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RESUMO 
 

 

O Paracoccidioides brasiliensis (Pb) é um fungo dimórfico e termorregulado associado ao 
desenvolvimento da paracoccidioidomicose (PCM), uma das mais prevalentes micoses 
sistêmicas granulomatosa que afeta moradores da América do Sul. Para avaliar mudanças 
no perfil de expressão gênica deste patógeno humano, em escala genômica, nosso grupo 
empreendeu a construção de um biochip detalhado de P. brasiliensis, contendo seqüências 
representativas de 4.692 genes deste microrganismo. Durante a monitoração da transição 
micélio-levedura induzida pela temperatura foi revelado um grande número de genes 
ligados à resposta ao estresse oxidativo, mostrando uma super expressão durante a 
diferenciação à fase parasita leveduriforme do fungo. Com o objetivo de investigar o padrão 
de expressão destes genes em P. brasiliensis fizemos análises de hibridação em 
microarranjos com amostras de RNA obtidas de células incubadas na presença de agentes 
geradores de espécies reativas de oxigênio (ROS), como Paraquat® (metil viologen) e 
peróxido de hidrogênio (H2O2). Os padrões de expressão de vários genes (glicerol 3-fosfato 
desidrogenase, superóxido dismutase, histidina quinase) mostraram que o ataque oxidativo 
foi efetivo. Alguns genes como os de antioxidante tiol específico e peroxirredoxina 
mostraram subregulação, contrariando o esperado. O metabolismo de tirosina, que inclui a 
enzima 4HPPD, a produção de biotina e em especial, a via de síntese de quitina mostraram-
se superexpressas e merecem ser investigadas como possíveis alvos terapêuticos no 
desenvolvimento de formas alternativas de tratamento contra a paracoccidioidomicose. 
 
 
 
Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis; microarranjo; PCR em tempo real; quitina; 
Paraquat®. 
 



 

ABSTRACT 
 

 

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) is a dimorphic and thermoregulated fungus associated 
with the development of paracoccidioidomycosis (PCM), one of the most prevalent 
granulomatose systemic mycosis affecting residents of South America. To evaluate changes 
in gene expression profile of this human pathogen in a genomic scale, our group has 
undertaken the construction of a comprehensive P. brasiliensis biochip, carrying 
representative sequences from 4,692 genes from this microorganism. During temperature-
induced mycelium-to-yeast dimorphic shift monitoring, a great number of oxidative stress-
response genes displayed up-regulation at several time points of the differentiation into the 
yeast parasitic form of the fungus. To further investigate the expression pattern of these 
genes in P. brasiliensis, we conducted microarray hybridization analyses with RNA 
samples obtained from cells incubated in the presence of ROS-generating agents, such as 
Paraquat® (methyl viologen), and hydrogen peroxide (H2O2). The expression pattern of 
several genes (glycerol 3-phosphate dehidrogenase, superoxide dismutase, histidine kinase) 
showed that the oxidative stress occurred. Some genes like thiol-specific antioxidant and 
peroxiredoxin, showed an unexpected down-regulation. The tyrosine pathway, that includes 
4-HPPD enzyme, the biotin pathway and in particular the chitin synthesis, displayed up-
regulation and must be investigated as potential targets for the development of alternative 
treatments against paracoccidioidomycosis. 
 
 
 
Keywords: Paracoccidioides brasiliensis; microarray; q-PCR; chitin; Paraquat®. 
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sua fase leveduriforme, com exceção da Candida albicans em que a transição ocorre de forma 

inversa (ROONEY e KLEIN, 2002). Esse fenômeno tem se mostrado intimamente 

relacionado com a patogenicidade destes fungos, uma vez que cepas de P. brasiliensis, B. 

dermatitidis e H. capsulatum incapazes de se converterem em leveduras não são virulentas 

(MEDOFF et al., 1986; SAN-BLAS e NIÑO-VEGA, 2001). 

 Em alguns fungos dimórficos, como o P. brasiliensis, a reprodução sexuada não foi 

descrita. A reprodução assexuada pode ser realizada por brotamentos na fase leveduriforme 

ou pela produção de conídios, modo mais comum de reprodução assexuada na fase micelial. 

Estas estruturas são produzidas pela transformação do sistema vegetativo do próprio micélio. 

Conídios ou fragmentos de micélio filamentoso, dispersos no ar por perturbações no solo ou 

excretas de animais, são formas primárias de infecção, que podem ser inaladas pelo 

hospedeiro. Após inalação, as células rapidamente se convertem em sua forma leveduriforme. 

Assim, a infecção pode resultar em uma micose pulmonar, a qual pode se tornar auto-

limitante ou disseminar-se por outros órgãos podendo levar à morte. A exceção é o S. 

schenckii, que usualmente infecta por inoculação direta na pele, causando doença 

monocutânea ou linfática após conversão para levedura, apesar de alguns casos pulmonares 

terem sido reportados (ROONEY e KLEIN, 2002; HORNBY et al., 2004).  

As micoses sistêmicas apresentam uma série de características comuns e seus agentes 

etiológicos são encontrados nos solos ou em dejetos de animais, sendo as vias aéreas 

superiores a sua principal porta de entrada no organismo do hospedeiro vertebrado. O clima, 

características do solo e a presença de certos animais são fatores que também parecem 

influenciar a distribuição geográfica destes fungos (TABORDA et al., 1998). No caso de uma 

infecção por Paracoccidioides brasiliensis, esta micose é chamada de paracoccidioidomicose. 

 

1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM) 

 A paracoccidioidomicose, também conhecida como blastomicose sul-americana ou 

doença de Lutz-Splendore-Almeida é uma das mais importantes micoses sistêmicas. A doença 

é granulomatosa, possui marcada expressão cutâneo-mucosa, pulmonar, relevante co-

participação linfática e ganglionar, localização supra-renal, óssea, visceral e cerebral. A 

evolução é crônica, progressiva, grave, com tendência para a generalização e freqüentemente 

fatal. Foi descoberta no Brasil, por Lutz, em 1908, e Splendore estudou-a entre 1910 e 1912 

(ESTEVES, CABRITA e NOBRE 1990; ARISTIZABAL et al., 1998; TRABULSI et al., 

1999; SAN-BLAS e NINO-VEGA, 2001). 
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 Uma das características mais importantes da paracoccidioidomicose é a sua 

distribuição geográfica, restrita à América Latina, do México à Argentina. No entanto não 

ocorre em todos os países dentro destes limites como pode ser visto na figura 02. O Brasil 

apresenta 80 % dos casos, seguido por Colômbia e Venezuela. Exceto por um caso em 

Trinidad (JANKEY, RAJU e BARROW, 1987), a micose não tem sido relatada nas Ilhas 

Caribenhas, Guiana, Suriname, ou Chile. Na América central, já foi relatada em todos os 

países, exceto Belize e Nicarágua. Constitui-se na principal micose sistêmica da América 

Latina, sendo classificada como a primeira causa de morte entre as micoses sistêmicas, e a 

oitava, quando consideradas as doenças infecciosas e parasitárias (RESTREPO, 1985; 

CASOTO, 1990; ANDRADE et al., 2005; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).  

 
Figura 02: Distribuição geográfica da paracoccidioidomicose. (Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

 

Nos países onde a doença é endêmica a distribuição dos casos não é homogênea em 

seus territórios, concentrando-se ao redor das florestas úmidas (tropicais e subtropicais) 

(RESTREPO, 1985). Estima-se que nas regiões endêmicas, em que vivem aproximadamente 

90 milhões de pessoas, 10 milhões podem estar infectadas por este fungo e mais de 2 % destes 

podem vir a desenvolver a doença. Apesar do contato com o fungo, acredita-se que, apenas 

esta minoria irá desenvolver a doença, pois a evolução da infecção está intimamente 

relacionada com a imunidade do paciente (TRABULSI et al., 1999; NASCIMENTO et al., 

2002; BORGES-WALMSLEY et al., 2002).Nos casos reportados fora destas regiões, os 

pacientes viveram ou visitaram tais locais e, na maioria destes casos, os períodos de latência, 

entre a saída da região endêmica e as manifestações clínicas, foram prolongados (em média 

15 anos) (AJELLO e POLONELLI, 1985; BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; 

RESTREPO, McEWEN e CASTAÑEDA, 2001). No Brasil foram registrados 3.181 casos de 
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óbitos por paracoccidioidomicose entre os anos de 1980 e 1995, resultando em uma taxa de 

mortalidade de 1,45 casos por milhão de habitantes (COUTINHO et al., 2002).  

 Com base em estudos com animais, foi possível entender como se inicia a infecção em 

seres humanos. Inicialmente os conídios ou propágulos fúngicos, unidades reprodutivas 

produzidas por fungos na fase de reprodução assexual são inalados, atingindo o epitélio 

pulmonar, onde se transformarão em leveduras, que crescerão no parênquima pulmonar, 

produzindo uma doença progressiva que pode disseminar-se para outros órgãos. Em 

hospedeiros imunocompetentes, geralmente, o crescimento do fungo é rechaçado e ocorre a 

cura espontânea, sem danos (infecção sub-clínica). Entretanto, quando o paciente está 

imunologicamente comprometido, a infecção avança levando à doença completamente 

desenvolvida (McEWEN et al., 1987a). 

 A paracoccidioidomicose é pouco observada em crianças e jovens (10 %), sendo seu 

diagnóstico mais comum em indivíduos adultos de 30 a 60 anos, de raça branca (LACAZ et 

al., 2002). Quanto ao sexo, é muito mais freqüente em homens, ocorrendo nas áreas 

endêmicas numa proporção de 13:1. Em países como Colômbia, Equador e Argentina, a razão 

chega a 150:1. No entanto, o teste de reação intradérmica com paracoccidioidina [antígeno 

preparado por filtração de amostras de P. brasiliensis mantidas em meio líquido por três 

meses à temperatura de 24-28º C – (LACAZ et al., 2002)] mostrou-se positivo, sem 

diferenças entre os sexos, sugerindo que, embora a infecção sub-clínica seja adquirida por 

ambos os sexos, a progressão da doença é mais acentuada em homens (BRUMMER, 

CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993).  

Estudos in vitro indicaram que o hormônio feminino estradiol inibe a transição de 

micélio para levedura em Paracoccidioides brasiliensis (RESTREPO et al., 1984). Estudos in 

vivo também comprovaram a influência hormonal nesta micose mostrando que em fêmeas de 

camundongos susceptíveis, a transição micélio-levedura não ocorreu e a infecção foi contida, 

ao contrário do observado em machos, corroborando a idéia de que o dimorfismo está 

diretamente relacionado à virulência e explicando estas discrepâncias na epidemiologia. 

Também foi observado que estrogênios, como o estradiol, estimulam fortemente a atividade 

de macrófagos, e há uma predominância de macrófagos em fêmeas infectadas com P. 

brasiliensis. Já nos machos infectados a maioria das células encontradas foi neutrófilos 

polimorfonucleares o que demonstra que os macrófagos devem induzir uma resposta mais 

eficiente contra este patógeno (ARISTIZABAL et al., 1998). 

Outro fator verificado por Lacerda e Arce-Gomez (1983) e Lacerda, Arce-Gomes e 

Telles Filho (1988) mostra que certas pessoas apresentaram possibilidades 3 a 4 vezes 
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maiores de adquirir a infecção. Essa maior susceptibilidade está relacionada à ausência do 

antígeno HLA-B40, comprovando que fatores de defesa natural do hospedeiro influenciam no 

prognóstico da infecção. Assim, outros fatores como baixo nível sócio-econômico, grau de 

desnutrição e os hábitos individuais que podem influenciar na defesa natural dos portadores 

da doença devem ser considerados. 

Existem duas formas clínicas distintas reconhecidas: a forma juvenil, aguda ou 

subaguda, e a forma crônica adulta, ambas associadas a muitas seqüelas, incluindo 

principalmente, lesões pulmonares (Figura 03A). Testes da função respiratória revelaram que 

os danos pulmonares são na maioria das vezes do tipo obstrutivo. A forma juvenil aguda ou 

subaguda representa apenas de 3 a 5 % dos casos; seu curso é rápido (semanas ou meses), é a 

forma mais severa e com pior prognóstico, podendo levar a septicemia, culminando com a 

morte do paciente. O sistema imune celular fica comprometido enquanto que a imunidade 

humoral é estimulada, apresentando um aumento na produção de anticorpos específicos 

(CANO et al., 1995). Em alguns casos o hospedeiro apresenta uma forma de infecção leve e 

localizada com uma resposta imune celular normal e níveis de anticorpos normais, 

apresentando granulomas compactos com poucos fungos ou ausentes (LACAZ et al., 2002). 

Na maior parte dos casos pode manifestar-se de forma mais grave e intensa, havendo 

disseminação para órgãos e tecidos como fígado, baço, pulmão e medula óssea com a 

formação de granulomas frouxos com grande número de fungos, levando a hipertrofia de 

alguns órgãos. Esses diferentes tipos de manifestação dependem de fatores relacionados à 

interação parasito-hospedeiro (CALICH et. al., 1985; BRUMMER, CASTAÑEDA e 

RESTREPO, 1993). 

A forma adulta ou crônica atinge mais de 90 % dos casos, sendo normalmente 

pacientes adultos homens; a doença progride lentamente, demorando meses ou mesmo anos 

para se estabelecer completamente. As manifestações pulmonares são evidentes em 90 % dos 

pacientes (Figura 03A), sendo que em 25 % destes, o sistema respiratório é o único afetado 

(doença unifocal). No restante dos casos, o acometimento pode ser sistêmico (multifocal). 

Além dos pulmões, mucosas, oral e nasal, e pele são freqüentemente atingidas, formando 

vesículas ou pápulas que ulceram e formam pontos hemorrágicos bastante evidentes (Figura 

03B). Há semelhanças com a tuberculose com a qual coexiste em 10 % dos casos 

(BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; CANO et al., 1998a; BORGES-

WALMSLEY et al., 2002; QUAGLIATO et al., 2007). 
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Figura 03: Paracoccidioidomicose. A: radiografia pulmonar de um paciente com PCM (a seta amarela indica a 
região pulmonar afetada). B - lesões na pele e mucosas associadas à PCM. (Fontes: A – Adaptado de 
QUAGLIATO et al, 2007 e B – SHIKANAI-YASUDA et al., 2006) 
 

A evolução e a gravidade da doença variam largamente entre os pacientes e, as várias 

formas clínicas observadas estão relacionadas aos diferentes níveis de resposta imune do 

hospedeiro. Os pacientes portadores da forma aguda severa da doença freqüentemente 

apresentam depressão da resposta imune celular, diminuição da reatividade a testes cutâneos e 

altos níveis de anticorpos contra o P. brasiliensis. Nestes pacientes, a resposta tecidual é 

caracterizada pela ocorrência de granulomas frouxos que abrigam um grande número de 

fungos. Em indivíduos com as formas localizadas da doença, por outro lado, observam-se 

respostas positivas para provas de hipersensibilidade, baixos níveis de anticorpos específicos 

e a formação de granulomas compactos com poucos fungos (ANDRADE et al., 2005; 

SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).  

 A paracoccidioidomicose é freqüentemente relatada como uma doença oportunista, 

sendo reativada, ou apresentando sinais clínicos pela primeira vez, em pacientes submetidos a 

alguma forma de imunossupressão. Existem relatos da micose em pacientes imunodeprimidos 

após transplante renal (SUGAR, RESTREPO e STEVENS, 1984; SHIKANAI-YASUDA et 

al., 1995; ZAVASCKI, BIENARDT e SEVERO, 2004). No primeiro caso relatado por Sugar, 

Restrepo e Stevens (1984), o paciente foi submetido a tratamento com um imunossupressor de 

1969 até 1980, quando foi constatada clinicamente a doença. O interessante é que o último 

contato do paciente com uma área endêmica foi em 1941, ou seja, 39 anos antes do 

diagnóstico clínico. Em um caso mais recente, relatado por Zavascki, Bienardt e Severo 

(2004) o paciente, submetido ao mesmo imunossupressor, apresentou a doença 14 anos após 

ter recebido o transplante, sendo que seu último contato com a área endêmica 26 anos antes 

do aparecimento da micose. Alguns casos de PCM foram também relatados em pacientes 

imunodeprimidos por tratamento quimioterápico contra câncer, os mais comuns são em 

localizações como pulmões, orofaringe e laringe, mais raramente, porém também relatados, 

A B 
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estão as neoplasias da série hematológica, como leucemia e linfoma (SEVERO et al., 1979; 

BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; ZAVASCKI, BIENARDT e SEVERO, 

2004; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

 Em relação à pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), a 

incidência de PCM é relativamente baixa, no entanto o prognóstico é ruim. Acredita-se que 

esse baixo número de casos se deva a dois motivos: o aumento no uso de 

trimetoprimsulfametoxazol (TSU) como profilaxia para a pneumonia causada por 

Pneumocystis carinii, que inibiria também o Paracoccidioides brasiliensis e o fato da AIDS 

ter uma maior incidência em áreas urbanas, enquanto a PCM é mais comum em áreas rurais. 

