibridacdo entre este fragmento com o
pool cDNAs da linhagem mutante foi mais forte do que com o da linhagem selvagem. Esta
proteina pertence a familia P-type de enzimas transportadoras de ions e desempenha um
importante papel na fisiologia celular, auxiliando na regulacdo do pH intracelular e na
manutencdo do potencial eletroquimico transmembrana, necessario para a captacdo de
nutrientes (Serrano, 1988). A H*-ATPase é uma proteina predominante na membrana
plasmatica, composta de uma Unica subunidade de aproximadamente 100 KDa contendo
um dominio transmembrana responsavel pelo transporte, e um dominio catalitico
citoplasmatico responsavel pela hidrélise do ATP. O gene que codifica esta proteina
(pmal) foi clonado em diversos fungos e se mostra altamente conservado. Experimentos
de ruptura génica em Saccharomyces cerevisiae (Serrano et al., 1986), A. nidulans (Reoyo
et al., 1998) e C. neoformans (Soteropoulos et al., 2000) demonstraram que este gene €
essencial para os fungos estudados, sendo sua auséncia letal. Além disso, a H*-ATPase de
C. neoformans péde ser inibida tanto in vitro como in vivo e esta inibicdo resultou em
morte celular (Soteropoulos et al., 2000). Deste modo, a H™-ATPase se revela um
excelente alvo para drogas antifngicas, pois em humanos as proteinas desta familia séo
diferentes das encontradas em fungos (Monk e Perlin, 1994; Monk et al, 1995). Foi
demonstrada também a participacdo da H'-ATPase na patogenicidade fungica, em C.
albicans, atraves de seu efeito no dimorfismo (Stewart et al., 1988; Monk et al., 1993), na
captacdo de nutrientes e na acidificacdo do meio (Prasad, 1987).

O fato da H*-ATPase ser uma enzima que participa no processo de captacio de
nutrientes e na regulacdo do pH intracelular, sugere que uma maior expressdo deste gene
pela linhagem mutante poderia ser um mecanismo molecular para compensar o
crescimento mais lento desta linhagem, possibilitando a captacdo de nutrientes e

conseqiientemente a sobrevivéncia da linhagem no meio de cultivo. Como o gene pmal ¢
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essencial, a diferenca de expressdo observada neste estudo (variagdo quantitativa de
expressao) é provavelmente devido a uma maior expressdo deste gene pela linhagem
UDA", comparada com a linhagem selvagem cuja expressdo é basal (constitutiva) e por
isso foi fracamente detectada nos experimentos realizados. Experimentos para quantificar a
expressao génica, atraves da metodologia de RT-PCR ou PCR em tempo real, poderiam ser
utilizados para comparar os niveis de expressdo do gene pmal nas duas linhagens.

A busca por dominios conservados nas sequéncias das proteinas hipotéticas
encontradas nos experimentos de DDRT-PCR poderia dar indicios de suas funcoes.
Apenas trés clones apresentaram dominios conhecidos. O clone 1.3 apresenta similaridade
com uma proteina hipotética de A. nidulans. Esta proteina e a EST de T. rubrum isolada
apresentam um dominio J (ou Dnal) conservado, o qual estd associado ao sistema de
proteinas de choque térmico de 70KDa (Hsp70). As proteinas que apresentam tal dominio
interagem direta ou indiretamente com as Hsp70, que auxiliam na formagéo da estrutura
terciaria de outras proteinas e no transporte intracelular. A funcdo exata destes dominios
dentro de uma proteina ainda ndo estd bem elucidada. Alguns autores sugerem que a
estrutura e a funcdo das proteinas que apresentam este dominio devem estar envolvidas em
processos bioldgicos fundamentais, como a regulacdo de proteinas quinases e exocitose,
pelo fato dessas proteinas serem altamente conservadas, estando presentes em bactérias,
fungos, plantas, animais e alguns virus (Kelley, 1998). O clone 15.1 apresenta similaridade
com outra proteina hipotética de A. nidulans, apresentando um dominio haloacid
dehalogenase-like hydrolase, familia que inclui L-2-haloacid dehalogenase, epoxide
hydrolases e fosfatases.

Outro clone cuja sequéncia apresentou similaridade com dominios conservados
foi 0 17.1, o qual apresenta similaridade com proteinas hipotéticas conservadas. O dominio
peptidil-prolil cis-trans isomerase (PPlase ou rotamase) encontrado na seqiiéncia deste
clone, esta presente em enzimas que participam da formacéo da estrutura terciaria de outras
proteinas. Porém, este dominio esta descrito como um dominio hipotético, também sem
funcdo esclarecida. Entretanto, a expressdo diferencial destes genes ndo foi confirmada
pela técnica de reverse northern blot e, portanto, devera ser examinada por técnicas mais
apuradas como northern blot, RT-PCR ou até mesmo PCR em tempo real, uma vez que a
expressao diferencial destes genes entre as condi¢bes estudadas pode ser no nivel de
expressao.