Com a expansão da AIDS nas áreas rurais, espera-se um aumento nos casos de associações 

entre as doenças (BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; NOBRE et al., 2003). 

 O diagnóstico definitivo da PCM é dado pelo isolamento e identificação do fungo por 

exame micológico direto, mais barato e simples, obtido de lesões cutâneas ou mucosas, 

aspirados de nódulos linfáticos, abscessos ou fluido sinovial. Também podem ser feitos 

exames histopatológicos, citopatológicos, citológico após biópsia ou cultura e por meio de 

técnicas sorológicas (MARQUES, 1998). Brotamentos polares ou multipolares são 

observados no exame direto ou histopatológico. Os brotamentos múltiplos ou multipolares 

conferem ao fungo a aparência de “roda de leme”, característica de Paracoccidioides 

brasiliensis (CANO et al., 1998b; RAMOS-e-SILVA e SARAIVA, 2008). Várias técnicas de 

coloração podem ser empregadas tais como Perdrau, Gomori-Grocott, Gridley, PAS, 

hematoxilina-eosina e hematoxilina férrica (LACAZ et al., 2002). 

 Exames sorológicos são indicados durante a após o tratamento para avaliar o 

prognóstico e a atividade da doença. Imunodifusão dupla (ID), contraimunoeletroforese 

(CIE), imunofluorescência indireta (IFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) e imunoblot (IB) 

são métodos disponíveis em diferentes serviços de referência (MARQUES da SILVA et al., 

2006; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; RAMOS-e-SILVA e SARAIVA, 2008). Estes 

métodos utilizam como substrato antigênico uma glicoproteína de 43 kDa, gp-43, considerada 

específica para o P. brasiliensis (PUCCIA et al., 1986). Este antígeno pode ser detectado no 

soro e na urina de pacientes com PCM (CAMARGO et al., 1994; de ALMEIDA, 2005). 

Outra glicoproteína que pode ser utilizada como componente antigênico é a gp-70 

(MARQUES da SILVA e CAMARGO, 2005). 

 Na técnica de ELISA são utilizados anticorpos monoclonais para gp-43, um método 

rápido e apropriado para exame de grande número de soros, apesar de altamente sensível tem 

uma especificidade menor do que a ID, por exemplo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006), 
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estudos mostram reações cruzadas em testes utilizando soro de pacientes com histoplasmose e 

aspergilose (de ALMEIDA, 2005). Também podem ser observadas reações intradérmicas com 

o anticorpo paracoccidioidina (tipo I, II e III) (LACAZ et al., 2002). 

A técnica de PCR (reação em cadeia da polimerase) é promissora para a rotina de 

diagnóstico da PCM devido a sua alta sensibilidade e especificidade. Isto será possível a partir 

da descrição de várias seqüências de DNA de P. brasiliensis com potencial diagnóstico 

(MARQUES, 2003; RAMOS-e-SILVA e SARAIVA, 2008). A detecção de microsatélites no 

DNA de P. brasiliensis também pode auxiliar no diagnóstico, diferenciando cepas desde 

altamente patogênicas a não patogênicas, indicando possíveis prognósticos da doença 

(NASCIMENTO et al., 2004). 

Casos de falsos negativos nos testes sorológicos são predominantes na forma 

localizada da doença ou em casos de pacientes imunodeprimidos ou com AIDS. Falsos 

positivos ocorrem em soro de pacientes com histoplasmose ou aspergilose (do VALLE et al., 

2001). 

No último consenso da doença a técnica de imunodifusão dupla foi considerada a 

principal para o diagnóstico da PCM, por causa da sua simplicidade, sensibilidade acima de 

80% e especificidade maior que 90% (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Uma mistura 

antigênica chamada Ag7 é utilizada, sendo composta por cerca de 90% de gp-43 

(MARQUES, 1998). No entanto é pouco preditiva para a avaliação durante e após o 

tratamento (MARQUES, 2003). Sendo assim a titulação do soro é recomendada para a correta 

interpretação e avaliação da resposta terapêutica, uma vez que o título de anticorpos deve cair 

com o controle da doença (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

A radiografia de tórax também auxilia no diagnóstico da PCM uma vez que a maior 

parte dos pacientes possui lesões pulmonares que reveladas por raios-X, apresentam-se 

nodulares, infiltrativas e fibróticas, freqüentemente bilaterais e preferencialmente localizadas 

na região central ou na porção inferior dos pulmões. O diagnóstico diferencial de tuberculose 

deve ser realizado pela coexistência das duas doenças (VALLE et al., 1992; do VALLE et al., 

2001; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

 O tratamento deve ser realizado de acordo com a forma clínica manifestada e o estado 

imunológico do paciente, sendo drogas sulfamídicas as mais comuns nos casos benignos ou 

localizados. Como exemplo de sulfamídas, é possivel citar a sulfadiazina e a associação de 

sulfametoxazol com trimetoprima. Nos casos mais graves a droga recomendada é a 

anfotericina B; no entanto, devido a sua toxicidade, controles cuidadosos devem ser tomados 

durante o tratamento (dosagem de uréia, hemograma, eletrocardiograma, etc). Estas duas 
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drogas, apesar de eficientes, ainda apresentam alto grau de recidiva (aproximadamente 30%) 

(BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; LACAZ et al., 2002). Dillon e 

colaboradores (1986) verificaram que a associação de anfotericina B seguida a drogas 

sulfamídicas (como dose de manutenção) é mais eficiente que a monoterapia com a primeira 

droga. Como outras opções de tratamento aparecem os derivados de imidazol como o 

cetoconazol, itraconazol e fluconazol com alto grau de remissão da doença em casos leves e 

moderados. O voriconazol, um antifúngico triazólico de segunda geração, tem se mostrado 

eficaz para outras micoses, e parece promissor também para a PCM, segundo resultados 

baseados em dados clínicos, sorológicos e radiológicos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; 

MARQUES, 2003). De uma forma geral o tratamento é realizado por um período prolongado, 

1 a 2 anos, podendo em alguns casos durar mais que 5 anos, com recidivas e seqüelas 

freqüentes (CAMPOS et al., 1984; BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; 

MENDES-GIANNINI et al., 1994; SHEEHAN, HITCHCOCK e SIBLEY, 1999). 

 Mesmo após tratamento adequado, com regressão da doença, esta pode deixar 

seqüelas que afetarão o bem-estar do paciente, sendo comum a fibrose do tecido afetado. As 

conseqüências mais comuns e incapacitantes ocorrem por lesões no pulmão. Dispnéia e 

restrições cardiopulmonares são observadas em 60 a 80% dos pacientes (CAMPOS et al., 

1984). Devem ser feitos controles clínicos, micológicos e imunológicos semestralmente e, 

depois, anualmente. O teste intradérmico de paracoccidioidina feito antes e após o tratamento 

pode indicar uma boa resposta do paciente à medicação e bom prognóstico, embora ainda se 

fale de “cura aparente” da paracoccidioidomicose. 

 Além destas formas de tratamento vem sendo estudado o emprego da vacina contra a 

PCM. Em 1998, Taborda e colaboradores, isolaram os peptídeos P10 e inocularam em 

camundongos BALB/c, mediante certa dose infectante de P. brasiliensis, obtendo como 

resultado lesões ou granulomas com o fungo inviável. Em 2000, Pinto e colaboradores 

testaram uma vacina de DNA com o gene da gp-43 conseguindo imunização contra o 

Paracoccidioides brasiliensis. Em experimento de Marques e colaboradores (2006) foi 

verificado que a gp-43 e um peptídeo (P10) derivado desta glicoproteína possuem um efeito 

protetor. Acredita-se que o interferon γ (INF-γ) produzido pelas células CD4 (T helper 1) seja 

o responsável por esse efeito. Uma vacina com a HSP 60 produziu resposta imunológica 

protetora em camundongos BALB/c com infecção pulmonar experimental de P. brasiliensis 

(de BASTOS ASCENÇO SOARES et al., 2008) 
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1.3 Paracoccidioides brasiliensis 

 O Paracoccidioides brasiliensis é um organismo dimórfico que depende da 

temperatura de incubação como o único requerimento para a expressão da sua morfologia e 

patogenicidade. Inicialmente descrito por Splendore em 1912 com o nome de Zymonema 

brasiliensis, recebeu sua nomenclatura aceita atualmente em 1930 por F. P. Almeida (LACAZ 

et al., 2002). Taxonomicamente é classificado como um microrganismo eucariótico do reino 

Fungi, filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae, ordem 

Onygenales, família Ajellomycetaceae, gênero Paracoccidioides e espécie brasiliensis. 

(INDEX FUNGORUM, 2008) 

In vitro a 37o C e em tecidos infectados, o fungo sofre sua transição dimórfica e cresce 

em estágio leveduriforme (forma “L” ou “Y” de yeast – levedura em inglês), apresentam 

coloração creme e são unicelulares, com células esféricas ou ovais, bi ou multinucleadas 

(McEWEN et al., 1987b), multiplicando-se por brotamento polar ou multipolar, conferindo-

lhes a característica de “roda de leme” (Figura 04 A) (CANO et al., 1998b). A fase micelial 

(forma “M” de micélio ou mycelial em inglês) cresce vagarosamente à temperatura ambiente 

(23 a 28o C) sob a forma de colônias brancas, pequenas, irregulares, cobertas por um curto 

micélio aéreo, aderentes à superfície do ágar, sendo esta a provável forma encontrada no 

ambiente. Ao microscópio ótico as hifas (multicelulares) são finas, septadas e apresentam 

estruturas multinucleadas (Figura 04 B). Ambas necessitam de grandes quantidades de 

oxigênio para o crescimento, entretanto, leveduras jovens podem se adaptar a pequenas 

quantidades de oxigênio e entrar em um estágio de latência (McEWEN et al., 1987b; 

BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; CANO et al., 1998b; BORGES-

WALMSLEY et al., 2002). 
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Figura 04: Fotos de culturas de Paracoccidioides brasiliensis cultivadas em meio YPD líquido (1 % de extrato 
de levedura, 2 % de peptona, 2 % de dextrose, pH 6,3). Em A cultura mantida a 37º C, apresentando-se em sua 
fase leveduriforme “Y”. Destacado em amarelo a “roda de leme”. Em B cultura mantida entre 25 e 27º C, 
apresentando-se em sua forma micelial “M”. Fotos do Autor. 
 

Estudos realizados com 10 isolados diferentes de P. brasiliensis mostraram que o 

genoma deste fungo varia de aproximadamente 26,3 megabases (Mb) a 35,5 Mb em leveduras 

uninucleadas. Quando comparado ao conteúdo genômico de micélio a taxa de ploidia variou 

entre 1 e 1,1 nos diferentes isolados, mostrando não haver mudanças significativas no 

tamanho do genoma em relação à morfologia apresentada (ALMEIDA et al., 2007). Todos os 

isolados deste estudo apresentaram-se haplóides, em contraste com alguns estudos anteriores 

que sugeriam um genoma diplóide para alguns isolados (CANO et al., 1998b; MORAIS et al., 

2000; FEITOSA et al., 2003) 

O ciclo de vida e o habitat natural deste fungo ainda são desconhecidos (BRUMMER, 

CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993). Acredita-se que o P. brasiliensis possa ser encontrado 

saprofiticamente na natureza onde, provavelmente, clamidósporos e conídios do fungo 

estejam presentes no solo ou em restos vegetais. Esta hipótese é apoiada pelo fato do fungo já 

ter sido isolado de forma esporádica em amostras de solo na Argentina (NEGRONI, 1966), 

Venezuela (de ALBORNOZ, 1971). No Brasil foi isolado em duas ocasiões: em Botucatu/SP 

(SANO et al., 1997) e em Ibiá/MG (SILVA-VERGARA e MARTINEZ, 1998). Nos estudos 

epidemiológicos realizados em área rural endêmica (Ibiá/MG), indivíduos com antecedentes 

de contato com lavoura de café mostraram-se significativamente reativos à paracoccidioidina, 

sugerindo uma relação entre atividades de cultivo de café e transmissão de P. brasiliensis 

(SILVA-VERGARA e MARTINEZ, 1998). Porém, devido aos raros isolamentos de P. 

brasiliensis em amostras de solo, e que geralmente não são confirmadas em amostras 
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repetidas retiradas dos mesmos locais, alguns autores não aceitam que o solo seja o habitat 

permanente do fungo e sugerem que este patógeno resida apenas temporariamente e por um 

período variável nestes ambientes (DIAZ, 2007). Este fungo já foi isolado nas fezes de alguns 

animais silvestres, como de morcegos frugívoros (Artibeus lituratus) (SOUTO, 2006) e 

pingüins (Pygoscelis adeliae) na região uruguaia da Antártida (GARCIA et al., 1993). Foi 

também encontrado em vários tecidos de tatus (Dasypus novemcinctus), na região de 

Botucatu, (BAGAGLI et al., 1998), no sul do Pará (NAIF et al., 1986 e 1989), na Serra da 

Mesa, em Goiás (MACEDO, LACERA e TRILLES-REIS, 1998), na região mineira de Ibiá 

(SILVA-VERGARA et al., 2000) e na Colômbia (CORREDOR et  al., 1999), sendo este 

animal o provável reservatório do fungo. No entanto, não se conhece a real importância 

desses animais no ciclo evolutivo do fungo. Em 2002 foi relatado o primeiro caso de PCM em 

cão de vida estritamente urbana (RICCI et al., 2004). A característica das áreas endêmicas e 

dados laboratoriais sugerem que o microhabitat do fungo deve ser em ambientes úmidos 

(BRUMMER, CASTAÑEDA e RESTREPO, 1993; RESTREPO, McEWEN e 

CASTAÑEDA, 2001). 

Muitos autores têm tentado, sem sucesso, correlacionar características de isolados de 

P. brasiliensis com sua virulência. A amplificação randômica de marcadores polimórficos de 

DNA (técnica de RAPD) foi utilizada para tentar estabelecer relações entre epidemiologia e 

filogenia de fungos isolados com diferentes graus de virulência e originários de regiões 

geográficas distintas. Os resultados apontaram uma grande variação genética com relação à 

origem geográfica dos isolados analisados, porém estes estudos não permitiram correlacionar 

a virulência dos isolados ou patologia da doença com os diferentes padrões genéticos 

verificados (CALCAGNO et al., 1998; HAHN et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2004).  

Alguns genes responsáveis pela atividade de diversas enzimas que participam do 

metabolismo do fungo influenciam fortemente o grau de virulência deste. A principal via 

metabólica envolvida é o ciclo do glioxilato, que gera glicose (energia) a partir de compostos 

de dois carbonos. Esta via é um desvio do ciclo do ácido cítrico e é ativada na presença de 

duas enzimas: a isocitrato liase e a malato sintase. A isocitrato liase faz a clivagem do 

isocitrato em succinato e glioxato. O glioxato se condensa com a acetil-CoA, sendo esta 

reação catalisada pela malato sintase, formando como produto o malato (LEHNINGER et. al., 

2000). 

O ciclo do glioxilato não ocorre nos animais, e é de grande importância para o 

desenvolvimento de vários agentes patogênicos, constituindo, portanto um interessante alvo 

de estudos para o desenvolvimento de novas drogas. Patógenos como a Candida albicans e 
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Mycobacterium tuberculosis comprovaram a relação entre virulência e o ciclo do glioxalato, 

ou seja, após fagocitados foi induzida a expressão de genes relacionados às enzimas 

participantes desse ciclo (FINLAY e FALKOW, 1997; LORENZ e FINK, 2001; 

SCHNAPPINGER et al., 2003). Em modelo murino de infecção, isolados mutantes de C. 

albicans para o gene isocitrato liase (ICL) (que codifica a enzima essencial para o ciclo do 

glioxilato) tiveram seu caráter virulento extremamente reduzido, fortificando a correlação 

entre a expressão desse gene e a virulência do fungo (GRAHAM e CLARK-CURTISS, 1999; 

LORENZ e FINK, 2001; SCHNAPPINGER et al., 2003). 

Em análises do transcriptoma de P. brasiliensis foram identificados genes ortólogos 

aos genes ICL 1 e malato sintase 1 (MLS) de C. albicans. Devido a esse fato, acredita-se que 

estes genes também exerçam influência na virulência do P. brasiliensis. Além disso, por ser 

um microorganismo intracelular facultativo, também deve usar esta via alternativa para 

geração de energia para a sua sobrevivência no interior dos fagócitos (FELIPE et al., 2005). 

A patogenicidade parece também estar ligada à transição dimórfica (M – Y), pois 

isolados que são incapazes de sofrer esta diferenciação não são virulentos. A transformação 

de hifas em células leveduriformes se inicia com o aumento do seu diâmetro na região 

interseptada e conseqüente rompimento da parede externa, a qual passa a permanecer em 

contato direto com o meio externo. Com este aumento, os espaços interseptais tendem a se 

separar, formando células isoladas e arredondadas, entre 5 e 25 µm de diâmetro. A levedura 

de P. brasiliensis pode ligar-se a componentes da matriz extracelular, tais como fibronectina e 

colágeno. A adesão às células do hospedeiro e à superfície da mucosa é um passo 

fundamental no estabelecimento da infecção (McEWEN et al., 1987a; ROONEY e KLEIN, 

2002; NUNES et al., 2005).  

As vias de sinalização que controlam as mudanças morfológicas em P. brasiliensis 

ainda não estão bem esclarecidas, mas o envolvimento de vias de transdução de sinais de 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e “mitogen activated protein kinase” (MAPK) têm 

sido relatado em diferentes fungos dimórficos (BORGES-WALMSLEY e WALMSLEY, 

2000). Chen e colaboradores (2007) mostraram que a adição de 10 mM de dibutiril-AMPc 

retardou a transição M-Y em P. brasiliensis, confirmando que esta via de sinalização é 

importante na mudança morfológica. 

A mudança morfológica no P. brasiliensis é acompanhada de extensas mudanças na 

composição da parede celular, como migração e reorganização dos lipídeos de membrana, 

especialmente glicoesfingolipídeos. Outras mudanças importantes são a diminuição na 

quantidade de proteínas, o aumento no conteúdo de quitina (de 7 a 18 % na forma M para 37 a 
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48 % na forma Y) e uma mudança na ligação de glucana de β-1,3-glucana, único polímero 

presente na parede celular da forma M, para α-1,3-glucana quando o fungo adota a fase Y 

(KANETSUNA et. al., 1969; SAN-BLAS e SAN-BLAS, 1984). Experimentos de hibridação 

em microarranjos de DNA realizados por Nunes e colaboradores (2005), mostraram o 

aumento na expressão de genes responsáveis por enzimas quitino-sintases e diminuição na 

expressão das quitinases (enzimas degradadoras de quitina) durante a transição M-Y, 

resultado condizente com a composição da parede fúngica nestes dois estados. A perda de 

virulência em cepas com mutação induzida, ou submetidas a várias passagens in vitro, 

geralmente coincide com a diminuição da espessura da parede celular e do seu conteúdo de α-

1,3-glucana, características estas reversíveis após passagem em animal ou cultivo na presença 

de soro fetal bovino (SAN-BLAS e SAN-BLAS, 1984). O aumento na concentração de 

quitina na parede celular já foi citado por alguns autores como um potencial fator de 

virulência e mutantes com menor teor de α-1,3-glucana tendem a ser mais bem digeridos por 

fagócitos, mostrando-se avirulentos em camundongos (COX e BEST, 1972; HOGAN, KLEIN 

e LEVITZ, 1996). Dentre os genes que influenciam na virulência, destacam-se genes 

relacionados ao metabolismo, biossíntese de parede celular (principalmente quitino-sintases e 

α-1,3-glucana) e detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) 

(KANETSUNA et. al., 1969; SAN-BLAS e SAN-BLAS, 1984; HECTOR, 1993; SILVA, 

ALVES e FIGUEIREDO, 1994; SELITRENNIKOFF e NAKATA, 2003; FELIPE et. al., 

2005; TAVARES et. al., 2005). 

 O principal componente antigênico descrito em P. brasiliensis é a gp-43 (PUCCIA et 

al., 1986), uma glicoproteína exocelular secretada pelo fungo durante a fase patogênica, que 

contém uma única cadeia de oligossacarídeos (ALMEIDA et al., 1996) e é detectada no soro 

de pacientes com PCM aguda e crônica (MENDES-GIANNINI et al., 1989). O gene que 

codifica para esta proteína é um dos genes mais intensamente expressos durante a transição 

M-Y (NUNES et al., 2005). Anticorpos contra a gp-43 são dirigidos contra epítopos 

peptídicos conformacionais (PUCCIA e TRAVASSOS, 1991) e são reconhecidos no soro da 

maioria dos pacientes com PCM (CAMARGO et al., 1994). Pacientes com PCM severa 

apresentam altos títulos de anticorpos contra gp-43, os quais tendem a decrescer com o 

tratamento bem sucedido (MENDES-GIANNINI et al., 1990; BLOTTA e CAMARGO, 

1993). Respostas negativas e reduzidas ao anticorpo geralmente apontam para um bom 

prognóstico e a cura clínica (RESTREPO et al., 1978; FRANCO, 1987; MENDES-

GIANNINI et al., 1990).  
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 Estudos recentes indicam a presença de vários genes que estão expressos de maneira 

distinta na fase micelial e leveduriforme de fungos dimórficos patogênicos (NEMECEK, 

WUTHRICH e KLEIN, 2006) como P. brasiliensis (da SILVA et al., 1999; VENANCIO et 

al., 2002; NUNES et al., 2005). Um membro da família de proteínas de estresse e choque 

térmico (“heat shock protein” ou HSP), a Hsp70 foi caracterizada e sua expressão diferencial 

foi demonstrada na fase de levedura, podendo estar relacionada à interação parasita-

hospedeiro durante o processo infeccioso (da SILVA et al., 1999). Quando exposto a estresse 

ambiental, tal como o aumento da temperatura, os organismos respondem com um rápido 

aumento da produção de HSP que presumivelmente protegem as células contra efeitos 

deletérios deste tipo de estresse. Apesar do estudo de HSP ainda ser restrito em P. 

brasiliensis, outro trabalho mostrou variações nas respostas dos genes de membros da família 

das HSP, alguns aumentando e outros diminuindo sua expressão, durante a transição M-Y 

(NUNES et al., 2005). 

Outro destes genes observados foi o da histidina quinase, que pertence a um grupo de 

proteínas de transdução de sinal utilizadas para responder a sinais ambientais e controlar o 

processo de desenvolvimento. Homólogos deste gene foram encontrados em H. capsulatum, 

B. dermatitidis e C. immitis. As seqüências e os domínios chave desta proteína são altamente 

conservados em H. capsulatum e C. immitis. Além da presença em múltiplas espécies, a 

função desta proteína também está conservada nos fungos B. dermatitidis e H. capsulatum, 

organismos em que regula o dimorfismo e a expressão de genes de virulência e 

patogenicidade, o que sugere que ela possa desempenhar esta função em outros fungos 

dimórficos (VENANCIO et al., 2002).  

Um gene que também merece destaque é o da 4HPPD (4-hidroxifenilpiruvato 

dioxigenase), Nunes e colaboradores (2005) demonstraram que este gene teve sua expressão 

aumentada na fase leveduriforme, e sua inibição bloqueou a diferenciação micélio-levedura 

em P. brasiliensis. Além destes, outros genes que foram apontados nos estudos de expressão 

diferencial entre micélio e levedura podem estar ligados à resposta e adaptação do fungo ao 

estresse oxidativo e nitrosoativo, o que possibilita um maior conhecimento da transição 

dimórfica deste fungo e sua interação e adaptação ao hospedeiro (NUNES et al., 2005). 
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1.4 RESPOSTA IMUNOLÓGICA CONTRA PCM 

 

 Como a porta de entrada do P. brasiliensis no organismo humano é a inalação, o 

primeiro ataque do sistema imunológico é realizado pelos macrófagos alveolares, células 

derivadas de monócitos do sangue periférico transformadas após sua migração para o pulmão 

(GONZALEZ et al., 2000; FLAHERTY, MONICK e HINDE, 2006), que promovem a 

fagocitose dos microrganismos. 

Alguns estudos sugerem que os macrófagos desempenham um papel fundamental na 

resistência ao P. brasiliensis, fagocitando o fungo, que pode replicar-se no interior da célula 

na ausência, mas não na presença de interferon-γ (IFN-γ) (BRUMMER et al., 1988; 

BRUMMER et al., 1989). Dados clínicos e experimentais indicam que a resposta imune 

celular é o principal mecanismo de defesa contra a infecção por Paracoccidioides brasiliensis, 

mais que a resposta imune humoral, pois anticorpos específicos produzidos em grandes 

quantidades não conferem proteção a PCM (CAMARGO e FRANCO, 2000; BENARD et al., 

2001). Estudos preliminares demonstraram que macrófagos murinos ativados com IFN-γ 

exerceram um papel fungicida tanto em leveduras quanto em conídios de P. brasiliensis, o 

que sugere que as citocinas, especialmente a IFN-γ, desempenham um papel importante na 

proteção contra a PCM (GONZALEZ et al., 2000), como já havia sido demonstrado por Cano 

e colaboradores (1998a) em que a diminuição de IFN-γ piorou o quadro de PCM em 

camundongos infectados. Este dado também foi demonstrado em outro estudo utilizando 

modelo murino, uma vez que os animais com a atividade de macrófagos bloqueada foram 

extremamente suscetíveis à infecção. Na ausência de tais citocinas, como em hospedeiros 

suscetíveis, os macrófagos servem como um ambiente seguro no qual o fungo pode replicar-

se intracelularmente e disseminar-se a partir dos pulmões para outros órgãos (BRUMMER et 

al., 1989; NASCIMENTO et al., 2002; ANDRADE et al., 2005). A análise do perfil de 

produção de citocinas por monócitos de indivíduos saudáveis desafiados com isolados de P. 

brasiliensis que são altamente virulentos (Pb18) e também com os que apresentam menor 

virulência (Pb265), mostrou que o isolado mais virulento induz a produção de citocinas pró e 

antiinflamatórias (IL-1β, IL-6 e IL-10) em menos tempo, além de produzi-las de forma 

contínua e em níveis mais elevados. Os altos níveis de produção de IFN-γ e fator alfa de 

necrose tumoral (TNF-α) também foram detectados em cultura de células, de paciente curados 

de PCM, após estimulo com a glicoproteína gp-43 (KUROKAWA, et al., 2007; SADAHIRO, 

2007). 
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Os macrófagos e monócitos ativados por IFN-γ, TNF-α ou lipopolissacarídeos (LPS) 

aumentam seu consumo de O2 15 a 20 vezes em um processo chamado “burst” respiratório. 

Isto é realizado para a ativação da NADPH oxidase ligada à membrana, que reduz oxigênio 

(O2) à superóxido (O2˙-), produzindo uma grande quantidade de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (CURNUTTE, WHITTEN e BABIOR, 1974). O “burst” respiratório é um importante 

componente dos armamentos utilizados por estes leucócitos para matar microrganismos 

invasores, como o P. brasiliensis, e sua ausência genética resulta em uma hipersensibilidade 

para infecções granulomatosas crônicas (JENDROSSEK et al., 1997). Outras espécies 

reativas produzida pelos macrófagos, também com atividade citotóxica, são as de nitrogênio 

(ERNs) como o óxido nítrico (NO) (NATHAN, 1987; DRAPIER, WIETZERBIN e HIBBS, 

1988; BOCCA et al., 1998; GONZALEZ et al., 2000). Foi demonstrado que existe uma 

associação entre altos níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2) e o efeito fungicida em 

pacientes com PCM, o que sugere que os metabólitos de O2 estão envolvidos na morte dos 

fungos por estas células (CANO et al., 1995; CALVI et al., 2003). Vários macrófagos 

normalmente se unem para facilitar a fagocitose e a digestão do microrganismo, formando as 

chamadas células gigantes multinucleadas e células epitelióides que contêm em seu interior os 

granulomas imunológicos (moléculas imunogênicas normalmente liberadas por patógenos), 

provendo a característica de doença granulomatosa para a PCM. Acredita-se que a formação 

de granulomas tenha com objetivo circunscrever e eliminar o agente estranho (BRITO e 

FRANCO, 1994). 

Alguns estudos demonstraram que a morte deste fungo por macrófagos murinos 

ativados parece ser independente de ERO, uma vez que não foi contida pelas enzimas 

superóxido dismutase e catalase. (BRUMMER, HANSON e STEVENS, 1988). Além de ter 

sido verificada a inibição do crescimento de P. brasiliensis, por NO e ERN, o tratamento com 

diferentes inibidores de NO (arginase, NG-monometil-L-arginina e aminoguanidina) reverteu 

a inibição do processo de transição dimórfica, o que sugere que este fenômeno é mediado pela 

produção de NO (NASCIMENTO et al., 2002; GONZALEZ et al., 2000). No entanto, em um 

estudo mais recente Moreira e colaboradores (2008) mostraram que a ativação de macrófagos 

murinos por IFN-γ e TNF-α matou leveduras de P. brasiliensis (Pb18) por mecanismos de 

liberação de H2O2 e NO. Neste trabalho a adição de catalase e/ou NG-monometil-L-arginina 

reduziu consideravelmente a morte do fungo por macrófagos ativados. 

Hoje é bem estabelecido que uma grande quantidade de NO é produzida durante 

infecção microbiana causada por quase todos os patógenos, incluindo bactérias, vírus, 

parasitas e fungos (ZAKI, AKUTA e AKAIKE, 2005). Em P. brasiliensis, estudos recentes 
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indicaram que IFN-γ ativa a produção de NO pelos macrófagos, e esta espécie reativa de 

nitrogênio inibe a transformação de conídios para levedura e apresenta atividade microbicida 

(BOCCA et al., 1998; GONZALES et al., 2000), semelhante ao que já foi verificado em 

outros microrganismos patogênicos, como Leishmania major (MATTNER et al., 2004), 

Trypanosoma cruzi (SILVA, MACHADO e MARTINS, 2003), Plasmodium falciparum 

(CLARK et al., 1992), Schistosoma mansoni (JAMES e GLAVEN, 1989), Candida albicans 

(BLASI et al., 1995) entre outros. Embora o mecanismo envolvido na resistência da PCM não 

seja bem compreendido, o TNF-α parece participar da formação de granulomas que 

restringem a disseminação do fungo, enquanto o NO deve participar do processo de morte 

deste patógeno (NASCIMENTO et al., 2002). Os dados apresentados por Nascimento e 

colaboradores (2002), em estudo realizado com camundongos resistentes e suscetíveis, 

indicam que a produção de NO é essencial para o controle da PCM, uma vez que 

independentemente da cepa utilizada (resistente ou suscetível), a deficiência na produção de 

NO causou infecção disseminada. Porém, este estudo também mostrou que a maior diferença 

na resposta de macrófagos está relacionada à produção de NO e TNF-α. Macrófagos de 

camundongos suscetíveis liberam uma quantidade grande e persistente de NO durante a 

infecção, enquanto os de camundongos resistentes produziram predominantemente TNF-α, o 

que sugere que a produção exacerbada de NO provavelmente iniba a produção de TNF-α. 

Gonzalez, Restrepo e Cano (2007) demonstraram que o mecanismo fungicida mediado 

pelo NO por macrófagos ativados com IFN-γ contra conídios de P. brasiliensis é dependente 

de interação com ferro, provavelmente por inibição de enzimas que contém este metal. Neste 

estudo foi observado que em macrófagos ativados, a ação inibitória do NO foi revertida com a 

adição de doadores de ferro, sem que houvesse alteração na produção de NO. 

As ERO e ERN são críticas na defesa do hospedeiro não apenas por causarem danos 

aos patógenos, mas também por serem moléculas imunorreguladoras, que podem exercer 

papéis de sinalização intracelular. O H2O2, por exemplo, além de afetar a proliferação de 

células vizinhas, pode facilitar a aderência do fagócito ao endotélio por aumentar a produção 

de moléculas de adesão. ERO podem promover um aumento da permeabilidade vascular, 

embora a extensão desta contribuição in vivo não esteja bem estabelecida. ERN e ERO podem 

estimular a produção de citocinas por fibroblastos e células epiteliais, além de alterarem a 

ativação de fagócitos e agregação plaquetária (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). 
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1.5 ESTRESSE OXIDATIVO 

 O oxigênio molecular (O2) é essencial para a sobrevivência de organismos aeróbicos. 