Em organismos cujo genoma foi completamente sequenciado, 0s genes que

codificam proteinas hipotéticas representam aproximadamente 50% dos genes
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identificados. Os genes identificados neste trabalho poderdo ser isolados da biblioteca
gendmica de T. rubrum, ja construida em nosso laboratorio. O conhecimento da sequliéncia
completa destes genes permitira sua melhor caracterizacdo funcional. A deducdo da
seqliéncia proteica, codificada pelos genes hipotéticos, podera levar a identificacdo de
outros dominios conservados e conseqlientemente a obtencdo de novas informacdes
funcionais. Além disso, a funcionalidade dos genes de interesse também pode ser avaliada
através da obtencdo de linhagens de T. rubrum com o gene rompido. Analises de expressdo
génica através de técnicas mais apuradas como northern blot, RT-PCR ou PCR em tempo
real podem ser utilizadas para caracterizar as proteinas hipotéticas, e principalmente
confirmar a expressdo dos genes obtidos por DDRT-PCR, ja que alguns clones ndo foram
confirmados através da metodologia de reverse northern blot, ou seja, ndo foram
detectados nas condigfes em que tinham sido isolados (como ocorreu com os clones 1.6 e
7.4 - Figura 23).

O atual trabalho lanca novas perspectivas para a compreensdo dos mecanismos
adaptativos e os de resisténcia a drogas em T. rubrum e sua relacdo com a secrecao de
enzimas e a patogenicidade deste dermatdfito. Em adicdo, os resultados obtidos abrem
novas possibilidades para o estudo da expressdo de novos genes, até entdo considerados

hipotéticos.
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VI. Concluséao

*

D3

A linhagem de T. rubrum UDA" cresce mais lentamente e é cerca de quatro
vezes mais resistente ao acido undecanoico que a linhagem controle MY A-
3108. A diferenca no crescimento das linhagens foi superada na presenca de
glicina ou em pH 5,0 tamponado, sugerindo que tal linhagem apresenta uma
dificuldade em alcalinizar o meio de cultivo, podendo ser uma desvantagem

do ponto de vista patogénico.

Em condicBGes que mimetizam a infeccdo in vitro, os conidios da linhagem
resistente foram capazes de germinar sobre os fragmentos de unha humana

de modo menos agressivo que a linhagem selvagem.

Para que a linhagem resistente possa adquirir nutrientes do meio e
sobreviver é sugerido um mecanismo de adaptacdo atraves da secrecdo de
enzimas proteoliticas, devido a maior secrecdo de enzimas proteoliticas e

queratinoliticas por essa linhagem.

A presenca do AUN, nas concentracbes testadas, ndo interferiu

significantemente na secrecdo das enzimas proteoliticas e queratinoliticas.

A maior expressdo de um gene que codifica uma H*-ATPase de membrana
plasmatica sugere um mecanismo molecular que pode contribuir para a
captacdo de nutrientes pela linhagem resistente, devido ao envolvimento
desta proteina no transporte de ions, na regulacdo do pH intracelular e na
aquisicdo de nutrientes.
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VII. Perspectivas

*

Experimentos de infecgdo in vivo através da inocula¢do de conidios das
linhagens em cobaias poderdo revelar se a linhagem mutante manteve ou
ndo sua patogenicidade. Se a linhagem for capaz de infectar as cobaias,
estudos histopatoldgicos do tecido infectado podem ser realizados para
analisar se a resposta celular desencadeada pelas duas linhagens em estudo

foi semelhante.

Analises quantitativas da expressdo génica poderdo ser realizadas com o
gene que codifica a H'-ATPase, e também para 0s outros genes
identificados no DDRT-PCR, para revelar 0s niveis de expressdo deste (S)

gene (s) nas linhagens estudadas.

Vaérias proteinas hipotéticas foram obtidas a partir dos experimentos de
DDRT-PCR, as quais sdo alvos interessantes para estudos funcionais. Tais
estudos podem envolver a caracterizacdo da expressdo destes genes nas
linhagens de T. rubrum selvagem e mutante UDA' em diferentes condigGes
ambientais como pH e concentracGes distintas de droga. Além disso, ha
também a possibilidade de se obter linhagens de T. rubrum com o gene
rompido, através da construcdo de cassetes de ruptura génica e

transformacéo por recombinacdo homologa.
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Anexo 1: Esquema do vetor de clonagem pGEM-T.
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