No entanto, esse mesmo O2 pode tornar-se tóxico pela geração de agentes oxidantes do tipo 

radicais livres ou EROs que são gerados como intermediários da cadeia respiratória, tais como 

o superóxido (O2˙-), o H2O2 e o radical hidroxil (HO˙). Essas EROs são extremamente 

prejudiciais à mitocôndria, onde são geradas em sua maioria, e ao sair desta, aos componentes 

celulares como o DNA, lipídeos e proteínas (FRIDOVICH, 1998). Sua produção e consumo 

constantes devem respeitar um equilíbrio entre agentes oxidantes e antioxidantes. Quando este 

equilíbrio é desfeito a favor dos oxidantes, tem-se uma situação comumente chamada de 

estresse oxidativo (SIES, 1997). Esta é uma situação não incomum em organismos 

multicelulares, incluindo o homem, fazendo parte da sua fisiologia e patologia. Para proteger 

as células dos danos causados pelo estresse oxidativo, os organismos aeróbicos possuem 

sistemas antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos (FRIDOVICH, 1998). 

 No sistema enzimático de detoxificação contra EROs, pode-se verificar a existência de 

três principais grupos de enzimas, a saber: as superóxido dismutases (SODs), as catalases 

(FRIDOVICH, 1998) e as peroxidades (BAI, HARVEY e McNEIL, 2001)  

 As superóxido dismutases catalisam a transformação de O2˙- em H2O2 e são 

componentes fundamentais na defesa celular contra o estresse causado por superóxidos 

(FRIDOVICH, 1995). Existem quatro tipos de SODs relatados, baseados nos metais presentes 

no seu sítio ativo: superóxido dismutase de cobre-zinco (Cu/Zn-SOD), superóxido dismutase 

de manganês (Mn-SOD), superóxido dismutase de ferro (Fe-SOD) e superóxido dismutase de 

níquel (Ni-SOD), sendo esta última recentemente descrita em Streptomyces griseus 

(FRIDOVICH 1998; MATES e SANCHEZ-JIMENEZ, 1999). Organismos procarióticos, 

tipicamente, possuem Fe-SOD e Mn-SOD, enquanto células eucarióticas possuem a enzima 

Mn-SOD localizada na mitocôndria e Cu/Zn-SOD no citosol (FRIDOVICH, 1998). 

 As catalases têm um papel fundamental na detoxificação da H2O2, produzindo H2O e 

O2. As catalases ou hidroperoxidases são constituintes típicos de peroxissomos, onde H2O2 

leva a processos como a β–oxidação de ácidos graxos (FRIDOVICH, 1998). Existem três 

famílias distintas de catalases: Mn-catalases, catalase-peroxidase bifuncional e a 

monofuncional ou catalase verdadeira. A primeira família tem sido relatada apenas em 

procariotos, enquanto a segunda é encontrada em procariotos e em eucariotos simples. A 

terceira família pode ser dividida em duas classes: as pequenas subunidades (50-65 kDa) e as 

grandes subunidades (aproximadamente 80 kDa). A primeira classe inclui um grande número 
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de catalases de bactérias, plantas, fungos e animais. Várias catalases da segunda classe têm 

sido identificadas em bactérias e fungos filamentosos (KLOTZ, KLASSEN e LOEWEN, 

1997; KAWASAKI e AGUIRRE, 2001; ANGELOVA et al., 2005). 

 As peroxidases, como a glutationa peroxidase, peroxirredoxina (ou tiorredoxina) e a 

citocromo C peroxidase (presente em leveduras), também desempenham papel de alta 

importância na transformação de H2O2 produzindo H2O e O2 (FRIDOVICH, 1998). A 

combinação de glutationa peroxidase e glutationa redutase é bastante efetiva na proteção 

contra a oxidação por compostos à base de nitrogênio, como o peroxinitrato (SIES et al., 

1997). A glutationa peroxidase é formada por quatro subunidades protéicas, cada uma 

contendo um átomo de selênio no seu sítio ativo. Esta enzima catalisa a ligação de duas 

moléculas de glutationa com selenoproteínas que foram oxidadas por peróxidos, recuperando 

a selenoproteína e formando a glutationa oxidada. Esta última será reduzida pela enzima 

glutationa redutase às custas de um NADPH. A reposição de NADPH é extremamente 

importante para manutenção deste ciclo antioxidante e normalmente se dá por meio da via 

pentose fosfato, pelas enzimas glicose 6-fosfato desidrogenase, que converte glicose 6-fosfato 

em 6-fosfogluconato e ao mesmo tempo NADP+ à NADPH e 6-fosfogluconato desidrogenase, 

que converte 6-fosfogluconato em D-ribulose 5-fosfato e NADP+ à NADPH, liberando CO2. 

Assim, a detoxificação promovida pelas peroxidases é dependente da via pentose fosfato, que 

recicla coenzimas utilizadas no processo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). 

 Como exemplo de sistema de defesa não-enzimático, é possível citar agentes 

antioxidantes como o ácido ascórbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenóides 

(vitamina A) e glutationa (KANTER et al., 2005). O ácido ascórbico é facilmente oxidado, 

gerando o ácido dihidroascórbico, neutralizando o agente oxidante. O ácido dihidroascórbico 

é então reduzido pela enzima glutaredoxina glutationa-dependente, voltando à forma de ácido 

ascórbico (PARK e LEVINE, 1996; WANG et al., 1997). O tocoferol também age com 

antioxidante, neutralizando principalmente agentes oxidantes nitrosos (CHRISTEN et al., 

1997; HALLIWELL, RAFTER e JENNER, 2005). A glutationa reduzida (GSH) é um 

tripeptídeo (γ-L-glutamil-L-cisteinilglicina) que funciona como substrato para as enzimas da 

família das glutationa peroxidases, uma importante via de detoxificação de H2O2 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Além disso, a GSH está envolvida em uma série de 

outros processos metabólicos, como o metabolismo do ácido ascórbico (como visto acima), 

manutenção da comunicação entre células (BARHOUMI et al., 1993), transporte intracelular 

de cobre (PEDERSEN et al., 1996), quelando ions cobre e diminuindo a possibilidade de 

formação de readicais livres (Reação de Fenton) (HANNA e MASON, 1992), protegendo 
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grupos –SH de proteínas contra oxidação e reações cruzadas entre outros (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2000). 

Os metais como Fe+2 e Cu+2 são importantes co-fatores em várias funções protéicas 

como transporte, desenvolvimento, crescimento e transporte de elétrons. No entanto, suas 

concentrações intracelulares devem ser extremamente bem controladas, pois podem catalizar 

a formação de radicais hidroxil em uma reação conhecida como Reação de Fenton (CROSS et 

al., 2003; VALAVANIDIS, VLAHOYIANNI e FIOTAKIS, 2005):  

 

          Fe+2 (ou Cu+1) +  H2O2  +  H+            Fe+3 (ou Cu+2) +  H2O  +  HO˙  

 

 A produção intracelular de enzimas do sistema antioxidante e outras substâncias que 

podem estar ligadas a processos de oxido-redução, como transportadores de metais (ferro e 

cobre), pode ser regulada por estímulos externos, como o estresse oxidativo artificialmente 

induzido no meio, permitindo analisar o perfil transcricional dos genes envolvidos neste 

processo (RICCI, JANULCZYC e BJÖRCK, 2002; BOOJAR e GOODARZI, 2006). 

Substâncias como Paraquat® (metil-viologen) e H2O2 são comumente usadas para criar 

ambientes artificiais de estresse oxidativo (BAI, HARVEY e McNEIL, 2001; MULLER, 

GAULEY e HEIKKILA, 2004; BAILIAK et al., 2005; SAH et al., 2005; TU et al., 2005; 

BRANCO et al., 2008) por este motivo foram selecionadas para execução deste trabalho. 

Angelova e colaboradores (2005) verificaram a resposta de 12 espécies de fungos 

filamentosos (Mucor racemosus, Humicola lutea, Fusarium oxysporum, Alternaria solani, 

Aspergillus niger entre outros) ao estresse oxidativo causado por peróxido de hidrogênio e 

Paraquat®, utilizando concentrações de 30 mM de peróxido de hidrogênio e 5 mM de 

Paraquat® por 5 horas. Os resultados deste trabalho mostram aumentos significativos da 

atividade de catalase (em resposta a peróxido de hidrogênio) e superóxido dismutase (em 

resposta ao Paraquat®) indicando que estas concentrações dos agentes oxidantes e o tempo de 

tratamento foram suficientes para ativar as defesas destes fungos. Em 2006, Kwon, Jeong e 

Roe mostraram que a partir de 4 horas de tratamento com 2 mM de Paraquat® houve inibição 

da produção de homocitrato sintase em cepas mutantes de Schizosaccharomyces pombe com o 

gene de superóxido dismutase de cobre e zinco inativado. 
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1.5.1 PARAQUAT®  

 Paraquat® ou metil-viologen (1,1-dimetil-4,4 bipiridilium dicloreto) tem sido utilizado 

como indicador de oxido-redução desde 1932 e em 1955 foi descoberta sua atividade 

herbicida. Desde então, tem sido muito utilizado na agricultura para exterminar uma ampla 

variedade de ervas daninhas (BROMILOW, 2003). A exposição profissional ao Paraquat® 

não acarreta em perigo à saúde se o modo de utilização e as regras de segurança forem 

seguidos corretamente. No entanto, é grande o número de casos de intoxicação acidental ou 

voluntária. A via de intoxicação mais freqüente e estudada é a oral, mas pode também ocorrer 

por inalação ou contato dérmico com possibilidade de afetar todos os órgãos, mas atacando 

preferencialmente os pulmões, fígado e rim (SERRA, DOMINGOS e PRATA, 2003). Em 

plantas, o íon Paraquat® atua no cloroplasto, sendo convertido à sua forma radicalar pelos 

elétrons livres da fotossíntese na presença de luz. Rapidamente o oxigênio presente no 

cloroplasto recebe este elétron do Paraquat® (K2 = 7,7 x 108 M-1 s-1) sendo convertido então à 

superóxido (O2˙-) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000; BROMILOW, 2003). Em relação 

ao meio-ambiente tem baixa toxicidade, pois em contato com a terra a molécula torna-se 

biologicamente inativa (BROMILOW, 2003). 

 Estudos realizados em E. coli mostram que o NADH doa elétrons para o O2 através da 

cadeia transportadora de elétrons para formação de H2O; no entanto, o NADPH doa elétrons 

diretamente ao Paraquat® quando este está presente, gerando sua forma radicalar que na 

presença de O2 leva a formação de O2˙- (HASSAN e FRIDOVICH, 1979). 

 Na presença de enzimas como superóxido dismutases o O2˙- é convertido a H2O2. 

Além de poder levar a formação espontânea de radicais hidroxil, foi demonstrado por 

Winterbourn (1981) que H2O2 pode também reagir com íons Paraquat® produzindo radicais 

hidroxil, sendo esta uma das prováveis causas da toxicidade deste último. No mesmo trabalho, 

foi descrita que esta reação é rápida o suficiente para competir com a reação entre o íon 

Paraquat® e o O2, além disso, não é necessária a presença de metais para catalizar esta reação. 

Por outro lado, estudos posteriores mostraram que metais de transição como ferro e cobre, 

potencializam o efeito tóxico do Paraquat® em E. coli e camundongos (KOHEN e CHEVION 

1985a; KOHEN e CHEVION 1985b; KORBASHI et al., 1986). 

 De acordo com os resultados descritos nos trabalhos citados vê-se que o efeito tóxico 

do Paraquat® pode ocorrer na presença ou ausência de íons metálicos, mas deve estar 

associado à geração de radicais hidroxil. O mecanismo de ação é mostrado na figura 05. 
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   OH-+OH˙ 

    NADPH              PQ+2      O2˙-         Fe3+        
           PQ˙+ 

           PQ+2 

     NADP+              PQ˙+       O2       Fe2+   

       H2O2 
 
Figura 05: Esquema de reações demonstrando o mecanismo de ação do Paraquat®. PQ+2 = íon Paraquat®, PQ˙+ 
= radical Paraquat®. As mesmas reações podem ocorrer na presença de Cu2+/Cu3+ no lugar de Fe2+/Fe3+. (Fonte: 
adaptado de KORBASHI et al., 1986.) 
 

 Neste trabalho utilizamos o Paraquat® e H2O2 para mimetizar um ambiente de estresse 

oxidativo ao qual o P. brasiliensis é submetido quando fagocitado por macrófagos alveolares, 

com a intenção de verificar mecanismos de defesa deste microrganismo contra o ataque 

fagocitário, através do aumento ou diminuição da expressão de genes ligados direta ou 

indiretamente a sistemas antioxidantes. Como um microrganismo aeróbico patogênico, o 

Paracoccidioides brasiliensis possui sistemas de defesa enzimáticos e não enzimáticos contra 

estresse oxidativo, com dupla função, sendo a primeira a defesa contra o estresse oxidativo 

gerado internamente e a segunda, defender-se do ataque oxidativo gerado pelos macrófagos 

no processo de fagocitose. Análises in silico de seqüências expressas (“expressed sequence 

tag” – EST) deste fungo mostram a presença de uma grande quantidade de genes envolvidos 

em defesa antioxidante, tais como superóxido dismutases, catalases, peroxirredoxina, 

citocromo C peroxidase, tiorredoxina, síntese de glutationa, entre outros (CAMPOS et al., 

2005). Muitos destes genes têm sido estudados individualmente em diferentes organismos 

(BAILIAK et al., 2005; TIMOFEYEV et al., 2006; YANG, PANEK e O’BRIAN, 2006), no 

entanto para entender como o Paracoccidioides brasiliensis utiliza-se destas defesas, se faz 

necessária uma metodologia que analise uma grande quantidade de genes em um mesmo 

experimento, como a hibridação em microarranjos de DNA. Utilizando esta metodologia, 

Pimentel (2007) avaliou as respostas deste fungo a um agente gerador de espécies reativas de 

nitrogênio (S-nitroso glutationa - GSNO), demonstrando a ativação de mecanismos de defesa 

baseados principalmente em seqüestradores de NO e ERN. A análise conjunta da resposta ao 

agente nitrosoativo obtida por Pimentel e aos agentes oxidativos deste trabalho pode mostrar 

caminhos utilizados pelo fungo para sobreviver dentro de macrófagos. 

 

catalase 

SOD 
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1.6 HIBRIDAÇÃO EM MICROARRANJOS DE DNA 

 Conhecer um organismo do ponto de vista genômico, é saber que genes estão 

presentes no seu genoma. Além disso, é preciso saber em que situações e em quais 

circunstâncias, estes genes são expressos ou não, ou até mesmo quando comparando 

diferentes situações, saber quais genes passam a serem mais ou menos expressos na nova 

condição. Estas análises são chamadas de estudos de expressão gênica diferencial. Esses 

conhecimentos foram inicialmente adquiridos por meio de técnicas que analisavam as 

diferenças de expressão dos genes individualmente. A técnica de arranjos de DNA surgiu 

então como uma ferramenta para monitorar a expressão gênica em larga escala (HOFMAN, 

2005). 

 Um arranjo de DNA é preparado sobre uma matriz (suporte sólido), como uma lâmina 

de vidro ou uma membrana, na qual grandes quantidades de amostras de DNA estão 

distribuídas e aderidas de maneira ordenada. Existem basicamente dois tipos de arranjos: os 

macroarranjos ou “macroarrays” e os microarranjos ou “microarrays”. Nos macroarranjos, as 

amostras de DNA são distribuídas em membranas de nylon ou nitrocelulose, em pequenos 

pontos que medem 300 μm ou mais. Uma típica membrana para macroarranjo mede 22 X 22 

cm e pode carregar amostras referentes a até 2000 genes (SASAKI et al., 2001). Já os 

microarranjos são usualmente, feitos em uma lâmina de vidro especial, semelhante àquelas 

utilizadas em microscopia óptica. Os pontos de um microarranjo possuem um diâmetro de até 

200μm, e são distribuídos por robôs (“arrayers”) de alta precisão, em um grau de 

compactação muito maior que os macroarranjos. Normalmente, um típico microarranjo é 

capaz de carregar até 10.000 pontos distribuídos em uma área de 2 X 7 cm (CHEUNG et al., 

1999). O DNA pode ser depositado ou sintetizado diretamente no suporte e as amostras 

podem ser de DNA, DNA complementar (cDNA) ou oligonucleotídeos (SOUTHERN, MIR e 

SHCHEPINOV, 1999). Esta estrutura pode também ser chamada de chip de DNA ou 

microchip. Quando um chip carregar informações de todos os genes de um genoma, ele pode 

ser chamado de “biochip”. 

 A produção de um chip de DNA começa pela seleção das amostras de DNA que irão 

formá-lo. Normalmente, microarranjos de eucariotos são construídos utilizando fragmentos de 

EST do genoma, amplificados por PCR a partir de clones oriundos de uma ou mais 

bibliotecas de cDNA. Estes produtos de PCR são então purificados e fixados à matriz 

escolhida (Figura 06) (DUGGAN et al., 1999). 
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Figura 06: Arquitetura do “chip” de Paracoccidioides brasiliensis utilizado na hibridação competitiva por 
microarranjos de DNA. Estão assinalados os setores aplicados em duplicata, onde a réplica foi depositada 
imediatamente abaixo do setor correspondente. (Fonte: LEITE, 2005.) 
 

 A técnica de hibridação em microarranjos é baseada no princípio da 

complementaridade de bases do DNA e sua capacidade de ligar-se especificamente, ou 

hibridar, ao DNA molde do qual foi gerado, ou em outro com a mesma seqüência de 

nucleotídeos (SOUTHERN, MIR e SHCHEPINOV, 1999; TZOUVELEKIS, PATLAKAS e 

BOUROS, 2004).  

Em um estudo de expressão gênica diferencial, diferentes cDNAs, gerados a partir de 

“pools” de RNAs extraídos de diferentes populações, marcados com diferentes fluoróforos 

(moléculas fluorencentes acopladas a uma base nitrogenada) podem competir durante a 

hibridação com o DNA do chip. Após a lavagem, para retirar o excedente de material, os 

híbridos podem ser detectados com uma varredura por “scanner”, usando comprimentos de 

onda capazes de detectar os sinais de excitação referentes aos dois fluoróforos separadamente. 

Utilizando um microchip contendo milhares de amostras de DNA, pode-se determinar, em um 

único experimento, o nível de expressão de milhares de genes de uma célula pela mensuração 

da quantidade de RNA mensageiro (mRNA) hibridado, sob a forma de cDNA, a cada posição 

ou “spot” do chip. Quanto maior a expressão de um gene, em uma determinada condição, 

maior será a intensidade do sinal captada pelo “scanner” para um “spot” do microarranjo que 

Setores 1 e 2

Réplica dos setores 1 e 2 

Setores 3 e 4

Réplica dos setores 3 e 4 

Réplica dos setores 5 e 6 

Réplica dos setores 7 e 8 

Setores 5 e 6

Setores 7 e 8
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contém a seqüência deste gene, possibilitando a inferência de funções gênicas a partir da 

análise das variações globais observadas no transcriptoma da célula, revelando também 

interações entre diferentes vias de sinalização (TZOUVELEKIS, PATLAKAS e BOUROS, 

2004; HOFMANN, 2005). 

 Os dados são então transferidos para programas de computador que analisam e 

quantificam a intensidade de cada um dos “spots”, resultando em um gráfico de dispersão 

onde podem ser observados e destacados para uma análise mais aprofundada, os genes 

constitutivamente expressos, e os super e sub-regulados (Figura 07) (SASAKI et al., 2001; 

DUGGAN et al., 1999). 

 
Figura 07: Metodologia de hibridação em microarranjos de DNA. O esquema mostra, à esquerda, o processo de 
preparação das sondas, que são amplificadas por PCR, a partir de bibliotecas gênicas, purificadas e distribuídas 
na superfície de lâminas de vidro para a fabricação dos “biochips”. Na parte central da figura, é possível ver a 
marcação das populações alvo de RNA (teste e referência) com dois fluoróforos diferentes, para a hibridação 
sobre o “biochip”; à direita, é mostrado o processo de obtenção das imagens, com um “scanner” capaz de ler os 
comprimentos de onda referentes a cada fluoróforo e, por fim, a análise dos dados realizada por programas de 
computador. (Fonte: modificado de SOUTHERN CALIFORNIA COASTAL WATER RESEARCH PROJECT, 
2009.) 
 

 Apesar da utilização de controles internos para montagem do “chip” e da repetição dos 

experimentos em replicatas como forma de aumentar a confiança estatística do método de 

microarranjos, validações dos resultados por outros métodos de quantificação de mRNA são 

imprescindíveis para uma correta análise dos resultados. As técnicas mais comumente usadas 

nestes casos são northern blot, hibridação in situ, imunoblot e RT-PCR quantitativo em tempo 
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real, sendo este último o mais utilizado por ser relativamente barato e rápido (CHUAQUI et 

al., 2002). 

 

1.7 RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL(qPCR) 

 A amplificação de amostras de DNA é um marco importante na genômica. A técnica 

de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é comumente utilizada viabilizando vários 

estudos. A partir da utilização de uma enzima encontrada em vírus, denominada transcriptase 

reversa, foi possível converter amostras de RNA em DNA, chamado de DNA cópia (cDNA), 

a partir do qual foi possível realizar uma amplificação por PCR. Esta técnica recebeu o nome 

de RT-PCR (PCR com transcriptase reversa). Como as amplificações nestas técnicas são, 

teoricamente, exponenciais, é possível presumir a quantidade inicial de material genético 

baseando-se no número de ciclos e quantidade final de material. No entanto não possuem 

grande precisão (BUSTIN et al., 2005). 

 Conceitualmente simples e prático, o método de detecção de fluorescência em tempo 

real é o mais amplamente utilizado para quantificação de RNA mensageiro (mRNA) em 

pesquisas de transcrição in vitro (LIU, FELDMAN e CHUNG, 2002; GINZINGER, 2002). 

Este método mede o acúmulo, a cada ciclo, dos produtos de amplificação por PCR, por meio 

da emissão de fluorescência das sondas adicionadas a reação. Esta técnica permite uma 

quantificação bastante precisa e reprodutível do número de cópias do gene, ou RNA estudado 

(HEID et al., 1996; LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Ela tem sido amplamente usada para 

análise de expressão de genes isolados e para confirmar dados obtidos em experimentos de 

hibridação em microarranjo de DNA (RAJEEVAN et al., 2001; BONAVENTURE et al., 

2002; DONNINGER et al., 2004; NUNES et al., 2005).  

 As suas principais vantagens em relação ao PCR ou RT-PCR comuns são: a técnica 

não exige um processamento das amostras após o PCR e ela analisa esta amplificação na fase 

de crescimento exponencial do número de cópias e não na fase de platô como um PCR 

normal. Nas técnicas comuns de PCR e RT-PCR, após o término dos ciclos, a visualização do 

resultado somente poderá ser feita após uma eletroforese. Se a intenção é quantificar a 

amostra inicial, vai ser preciso comparar visualmente as intensidades das bandas geradas no 

gel, entre si e frente a um padrão. Dessa forma não se consegue muita precisão na 

mensuração. Além disso, essa manipulação dos produtos pode elevar o risco de contaminação 

da amostra. No qPCR, a mensuração do número de cópias é feita por meio da fluorescência 

emitida por sondas que vão sendo incorporadas ou retiradas da dupla fita de DNA formada. A 
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visualização desta fluorescência é feita por um leitor ótico computadorizado ao término de 

cada ciclo de duplicação, ou seja, com uma precisão maior e sem pós-processamento 

(BUSTIN, 2002). 

 Outro fator interessante é medir estas amplificações no momento em que vão 

ocorrendo (por isso chamada de tempo real), e na fase exponencial do aumento do número de 

cópias onde a precisão é maior. De qualquer forma, o número de cópias geradas deve ser 

proporcional ao número de cópias iniciais, no entanto a eficiência da amplificação vai 

diminuindo com o passar dos ciclos, por motivos diversos como número de reagentes e 

eficiência da enzima, até chegar a um platô, onde o número de cópias passa a não aumentar. 

Por este motivo, a mensuração é mais precisa durante a fase de crescimento exponencial, onde 

a influencia de fatores limitantes da amplificação é nula ou quase nula, do que na fase de 

platô, como no PCR e RT-PCR comuns (BUSTIN, 2002). 

 Vários trabalhos têm sido publicados utilizando esta técnica para confirmar dados e 

validar experimentos de microarranjos. A comparação dos resultados mostra valores de 

correlação de Pearson em torno de 70 %, variando entre 13 a 89 %, sendo que 70 a 80 % dos 

dados avaliados apresentam correlação maior que 60 % (RAJEEVAN et al., 2001; DALLAS 

et al., 2005; SU et al., 2007; FINDEISEN et al., 2008; DU et al., 2008; BRACKEN et al., 

2008). Isto mostra a grande semelhança entre os resultados obtidos pelas duas técnicas, no 

entanto análises in silico são muito importantes para a correta interpretação dos dados 

(CHUAQUI et al., 2002). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Identificar o perfil transcricional do fungo patogênico humano, Paracoccidioides 

brasiliensis, durante sua exposição a agentes oxidantes, utilizando o método de hibridação em 

microarranjos de DNA. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 - Identificar os genes modulados pelo P. brasiliensis durante exposição ao agente 

oxidante H2O2; 

 

 - Identificar os genes modulados pelo P. brasiliensis durante exposição ao agente 

oxidante Paraquat®; 

 

 - Confirmar os dados obtidos pelo método de hibridação em microarranjos de DNA 

utilizando a técnica de qPCR; 

 

 - Comparar os genes modulados pelo P. brasiliensis em resposta aos dois agentes 

oxidantes. 

 

 - Comparar estes dados com o perfil transcricional obtidos por Pimentel (2007) 

durante a exposição deste fungo a um agente nitrosoativo (GSNO). 
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3. MÉTODO 

 

3.1 CULTIVO DE Paracoccidioides brasiliensis  

 Em nossos estudos foram utilizadas amostras de P. brasiliensis cedidas pela Dra. 

Rosana Puccia, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e pelo Dr. Francisco Nóbrega, do Instituto de 

Pesquisa e desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraíba (UNIVAP). Este isolado foi 

identificado como Pb 18 (pode ser descrito em alguns trabalhos como Pb07 – MORAIS et al., 

2000) e inicialmente obtido de pacientes que manifestavam a forma crônica da PCM no 

estado de São Paulo – Brasil. 

 As amostras foram mantidas em meio sólido YPD modificado (1 % de extrato de 

levedura, 2 % de peptona, 2 % de dextrose, 2 % de ágar, pH 6,3) a 37º C. Para as exposições 

das culturas ao H2O2 e Paraquat® inóculos de 10 % do volume final foram adicionados a 

meios líquidos YPD a partir de culturas com densidade óptica a 600 nm (D.O.600) de 

aproximademente 2,0, inoculadas inicialmente a partir do meio de manutenção (YPD sólido). 

 

3.2 CURVA DE CRESCIMENTO NA PRESENÇA DOS AGENTES 

OXIDANTES 

 Foi verificado o crescimento do Paracoccidioides brasiliensis na presença dos agentes 

oxidantes, a fim de determinar as concentrações ideais para exposição aos mesmos. Desta 

forma, acompanhou-se o crescimento de culturas em meio YPD líquido, avaliando sua 

D.O.600, durante 7 dias. Os testes foram realizados em culturas preparadas com um inóculo de 

10 % do volume final, a partir de uma cultura em meio líquido com D.O.600 de 

aproximadamente 2,0. Na exposição ao H2O2, utilizou-se concentrações de 1 mM, 5 mM, 10 

mM e 30 mM e a Paraquat® concentrações de 0,5 mM, 5 mM, 10 mM e 20 mM. Foram 

preparadas também culturas nas mesmas condições sem, no entanto, a adição de agentes 

oxidantes, para servirem como controle. Todos os testes foram feitos em triplicata e as 

culturas mantidas a 35,5° C com agitação de 125 rpm por 7 dias. O acompanhamento do 

crescimento fúngico foi realizado por leituras diárias de suas D.O.600. 
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3.3 EXPOSIÇÃO AO H2O2 

 Uma cultura de leveduras de Pb18 em meio YPD líquido (volume final de 300 mL) foi 

crescida até atingir a D.O.600 de aproximadamente 2,0, após um inóculo de 10 % do volume 

final ter sido adicionado, a partir de uma cultura em meio líquido. Esta cultura foi então 

dividida em três partes iguais. A primeira parte foi exposta à concentração de 1 mM de H2O2, 

a segunda foi exposta à concentração de 5 mM e a terceira não foi adicionado o agente 

oxidante, servindo como controle. O tempo total de exposição foi de 5 horas (ANGELOVA et 

al., 2005; KWON, JEONG e ROE, 2006), com agitação de 125 rpm e temperatura de 35,5º C, 

quando as células foram então separadas do meio de cultura por filtração a vácuo, com 

membranas Millipore de 0,22 μm, e submetidas à extração de RNA, de acordo com o 

protocolo descrito posteriormente (item 3.5 Extração de RNA). 

 

3.4 EXPOSIÇÃO AO PARAQUAT® 

 

 Uma cultura de leveduras de Pb18 em meio YPD líquido (volume final de 300 mL) foi 

obtida e crescida da mesma forma como descrita anteriormente (item 3.3 Exposição ao H2O2). 

Esta cultura foi também dividida em três partes iguais. Às duas primeiras foi adicionado 

Paraquat®, para obter as concentrações de 0,5 mM e 5 mM. A terceira serviu como controle. 

As culturas foram mantidas sob agitação e temperatura controladas (125 rpm e 35,5º C) 

durante 5 horas (ANGELOVA et al., 2005, KWON, JEONG e ROE, 2006), quando as células 

foram separadas do meio de cultura após filtração a vácuo, com membranas Millipore de 0,22 

μm, e submetidas à extração de RNA, de acordo com o protocolo descrito a seguir (item 3.5 

Extração de RNA). 

 

3.5 EXTRAÇÃO DE RNA 

 Todo o volume das culturas foi filtrado (membranas Millipore 0,22 μm), o “pellet” 

congelado em nitrogênio líquido e posteriormente macerado em almofariz na presença de 

nitrogênio líquido. O material triturado foi colocado em 1 mL de Trizol (Invitrogen), 

contendo o mesmo volume de pérolas de vidro (diâmetro de 2 mm) seguido de agitação 

intensa em agitador de tubos tipo vórtex por 10 minutos. Após breve repouso e decantação 

das pérolas, o sobrenadante foi transferido para um tubo plástico de 1,5 mL, onde foram 

adicionados 200 μL de clorofórmio. O tubo foi agitado no vórtex por 15 segundos e 

centrifugado a 15300 g por 15 minutos. A fase aquosa foi coletada e transferida para um novo 
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tubo onde se adicionou o mesmo volume de isopropanol absoluto gelado (-20º C), este 

material foi mantido a -20º C por 12 horas para que ocorresse a precipitação. Decorrido este 

tempo, a amostra foi novamente centrifugada a 15300 g por 30 minutos a 4º C. O pellet foi 

lavado com etanol 70 %, seco em centrífuga a vácuo (speed vac) por 10 minutos, ressuspenso 

em 200 μL de água, quantificado por meio da leitura de densidade óptica em um 

espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000 e posteriormente avaliado em gel de agarose 

desnaturante 1 % (Modificado de MONTE e SOMERVILLE, 2002). 

 Após estas etapas, o RNA foi então purificado utilizando o sistema RNeasy, segundo 

especificações do fabricante (Qiagen). Somente foram utilizados os RNAs que não 

apresentavam degradação visível no gel e cuja densidade óptica mostrasse uma razão 

D.O.260/D.O.280 entre 1,9 e 2,0. Esta etapa de purificação se faz necessária para a eliminação 

de pequenas quantidades de materiais como DNA e proteínas que possam ter permanecido na 

amostra, e conseqüente isolamento do RNA. O princípio da técnica baseia-se na afinidade da 

coluna, utilizada no kit, ao RNA que se fixa na resina, e os procedimentos de lavagem retiram 

os demais materiais. Esta purificação permite a obtenção de material com grau de pureza 

necessária para a reação de transcrição reversa com posterior marcação fluorescente do cDNA 

obtido. 

 

3.6 REAÇÃO DE TRANSCRIÇÃO REVERSA DO RNA E MARCAÇÃO 

FLUORESCENTE DA SEGUNDA FITA DE cDNA. 

 Aproximadamente 30 μg de RNA total, de cada condição de estresse e controle, foram 

utilizados para síntese de cDNA, selecionando o mRNA pela cauda poli-A, com o iniciador 

oligo dT. A síntese da 1ª fita de cDNA foi realizada com os seguintes reagentes:  

 

 4 μL de oligo dT 100 pmol (5’ GCGGCGGATCCTTTTTTTTTTTTTTT 3’) 

 1 μL de RNA de λQ 20 ng/μL (controle positivo externo) 

 0,5 μL de iniciador λQ plus AS 10 μM (5’ TTTTTTTTTTTTTTTTTGGGTTGG 

GTAAG 3’) 

 10 μL de RNA alvo (30μg) 

 4 μL de H2O MilliQ autoclavada (RNAse “free”) 

 19,5 μL total 
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 O material foi então submetido ao aquecimento a 70º C por 10 minutos para 

desnaturação do RNA. Posteriormente, para anelamento dos iniciadores, a reação foi incubada 

por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados: 

 

 6 μL de 5X First Strand Buffer (Invitrogen) 

 3 μL DTT (0,1 M) 

 0,6 μL dNTPs (25 mM de cada dNTP) 

 1 μL de Superscript II RT (200 U/μL – Invitrogen) 

 

 As reações foram então incubadas por 2 horas a 42º C, em seguida adicionou-se a cada 

reação 1 μL de RNAse (10 mg/mL) para degradar o RNA molde, deixando-as por 30 minutos 

a  37º C. A purificação foi realizada em Microcon YM-30 (Millipore) e o volume ajustado 

para 21 μL. 

 Para a marcação fluorescente da segunda fita de cDNA, foi utilizada como molde a 

primeira fita de cDNA obtida na etapa anterior. Assim, os 21 μL obtidos foram aquecidos a 

95º C por 5 minutos para a desnaturação do cDNA e então adicionados de: 

 
20 μL de 2,5X solução de iniciadores randômicos (BIOPRIME DNA Labelling 

System® – Invitrogen) 

5 μL de dNTPs mix (24 mM dATP, 24 mM dTTP, 24 mM dGTP e 12 mM dCTP) 

1 μL Klenow 40 U/μL (BIOPRIME DNA Labelling System® – Invitrogen) 

2 μL de Fluorolink® Cy3 dCTP ou Cy5 dCTP 25nmol (Amersham) 

 A reação foi então incubada a 37º C por 2 horas, a purificação foi realizada em 

Microcon YM-30 (Millipore) em 3 lavagens consecutivas utilizando 400 μL de H2O MilliQ 

autoclavada e o volume final completamente seco em “speed vac”. 

 Para cada amostra, foram realizadas duas marcações com inversão de fluoróforos 

(“Dye Swap”), ou seja, na primeira marcação utilizou-se Cy3 para a amostra controle e Cy5 

para a amostra tratada e na segunda marcação usou-se Cy5 na amostra controle e Cy3 em uma 

das amostras com tratamento. 

 

3.7 HIBRIDAÇÃO DOS MICROCHIPS  

 A hibridação foi realizada utilizando biochips carregando seqüências representativas 

de aproximadamente 4692 genes de P. brasiliensis, que foi construído pelo Laboratório de 

Genômica Estrutural e Funcional do NIB (Núcleo Integrado de Biotecnologia) da 
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Universidade de Mogi das Cruzes (LEITE, 2005).  O procedimento foi  realizado 

ressuspendendo cDNA marcado em 100 μL de solução de hibridação (6X SSC, 5X 

Denhardt’s, 0,25 mg/mL DNA esperma de salmão, 0,5 % SDS, 50 % formamida e 925 ng/mL 

poli dT (25 U Amersham)) e aquecida a 95º C por 5 minutos, para a desnaturação do cDNA. 

A solução foi então hibridada contra o microchip de P. brasiliensis por um período de 14 

horas a 42º C, em uma estação de hibridação GeneTac (Genomic Solutions).  

Foram realizadas em seguida, duas etapas de lavagem em solução 0,5X SSC, 0,01 % 

SDS, duas etapas em solução 0,06X SSC, 0,01 % SDS e duas lavagens finais em 0,06X SSC. 

As lavagens também foram realizadas na estação de hibridação GeneTac (Genomic Solutions) 

e cada lavagem consiste de 1 minuto de fluxo, seguido de 5 minutos de incubação sem 

agitação, a 25º C. Ao final, a lâmina hibridada foi seca por centrifugação durante 2 minutos a 

106 g. 

 

3.8 AQUISIÇÃO E ANÁLISE DE IMAGENS 

 As imagens da hibridação foram obtidas pela leitura das lâminas em um “scanner” 

óptico Affymetrix 418, nos comprimentos de onda 532 nm (Cy3) e 635 nm (Cy5), gerando 

imagens independentes para cada um dos fluoróforos. Uma vez que os genes de P. 

brasiliensis estão “spotados” em duplicata no chip, temos duas leituras de razão Cy5/Cy3 para 

cada gene. Como os experimentos foram duplicados com inversão de fluoróforos (“Dye 

Swap”), geramos quatro leituras de razão Cy5/Cy3 para cada gene. Em todas as leituras 

realizadas, a potência do laser e o ganho do fotomultiplicador foram ajustados de forma a 

minimizar o “background” e evitar a saturação do sinal nos “spots” do “array”. 

 A análise preliminar dessas imagens foi realizada pelo programa TIGR Spotfinder 

v.3.1.0 que delimita as áreas dos “spots” a partir da imagem bruta. Utilizando um algoritmo 

de segmentação de histograma, os “pixels” pertencentes a cada “spot” são identificados e 

quantificados, gerando um valor integrado de intensidade, já descontado o “backgroud” local. 

Foram excluídos das análises todos os “spots” que tinham valores inferiores ao “background” 

local mais duas vezes o desvio-padrão. Os dados referentes às intensidades de fluorescência 

dos dois canais são salvos em um arquivo de extensão .mev. 

 Os valores de intensidade contidos nos arquivos .mev foram submetidos a uma série 

de transformações matemáticas com auxílio do programa TIGR Midas v.2.19. Assim, cada 

arquivo foi filtrado, de maneira a retirar “spots” cujos valores integrados fossem inferiores a 

10.000 unidades análogo-digitais. Depois disso, as intensidades dos dois canais (Cy3 e Cy5) 
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foram normalizadas pelo algoritmo matemático conhecido como Lowess de regressão não-

linear, que utiliza fatores de normalização intensidade-dependentes para diferentes “spots”, de 

acordo com a intensidade de seus respectivos sinais. As variações nos valores de expressão 

em cada setor do chip foram então equalizadas, utilizando-se a opção de regularização de 

desvio-padrão (Block Mode) (YANG et al., 2002). 

 As planilhas contendo os dados finais das análises foram carregadas em um outro 

programa do pacote TIGR denominado Multi Experiment Viewer (MEV) v.3.1 onde foi feita 

a normalização entre os experimentos e a análise de variância (ANOVA) entre os grupos, 

utilizando-se valor de p= 0,01 como limite de confiabilidade para identificar genes com 

variação de expressão estatisticamente significativa.  

 Para permitir uma melhor visualização dos genes superexpressos e subregulados 

durante a exposição aos agentes oxidantes (H2O2
 e Paraquat®) estes foram agrupados de 

acordo com seu perfil de expressão. No entanto para definir o número ideal de grupos ou 

“clusters”, que permitiria a visualização dos diferentes padrões básicos de expressão gênica 

foi realizada uma análise com um algoritmo conhecido como “figura de mérito” (FOM – 

“Figure Of Merit”). O algoritmo FOM é calculado considerando a variação média entre os 

valores de superexpressão e/ou subregulação de cada gene de um “cluster”. O operador 

indica, no programa, o número máximo de agrupamentos a serem calculados. O algoritmo 

divide, então, os genes em números crescentes de “clusters”, começando por um e chegando 

ao número máximo fornecido pelo operador, agrupando-os por suas semelhanças na variação 

de expressão. Em seguida, são calculadas as variações da expressão entre os genes que 

ficaram em cada agrupamento, e assim computadas as médias entre as variações de cada 

grupo, para cada situação (um grupo, dois grupos, três grupos, etc.). Com o aumento do 

número de “clusters”, a variação média de expressão entre os genes de cada um diminui. Estes 

dados são plotados em um gráfico com a média da variação de expressão entre os genes no 

eixo y e o número de “clusters” no eixo x. Cabe então ao operador selecionar o número ideal 

de grupos, a partir do qual a variação média na expressão entre os genes não diminui 

significativamente. 

Determindado o número de “clusters”, os genes foram agrupados com o auxílio de 

algoritmos de clusterização hierárquica, como o “K-means”. Todos os “softwares” 

empregados nestes estudos, bem como detalhes referentes à sua utilização podem ser obtidos 

em http://www.tigr.org/software.  
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3.9 RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (qPCR) 

 A fim de validar os dados obtidos nos experimentos de microarranjos de DNA, os 

mesmos foram comparados com os obtidos utilizando a técnica de qPCR. Para isso, as 

mesmas amostras de RNA purificado utilizadas para marcação e posterior hibridação, foram 

tratadas para a realização de RT-PCR. 

 Aproximadamente 3 µg de RNA total extraído e purificado dos tratamentos com 

agentes oxidantes e controles foram utilizados para sintetizar uma fita de cDNA acrescidos 

dos seguintes reagentes: 

 

 4 μL de oligo dT 100 pmol (5’ GCGGCGGATCCTTTTTTTTTTTTTTT 3’) 

 3 μg de RNA total 

 H2O MilliQ autoclavada (RNAse “free”) q.s.p. 19 uL 

 

 O material foi então submetido ao aquecimento a 70º C por 5 minutos para 

desnaturação do RNA. Posteriormente, para anelamento dos iniciadores, a reação foi incubada 

por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados: 

 

 6 μL de 5X First Strand Buffer (Invitrogen) 

 3 μL DTT (0,1 M) 

 0,6 μL dNTPs (25 mM de cada dNTP) 

 1 μL de Superscript II RT (200 U/μL – Invitrogen) 

 

 As reações foram então incubadas por 2 horas a 42º C, em seguida adicionou-se a cada 

reação 1 μL de RNAse A (10 mg/mL) para degradar o RNA remanescente bem como o RNA 

molde, deixando-as por 30 minutos a  37º C. A purificação foi realizada em Microcon YM-30 

(Millipore) e a quantificação em espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000. 

 O qPCR foi então realizado para a confirmação de 12 genes modulados em resposta a 

Paraquat® e 8 modulados em resposta a H2O2. A reação foi montada da seguinte forma: 

 

 50 ng de cDNA de cada condição 

50 nM de cada iniciador (“Forward” e “Reverse”)  

10 μL de SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems) 

20 µL de volume total 
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 Todos os experimentos foram acompanhados de controles negativos (sem adição de 

cDNA) utilizando-se o mesmo procedimento. Todas as reações foram feitas em triplicata. As 

reações de amplificação foram realizadas no aparelho ABI Prism® 7500 Real time PCR 

System (Applied Biosystems), nas condições indicadas pelo fabricante. 

 Para corrigir quantidades iniciais de cDNA, das diferentes amostras, foi utilizado 

como normalizador, um gene sem função conhecida, cuja seqüência de nucleotídeos pode ser 

verificada em http://143.107.203.68/marrayv2/miac.html (MAC 0750) (NUNES et al., 2005). 

A escolha deste gene foi devido a sua expressão constitutiva em todas as situações, que é 

caracterizada pela expressão deste gene, mas sem variação entre as diferentes situações 

analisadas. Su e colaboradores (2007) mostraram que a seleção de um gene como controle 

endógeno baseada nesta estratégia mostrou melhores resultados de correlação entre as 

técnicas, do que a escolha de um controle endógeno comumente usado, como o gene da 

enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. 

 

3.10 ANÁLISE DAS RELAÇÕES ENTRE OS CONJUNTOS DE GENES 

MODULADOS EM RESPOSTA AOS GERADORES DE RADICAIS 

LIVRES 

 Para a montagem do diagrama foram adicionados ao programa os conjuntos de genes 

identificados em resposta a H2O2 e Paraquat®. Para uma análise mais ampla de genes 

responsivos a radicais livres foi adicionado também ao programa o conjunto de genes de 

Paracoccidioides brasiliensis que são modulados em resposta ao agente nitrosoativo GSNO. 

O perfil transcricional de resposta ao GSNO em Paracoccidioides brasiliensis foi obtido por 

Pimentel (2007), que utilizou a mesma plataforma de genes para realização da técnica de 

hibridação em microarranjos de DNA. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 RESPOSTA DE Paracoccidioides brasiliensis AO TRATAMENTO 

COM H2O2 

4.1.1 CRESCIMENTO DO FUNGO NA PRESENÇA DE H2O2 

 A fim de determinar as concentrações ideais para a exposição do Paracoccidioides 

brasiliensis ao peróxido de hidrogênio, curvas de sobrevivência do fungo foram realizadas na 

ausência (controle) e presença deste agente, que foi adicionado no tempo 0 (zero) nas 

concentrações de 1 mM, 5 mM, 10 mM e 30 mM (Figura 08). Os dados mostrados referem-se 

à média das triplicatas da cultura não tratada e tratada com cada concentração do agente 

oxidante. 

 

 
Figura 08: Curvas de crescimento do Paracoccidioides brasiliensis em cultura, contendo apenas o meio de 
crescimento (controle) e acrescidas de H2O2 nas concentrações de 1 mM, 5 mM, 10 mM e 30 mM. 
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 Na figura 08, pode-se perceber que a exposição a 1 mM de H2O2 levou a um pequeno 

atraso no crescimento do fungo, que atingiu sua fase estacionária de crescimento em uma 

D.O.600 pouco menor que a da cultura controle. Quando expostas a 5 mM do mesmo agente as 

leveduras apresentaram um atraso de 72 horas no crescimento em relação à cultura controle, 

sem atingir a fase estacionária no período de mensuração. No entanto as concentrações de 10 

mM e 30 mM foram capazes de inibir totalmente o crescimento do fungo e por este motivo, 

estas duas últimas não foram utilizadas nos experimentos de hibridação em microarranjos de 

DNA. 

 

4.1.2 HIBRIDAÇÃO EM MICROARRANJOS DE DNA 

A partir dos dados obtidos, leveduras de P. brasiliensis foram cultivadas em meio 

YPD líquido até atingir uma D.O.600 de aproximadamente 2,0, sendo esta cultura, então, 

dividida em 3 partes iguais. A primeira parte não foi exposta ao agente oxidante, servindo 

como controle, enquanto as outras duas foram expostas às concentrações finais de 1 mM e 5 

mM, respectivamente, por um período de 5 horas (conforme item 3.3 Exposição a H2O2). Ao 

final do tempo determinado as células foram separadas do meio de cultura por filtração a 

vácuo e seu RNA foi extraído (conforme item 3.5 Extração de RNA). 

 Para cada cultura exposta a H2O2 foram realizadas duas marcações, com inversão dos 

fluoróforos, com posterior hibridação nos “chips”, conforme descrito nos itens 3.6 e 3.7 do 

Método. Após lavagem e secagem das lâminas e posterior aquisição de imagens, os resultados 

foram analisados e os genes com variação estatisticamente significativa de expressão foram 

separados dos com variação estatisticamente não significativa.  

 O perfil de expressão dos genes com modulação estatisticamente significativa é 

mostrado na figura 09, onde cada linha representa a variação média na expressão de um gene. 

O valor de expressão dos genes em resposta às diferentes concentrações é mostrado em 

função do logaritmo na base 2 da razão média das intensidades de fluorescências entre Cy5 e 

Cy3, plotada no eixo y, enquanto as concentrações do agente oxidante são plotadas no eixo x. 

As diferentes réplicas dos experimentos são normalizadas para que a intensidade de 

fluorescência em Cy3 corresponda às amostras não tratadas (controles) e a intensidade de 

Cy5, às amostras tratadas com o agente oxidante. Dessa forma, quando o resultado do 

logaritmo é menor do que zero (Cy3>Cy5), indicando um gene com sua expressão diminuída 

(ou subregulada) pelo tratamento, a sua linha representativa é da cor verde, sendo esta mais 

intensa, quanto maior for a subregulação deste gene; quando o logaritmo é maior do que zero 



55 

 

(Cy3<Cy5), indicando um gene com sua expressão aumentada (ou superexpresso) a cor é 

vermelha, aumentando de intensidade proporcionalmente ao aumento da superexpressão do 

gene. A análise mostrou que 740 genes responderam de forma estatisticamente significativa 

ao tratamento com peróxido de hidrogênio, mostrando um perfil homogêneo de distribuição 

dos genes entre superexpressos e subregulados (Figura 09). 

 

 
Figura 09: Representação de 740 genes, com variação na expressão estatisticamente significativa, identificados 
durante exposição a duas concentrações de H2O2 (1 mM e 5 mM).  No eixo y a escala mostra o logaritmo na base 
2 da razão da expressão dos genes na cultura tratada e controle; no eixo x, são mostradas as diferentes 
concentrações de H2O2. Os dados inseridos são as médias estatísticas das réplicas de cada experimento após 
analise ANOVA (p=0,01). Cada linha representa a variação média na expressão de um gene presente no chip. 
 

 A determinação do número ideal de “clusters”, que permitiria a visualização dos 

diferentes padrões básicos de expressão gênica contidos na figura 09, foi realizada com o 

auxílio do algoritmo conhecido como “figura de mérito” (FOM – “Figure Of Merit”). Os 

resultados deste algoritmo foram inseridos em um gráfico, com a média da variação de 

expressão entre os genes no eixo y (valor de FOM) e o número de “clusters” no eixo x (Figura 

10). De acordo com os critérios estabelecidos (ver item 3.8 Aquisição e Análise de Imagens), 

o número de grupos escolhido foi 56. A intersecção entre o valor de FOM e 56 grupos é 

mostrada por duas linhas em rosa na figura 10. 



56 

 

 
Figura 10: Gráfico gerado pelo algoritmo FOM para os genes estatisticamente significativos expressos durante a 
exposição a peróxido de hidrogênio. O valor no plotado no eixo y é a média entre as variações de expressão dos 
genes alocados em cada “cluster”. No eixo x, temos o número de “clusters” de 1 a 100 (número máximo 
informado pelo operador). Na coluna, à direita, é apresentada uma lista com os números de “clusters” em ordem 
crescente, e o valor médio obtido da variação de expressão entre os genes de cada um. Em destaque, na coluna, o 
número de “clusters” selecionado pelo operador e seu valor de FOM, mostrado no gráfico pelo cruzamento das 
linhas em rosa. 
 

4.1.3 AGRUPAMENTO DOS GENES PELO PERFIL DE EXPRESSÃO 

  Os 56 grupos de genes modulados em resposta a diferentes concentrações de H2O2 

são mostrados na figura 11, onde os dados dos genes com variação estatisticamente 

significativa na expressão foram agrupados de acordo com o seu perfil de resposta utilizando 

um algoritmo de “K-means”, gerando “clusters” ou grupos com padrões de resposta 

semelhantes entre seus integrantes. Cada grupo aparece em um gráfico, onde cada linha 

representa a variação média na expressão de um gene da mesma forma que na figura 09, aqui 

também mostrando no eixo y o logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na 

cultura tratada e controle e no eixo x, as diferentes concentrações de H2O2.  Na parte inferior 

direita do gráfico aparece o número daquele grupo enquanto o número de genes de cada grupo 

é destacado em azul na parte superior. Foram selecionados 6 grupos que apresentaram os 
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maiores aumentos e diminuições na expressão dos genes, ou que continham genes diretamente 

ligados a situação de estresse oxidativo. 
 

 

 

                   1                    2                    3                     4                     5                     6                    7                     8 
 
 

                   9                  10                   11                  12                   13                   14                   15                  16 

        

                 17  
                                      18                   19                    20                  21                   22                   23                  24 

 
 

                 25                   26                  27                  28                   29                   30                   31                  32 
 

 

                 33                34                     35                  36                   37                   38                   39                  40 

 
                 41                  42                   43                  44                   45                   46                   47                  48 

 
                 49                  50                   51                   52                  53                   54                   55                  56 

Figura 11: Agrupamentos de 740 genes com variação estatisticamente significativa, totalizando 56 “clusters”. 
Cada “cluster” é formado por genes com variações semelhantes na expressão, em exposição a diferentes 
concentrações de H2O2. A disposição dos experimentos foi feita da seguinte forma: no eixo y a escala mostra a 
variação para cada “cluster” do logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na cultura tratada e 
controle; no ponto inicial do eixo x, são colocados os dados de H2O2 0 mM, seguidos pelos de 1 mM, 5 mM. 
Destacados por quadros vermelhos, 6 “clusters” que serão analisados individualmente. A numeração na parte 
inferior direita indica a ordem de cada “cluster”.  
 

 Os “clusters” podem também ser analisados individualmente, por meio de outro tipo 

de tratamento de dados, onde podemos visualizar o perfil de expressão e o nome do gene. Os 

grupos descatados por quadros vermelhos na figura 11 podem ser vistos desta forma nas 

figuras 12 a 17. Na parte superior da figura é possível observar a escala de cores e 

intensidades usada, onde o número “-3.0” representa o resultado do logaritmo de base 2 da 

razão da expressão dos genes na cultura tratada e controle, e assim, a expressão na tratada 

seria oito vezes menor do que a expressão no controle (2-3); da mesma forma o número “3.0” 

representa o resultado do mesmo logaritmo e, portanto, expressão na tratada oito vezes maior 

do que a expressão no controle (23). 

 A coluna “0 mM H2O2” representa a igualdade da expressão dos genes na cultura 

tratada e controle e, portanto o resultado do logaritmo da razão entre eles é zero (0.0), 
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apresentado na cor preta. Nestas figuras podem ser vistas breves descrições de seqüências 

expressas de cDNA presentes no “chip” .Quando estas ainda não possuem uma função 

determinada os descritores  aparecem como “No hits found”, o que significa que quando 

comparada a um banco de dados através da ferramenta BLAST, a seqüência não possui 

similaridade significativa com qualquer informação já depositada no banco de dados do 

GenBank – NCBI, uma coleção anotada de todas seqüências públicas de DNA. Quando a EST 

comparada ao banco de dados possui similaridade com informações depositadas, o nome 

descrito neste banco é mostrado na figura (NCBI, 2008). Em seguida ao nome do gene está 

descrito o código de acesso à sua seqüência de DNA, que pode ser obtida em 

http://143.107.203.68/marrayv2/mia_cs.html (NUNES et al., 2005). 

Os clusters 5, 9 e 52 mostram agrupamentos de genes que tiveram sua expressão 

semelhantemente aumentada em resposta a tratamentos com peróxido de hidrogênio e serão 

descritos com mais detalhes. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
NO HITS FOUND - MAC1089  
NO HITS FOUND - MAS1625 
NO HITS FOUND - MAS1745 
HEAT-SHOCK PROTEIN 30 - Emericella nidulans - MAC0784 

Figura 12: “Cluster” 05, destacado em vermelho na figura 11. É possível observar 3 genes sem função 
conhecida (No hits found), e um gene da proteína de “heat-shock” 30 (MAC0784). Suas expressões estão 
bastante aumentadas (mais de 8 vezes) após tratamentos com H2O2. 
 

 No “cluster” 05 (Figura 12) podem ser vistos 4 ESTs, sendo que os três primeiros não 

apresentam função conhecida ou homologia a nenhuma informação do banco de dados e o 

quarto pode ser descrito como o gene de uma proteína de “heat shock” (HSP) com 30 kDa, 

descrita com maior semelhança na seqüência de nucleotídeos em Emericella nidulans 

(MAC0794). Os genes deste grupo apresentam aumento maior que 8 vezes na sua expressão 

em resposta à H2O2 representada pela cor vermelho intenso na figura.  

 Na figura 13 (“cluster” 09) podemos observar que dos 31 ESTs com modulação 

significativa em resposta à H2O2, 18 são descritos como sem função conhecida. No entanto é 

possível destacar alguns genes importantes, como o da enzima cobre amino oxidase 

(MAS1168) e da desoxirribose-fosfato aldolase (MAS0983). Proteínas envolvidas em 

regulação e expressão de ácidos nucléicos também podem ser observadas, como o fator de 
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transcrição 1 de cutinase (MAS1853), uma subunidade da RNA polimerase II (MAS1382), 

uma peptídeo sintase (MAS2816), uma transposase de fungo (MAS0850) e um proteína 

regulatória de “zinc finger” (MAS1872) Com atualizações do banco de dados foi possível 

identificar um gene descrito anteriormente com sem função conhecida (MAS0567) e que 

atualmente é descrito como semelhante a genes da família de enzimas epimerases-

desidratases. O padrão de resposta deste “cluster” mostra aumento na expressão em resposta 

às duas concentrações de H2O2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
COPPER AMINE OXIDASE [Aspergillus niger] - MAS1168 
CUTINASE TRANSCRIPTION FACTOR 1 BETA - MAS1853 
KINASE WITH CALCIUM BINDING DOMAIN [Aspergillus - MAS1323 
LINOLEATE DIOL SYNTHASE (LINOLEATE (8R)-DIOXYGENASE) - MAS1557 
NO HITS FOUND - MAC1419 
NO HITS FOUND - MAS0555 
NO HITS FOUND - MAS0567 
NO HITS FOUND - MAS0614 
NO HITS FOUND - MAS1422 
NO HITS FOUND - MAS2811 
SUBUNIT OF RNA POLYMERASE II - MAS1382 
NO HITS FOUND - MAS2668 
NO HITS FOUND - MAS2810 
DEOXYRIBOSE-PHOSPHATE ALDOLASE - MAS0983 
LIPASE/ESTERASE PROTEIN [Ralstonia - MAS1087 
NO HITS FOUND - MAS0573 
NO HITS FOUND - MAS1100 
NO HITS FOUND - MAS2427 
PEPTIDE SYNTHETASE [NEOTYPHODIUM LOLII] - MAS2816 
PROTEIN [Desulfitobacterium - MAS0265 
PROTEIN RV3510C [Mycobacterium tuberculosis - MAS0356 
TRANSPOSASE - FUNGUS (Cochliobolus carbonum) - MAS0850 
NO HITS FOUND - MAS1622 
NO HITS FOUND - MAS2384 
NO HITS FOUND - MAS2798 
REGULATORY PROTEIN; ZINC FINGER - MAS1872 
YEL023CP [Saccharomyces cerevisiae] - MAS0939 
NO HITS FOUND - MAC0933 
NO HITS FOUND - MAS1670 
NO HITS FOUND - MAS1920 
NO HITS FOUND - MAS1139 

Figura 13: “Cluster” 09, destacado em vermelho na figura 11. Aqui aparecem 18 genes sem função conhecida 
(No hits found) de um total de 31 suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com H2O2. 
 

 Na figura 14 (“cluster” 52) verifica-se igualmente superexpressão dos genes em 

resposta à H2O2 e também é composto por grande quantidade de genes sem função conhecida 

(14 do total de 24). Aqui também é possível destacar o gene da HSP de 16 kDa (MAC0098) 
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que apresenta um padrão compatível com o mostrado pela HSP 30 (Figura 12) e o gene de 

uma proteína transportadora de cobre com alta afinidade (MAC0197). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
HEAT SHOCK PROTEIN 16 [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0098 
NO HITS FOUND - MAS2330 
PROTEIN YKL215C - YEAST (Saccharomyces cerevisiae) - MAS0052 
REVERSE TRANSCRIPTASE - RICE BLAST FUNGUS - MAS0669 
A(ACID, AZOLE) Q(QUINIDINE) RESISTANCE; AQR2P - MAS1035 
NO HITS FOUND - MAC0235 
NO HITS FOUND - MAS0688 
NO HITS FOUND - MAS1061 
NO HITS FOUND - MAS1109 
NO HITS FOUND - MAS2294 
NCU05622.1 HYPOTHETICAL PROTEIN (9380 - 5273) - MAS1294 
NO HITS FOUND - MAC1088 
NO HITS FOUND - MAS1036 
NO HITS FOUND - MAS1429 
HIGH AFFINITY COPPER TRANSPORTER [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0197 
NO HITS FOUND - MAC1362 
NO HITS FOUND - MAS0711 
NO HITS FOUND - MAS1381 
NO HITS FOUND - MAS1134 
RELATED TO SUPPRESSOR PROTEIN SPT23 [IMPORTED] - Neurospora crassa - MAC0035 
NO HITS FOUND - MAS1523 
NO HITS FOUND - MAC0094 
PROBABLE REVERSE TRANSCRIPTASE - ANTHRACNOSE FUNGUS (Colletotrichum - MAC0468 
PROTEIN SPAC664.12C [IMPORTED] - FISSION YEAST - MAS2409 

Figura 14: “Cluster” 52, destacado em vermelho na figura 11. Dos 24 genes apresentados, 14 não têm função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com H2O2. 
 

 Nas figuras 15, 16 e 17 podem ser vistos os genes com modulações negativas em 

resposta à H2O2. No grupo 13 (Figura 15) novamente uma grande parte dos genes 

apresentados não tem função conhecida (No hits found), 13 do total de 28. Daqueles com 

função conhecida poder ser destacados os das enzimas biotina sintase (MAS1290), glutamato 

desidrogenase (MAS1325) superóxido dismutase de ferro (Fe-SOD) (MAS1151), 4-

hidroxifenil piruvato desidrogenase (4HPPD) (MAC0550), homogentisato deoxigenase 

(MAC0559).  Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (MAC0263), NAD+ glutamato 

desidrogenase e piruvato decarboxilase (MAS0325) também se encontram agrupados neste 

“cluster”.  
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GLYCINE-RICH PROTEIN [Coccidioides immitis] - MAC0994 
BIOTIN SYNTHASE - MAS1290 
BRANCHED CHAIN ALPHA-KETO ACID DEHYDROGENASE E2 SUBUNIT - MAS0435 
CELL DIVISION CONTROL PROTEIN 2 (CYCLIN-DEPENDENT PROTEIN KINASE) - MAS0873 
NAD+ SPECIFIC GLUTAMATE DEHYDROGENASE; NAD-GDH [Neurospora] - MAC1325 
NO HITS FOUND - MAS1021 
NO HITS FOUND - MAS1371 
NO HITS FOUND - MAS1571 
NO HITS FOUND - MAS2179 
NO HITS FOUND - MAS2522 
PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE [Coccidioides immitis] - MAC1303 
PYRUVATE DECARBOXYLASE [Aspergillus oryzae] - MAS0325 
NO HITS FOUND - MAC1383 
NO HITS FOUND - MAS0729 
NO HITS FOUND - MAS2397 
PHOSPHATE TRANSPORT PROTEIN MIR1 [Neurospora - MAC0986 
SUPEROXIDE DISMUTASE - MAS1151 
4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE - MAC0550 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE - MAC0263 
NO HITS FOUND - MAS0379 
NO HITS FOUND - MAS1349 
NO HITS FOUND - MAS2151 
RIBOSOME-ASSOCIATED PROTEIN (RAP-1) - MAS2794 
HOMOGENTISATE DIOXYGENASE [Emericella nidulans] - MAC0559 
NO HITS FOUND - MAS0367 
NO HITS FOUND - MAS2154 
PYRUVATE KINASE (PK) - MAC0313 
CYTOCHROME C1 PRECURSOR [Neurospora crassa] - MAC0565 

Figura 15: “Cluster” 13, destacado em vermelho na figura 11, que apresenta 13 genes sem função conhecida (No 
hits found) (de um total de 28). Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos com H2O2. 
 

No “cluster” 34 (Figura 16) o número de genes sem função conhecida é baixo (5 do 

total de 20) e nele podem ser destacados genes das enzimas antioxidantes tiol específicas 

(MAS1412 e MAC1226), um componente da ubiquinol citocromo C redutase (MAC1417), 

ferrodixina mitocondrial (subunidade ferro-enxofre) (MAS0238), subunidade Fe-S da 

citocromo C redutase (MAC1331), subunidade 4 da FoF1ATP sintase (MAC1130) e malato 

desidrogenase mitocondrial (MAC1414); também podem ser vistos os genes de 4HPPD 

(MAS0502 e MAC1409) com a expressão semelhante ao visto na figura 15. Na figura 17 

(“cluster” 37) os genes de duas enzimas merecem destaque, são citocromo C oxidase 

(MAC1199) e peroxirredoxina V (MAC1221). 
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THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT [Ajellomyces capsulatus] - MAC1412 
UBIQUINOL-CYTOCHROME C REDUCTASE COMPONENT - FISSION YEAST - MAC1417 
ELONGATION FACTOR 1-GAMMA (EF-1-GAMMA) (EEF-1B GAMMA) - MAC0848 
FERREDOXIN-LIKE IRON-SULFUR SUBUNIT OF MITOCHONDRIAL - MAS0238 
NO HITS FOUND - MAS1608 
NO HITS FOUND - MAS2160 
PUTATIVE THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT PROTEIN TSA1 - MAC1226 
SUAPRGA1 [Emericella nidulans] - MAC1369 
NO HITS FOUND - MAS1162 
MALATE SYNTHASE, GLYOXYSOMAL - MAC1234 
CYTOCHROME C1, HEME PROTEIN PRECURSOR - MAS1253 
NO HITS FOUND - MAS2015 
4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE - MAC1409 
CYTOCHROME C REDUCTASE IRON-SULFUR SUBUNIT [Neurospora - MAC1331 
NO HITS FOUND - MAS2303 
PROTEIN [Rhodobacter sphaeroides] - MAC1005 
4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE - MAS0502 
F1FO-ATP SYNTHASE SUBUNIT 4 [Kluyveromyces lactis] - MAC1130 
MITOCHONDRIAL MALATE DEHYDROGENASE; MDH1P - MAC1414 
OUTER MITOCHONDRIAL MEMBRANE PROTEIN PORIN - MAC0903 

Figura 16: “Cluster” 34, destacado em vermelho na figura 11, que apresenta 5 genes sem função conhecida (No 
hits found), e outros 15 já descritos. Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos com H2O2. 
 

 
 
 
 
 
 
 
NO HITS FOUND - MAS0797 
19S PROTEASOME REGULATORY SUBUNIT [Schizosaccharomyces - MAS0161 
ARP COMPLEX SUBUNIT; ARC19P [Saccharomyces cerevisiae] - MAC0201 
AUXIN-REGULATED PROTEIN - MAS2057 
CYTOCHROME C OXIDASE POLYPEPTIDE - MAC1199 
KILLER TOXIN RESISTANT - MAS1675 
PEROXIREDOXIN V PROTEIN [Branchiostoma belcheri - MAC1221 
RIBOSOMAL PROTEIN L32 - MAS0570 
RIBOSOMAL PROTEIN L32 - MAS2795 
NO HITS FOUND - MAS2327 

Figura 17: “Cluster” 37, destacado em vermelho na figura 11. Aqui aparecem 2 genes sem função conhecida 
(No hits found). Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos com H2O2. 
 

4.1.4 COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS DE HIBRIDAÇÃO POR qPCR 

 Para confirmação dos resultados de hibridação em microarranjos de DNA pela técnica 

de PCR quantitativo em tempo real (qPCR), 8 genes que pudessem ter sua atividade 

relacionada ao estresse oxidativo foram selecionados (as seqüências dos “primers” utilizados 

para amplificação de cada gene podem ser vistas no Anexo I). Os dados obtidos foram 
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plotados em gráficos que podem ser vistos na figura 18. No eixo X estão colocadas as 

diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio utilizadas nos experimentos e no eixo Y o 

logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada (t) e sua expressão 

na cultura controle (c). As barras de erro representam o desvio padrão de cada experimento 

calculado para três réplicas de qPCR e quatro de hibridação em microarranjos de DNA. 
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Figura 18: Comparação dos dados obtidos nas hibridações em microarranjos de DNA por qPCR. São mostrados 
8 genes (ubiquinol citocromo C redutase – MAC1417, proteína de “heat shock” HSP 16 – MAC0098, 
antioxidante tiol específico – MA1226, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase – MAC026, 4HPPD – MAC0550, 
transportador de cobre de alta afinidade – MAC0197, ferrodoxina mitocondrial – MAS0238, proteína Y20 de 
Paracoccidioides brasiliensis – MAC1168) com modulação estatisticamente significativa na expressão. No eixo 
X estão colocadas as diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio utilizadas nos experimentos e no eixo 
Y o logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada (t) e sua expressão na cultura 
controle (c). As linhas pretas referem-se aos dados de qPCR, enquanto as vermelhas aos dados de hibridação em 
microarranjos de DNA. As barras de erro representam o desvio padrão de cada experimento calculado para três 
réplicas de qPCR e quatro de hibridação em microarranjos de DNA.  
 

 Os dados obtidos na confirmação foram então plotados em um gráfico para demonstrar 

correlação entre as técnicas (Figura 19). No eixo X foram colocados os dados de logaritmo na 

base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com peróxido de hidrogênio e sua 

expressão na cultura controle obtida nos experimentos de qPCR. No eixo Y foram colocados 

dados de logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com 

peróxido de hidrogênio e sua expressão na cultura controle obtida nos experimentos de 

hibridação em microarranjos de DNA. A linha de tendência é traçada de acordo com os 

valores plotados como uma reta média entre os dados. 
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Figura 19: Correlação entre os dados obtidos nas hibridações em microarranjos de DNA e qPCR. No eixo X 
foram colocados os dados de logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com 
peróxido de hidrogênio e sua expressão na cultura controle obtida nos experimentos de qPCR. No eixo Y foram 
colocados dados de logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com peróxido de 
hidrogênio e sua expressão na cultura controle obtida nos experimentos de hibridação em microarranjos de 
DNA.  A linha de tendência é traçada de acordo com os valores plotados como uma reta média entre os dados. 

 

 O coeficiente de Correlação de Pearson calculado para os dados foi de 0,6999. No 

entanto, se o gráfico for observado qualitativamente (relacionando apenas o aumento ou 

diminuição da expressão dos genes nas duas técnicas), é possível ver que 87,5 % dos dados 

são coincidentes. 

 

4.2 RESPOSTA DE Paracoccidioides brasiliensis AO TRATAMENTO 

COM PARAQUAT® 

4.2.1 CRESCIMENTO DO FUNGO NA PRESENÇA DE PARAQUAT® 

 Da mesma forma como no experimento com o agente oxidante H2O2, culturas de 

leveduras de Paracoccidioides brasiliensis foram acompanhadas em relação ao seu 

crescimento na presença de Paraquat® (Figura 20). Paraquat® é um reconhecido gerador de 

radicais superóxido. Para isto observou-se o crescimento (medida de turbidez a 600 nm) na 

ausência (controle) e presença deste agente, que foi adicionado no tempo 0 (zero) nas 
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concentrações de 0,5 mM, 5 mM, 10 mM e 20 mM. Os dados mostrados referem-se à média 

das triplicatas da cultura não tratada e tratada com cada concentração do agente oxidante. 

 

 
Figura 20: Curvas de crescimento do Paracoccidioides brasiliensis em culturas contendo apenas o meio de 
crescimento (controle) e acrescidas de Paraquat® nas concentrações de 0,5 mM, 5 mM, 10 mM e 20 mM.  
 

 Na figura 20, pode-se observar que a exposição a 0,5 mM de Paraquat® levou a um 

atraso no crescimento do fungo que atingiu sua fase estacionária de crescimento em uma 

D.O.600 menor que a da cultura controle. Quando expostas a 5 mM do mesmo agente, as 

leveduras apresentaram um retardo maior no crescimento em relação à cultura controle, 

atingindo a fase estacionária com um terço da D.O.600. atingida pela cultura controle. No 

entanto as concentrações de 10 mM e 20 mM mostraram inibição total do crescimento do 

fungo e por este motivo, estas duas últimas não foram utilizadas nos experimentos de 

hibridação em microarranjos de DNA. 
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4.2.2 HIBRIDAÇÃO EM MICROARRANJOS DE DNA 

A partir dos dados obtidos, leveduras de P. brasiliensis foram cultivadas em meio 

YPD líquido até atingir uma D.O.600 de aproximadamente 2,0, sendo esta cultura, então, 

dividida em 3 partes iguais. A primeira parte não foi exposta ao agente oxidante, servindo 

como controle, enquanto as outras duas foram expostas às concentrações de 0,5 mM e 5 mM, 

respectivamente, por um período de 5 horas (conforme item 3.4 Exposição ao Paraquat®). Ao 

final do tempo determinado, as células foram separadas do meio de cultura por filtração a 

vácuo e o RNA total das células foi extraído (conforme item 3.5). 

 Para cada amostra de RNA de cultura exposta a Paraquat® foram feitas duas 

marcações com inversão dos fluoróforos, com posterior hibridação nos “chips”, conforme 

descrito nos itens 3.6 e 3.7 do Método. Estes resultados foram analisados, e os genes com 

variação na expressão estatisticamente significativa foram separados dos com variação 

estatisticamente não significativa.  

 O perfil de expressão dos genes com modulação estatisticamente significativa é 

mostrado na figura 21 onde cada linha representa a variação média na expressão de um gene. 

Como já mostrado anteriormente, na figura 09, os genes com expressão diminuída em relação 

ao controle aparecerão representados em verde, enquanto os com expressão aumentada 

aparecerão em vermelho, aumentando de intensidade proporcionalmente a variação de 

expressão do gene. A análise mostrou que 2070 genes responderam de forma estatisticamente 

significativa ao agente oxidante, mostrando um perfil homogêneo de distribuição dos genes 

entre superexpressos e subregulados (Figura 21). 
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Figura 21: Representação de 2070 genes, com variação na expressão estatisticamente significativa, identificados 
durante exposição a duas concentrações de Paraquat® (0,5 mM e 5 mM).  No eixo y a escala mostra o logaritmo 
na base 2 da razão da expressão dos genes na cultura tratada e controle; no eixo x, são mostradas as diferentes 
concentrações de Paraquat®. Os dados inseridos são as médias estatísticas das réplicas de cada experimento após 
analise ANOVA (p=0,01). Cada linha representa a variação média na expressão de um gene presente no chip. 

 

Conforme descrito anteriormente para os experimentos com H2O2, a determinação do 

número ideal de “clusters”, que permitiria a visualização dos diferentes padrões básicos de 

expressão gênica em resposta a Paraquat® contidos na figura 21, foi realizada com o auxílio 

do algoritmo conhecido como “figura de mérito” (FOM – “Figure Of Merit”). Os resultados 

deste algoritmo foram colocados em um gráfico com a média da variação de expressão entre 

os genes no eixo y (valor de FOM) e o número de “clusters” no eixo x (Figura 22). De acordo 

com os critérios previamente estabelecidos (item 3.8), o número de grupos escolhido foi 70. A 

intersecção entre o valor de FOM e 70 grupos é mostrada por duas linhas em rosa na figura 

22. 
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Figura 22: Gráfico gerado pelo algoritmo FOM para os genes estatisticamente significativos expressos durante a 
exposição à Paraquat®. O valor no plotado no eixo y é a média entre as variações de expressão dos genes locados 
em cada “cluster”. No eixo x, temos o número de “clusters” de 1 a 100 (número máximo informado pelo 
operador). Na coluna, à direita, é apresentada uma lista com os números de “clusters” em ordem crescente, e o 
valor médio obtido da variação de expressão entre os genes de cada um. Em destaque, na coluna, o número de 
“clusters” selecionado pelo operador e o seu valor de FOM, mostrado no gráfico pelo cruzamento das linhas em 
rosa. 

 

4.2.3 AGRUPAMENTO DOS GENES PELO PERFIL DE EXPRESSÃO 

 Os dados dos genes com variação estatisticamente significativa na expressão foram 

agrupados de acordo com o seu perfil de resposta às diferentes concentrações do agente 

oxidante utilizando um algoritmo de “K-means”, para gerar os “clusters” ou grupos com 

padrões de resposta semelhantes entre seus integrantes. Os 70 grupos de genes modulados em 

resposta à Paraquat® são mostrados na figura 23. No eixo x, são mostradas as diferentes 

concentrações de Paraquat® (0, 0,5 e 5 mM). Na parte inferior direita do gráfico aparece o 

número daquele grupo enquanto o número de genes que constitui cada grupo é destacado em 

azul na parte superior. 
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               64        65             66                 67           68                 69                70 

Figura 23: Agrupamentos de 2070 genes com variação estatisticamente significativa, totalizando 70 “clusters”. 
Cada “cluster” é formado por genes com variações semelhantes na expressão, em exposição a diferentes 
concentrações de Paraquat®. A disposição dos experimentos foi feita da seguinte forma: no eixo y a escala 
mostra a variação para cada “cluster” do logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na cultura tratada e 
controle; no ponto inicial do eixo x, temos os dados de Paraquat® 0 mM, seguidos pelos de 0,5 mM e 5 mM. 
Destacados por quadros vermelhos, 8 “clusters” que serão analisados individualmente. A numeração na parte 
inferior direita indica a ordem de cada “cluster”.  
 

 Os grupos destacados por quadros vermelhos na figura 23 foram selecionados para 

uma análise individual (Figuras 24 a 31), da mesma forma como descrito no item 4.1.3. A 

coluna “0 mM Paraquat” representa a igualdade da expressão dos genes na cultura tratada e 

controle e, portanto o resultado do logaritmo da razão entre eles é zero (0.0) apresentado na 

cor preta.  

 Nos grupos formados por estas figuras pode-se observar que o padrão de resposta ao 

Paraquat®, em alguns casos, é oposto em relação às duas concentrações utilizadas, o que 

mostra mecanismos de resposta diferentes ao mesmo agente, com ativação ou inativação de 

genes de forma dependente da quantidade de EROs imposta ao fungo. Inicialmente são 

mostrados os grupos 2 (Figura 24) e 62 (Figura 25) que apresentam aumento de expressão em 

resposta às duas concentrações de Paraquat®. 
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CYCLOPHILIN-LIKE PEPTIDYL PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE - MAC0464 
HYPOTHETICAL PROTEIN B14D6.440 [IMPORTED] - Neurospora crassa - MAC0485 
MALATE DEHYDROGENASE - MAS0724 
NO HITS FOUND - MAC0824 
ACETOLACTATE SYNTHASE ILV2 [Filobasidiella neoformans] - MAC0084 
CYTENINE DIOXYGENASE [Caenorhabditis elegans] - MAC0317 
NO HITS FOUND - MAC0096 
PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE [Emericella nidulans] - MAC0140 
PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE [Emericella nidulans] - MAC0423 
NO HITS FOUND - MAC0453 

Figura 24: “Cluster” 2, destacado em vermelho na figura 23. É possível observar 3 genes sem função conhecida 
(No hits found) entre outros 7 com descritores. Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com 
Paraquat®. 
 

 Na figura 24 (“cluster” 2) o padrão de resposta ao agente é a superexpressão; 3 genes 

(de um total de 10) aparecem sem função conhecida, enquanto destacam-se os genes de 

malato desidrogenase (MAS0724), cisteina dioxigenase (MAC0317) e fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase (MAC0140 e MAC0423). O aumento na expressão deste grupo é maior em 

resposta à concentração de Paraquat® de 0,5 mM, quando comparado ao tratamento por 5 

mM, mostrando que estes genes fazem parte da resposta inicial do fungo ao estresse oxidativo 

que, no entanto, quando taxas maiores de EROs são impostas ao P. brasiliensis talvez outros 

genes se tornem mais ativos na detoxificação. 

 Um gene de quitina sintase (MAS1662) pode ser visto com sua expressão aumentada à 

Paraquat®, na figura 25 (“cluster” 62). Além deste, aparecem neste grupo os genes das 

enzimas glucosamina-frutose 6-fosfato aminotransferase (MAC1186) e fenilacetato 2-

hidroxilase (MAC0204). Todos com sua expressão aumentada em resposta às duas 

concentrações de Paraquat®. 
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NO HITS FOUND - MAS0190 
NO HITS FOUND - MAS0367 
NO HITS FOUND - MAS0804 
NO HITS FOUND - MAS1534 
NO HITS FOUND - MAS2834 
NO HITS FOUND - MAS2881 
PROTEIN [Neurospora crassa] - MAS1135 
SEPTIN-1 [Coccidioides immitis] - MAC0342 
STEAROYL-COA DESATURASE; DELTA-9 FATTY ACID DESATURASE - MAC0103 
GLUCOSAMINE--FRUCTOSE-6-PHOSPHATE AMINOTRANSFERASE - MAC1186 
NO HITS FOUND - MAS1452 
NO HITS FOUND - MAS1752 
PHENYLACETATE 2-HYDROXYLASE [Emericella nidulans] - MAC0204 
VIP1 PROTEIN - FISSION YEAST [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0431 
CHITIN SYNTHASE [Aspergillus oryzae] - MAS1662 
CYANATE LYASE [NOSTOC SP. PCC 7120] - MAC0265 
NCU06483.1 HYPOTHETICAL PROTEIN (23428 - 21192) - MAC0789 
NO HITS FOUND - MAC1274 
NO HITS FOUND - MAS2664 
THREONINE DEHYDROGENASE [Escherichia coli] - MAC0721 
ACYL-COA DEHYDROGENASE - MAS0963 
NO HITS FOUND - MAS1248 
NO HITS FOUND - MAS1630 
CONSERVED HYPOTHETICAL PROTEIN [Ralstonia solanacearum] - MAC0401 
NO HITS FOUND - MAC0364 

Figura 25: “Cluster” 62, destacado em vermelho na figura 23 que apresenta 13 genes sem função conhecida (No 
hits found) de um total de 25 que têm suas expressões aumentadas nos tratamentos com Paraquat®. 
 

 A figura 26 mostra o “cluster” 35 com um padrão de expressão que apresenta aumento 

em resposta a menor concentração de Paraquat®, retornando aos níveis basais ou apresentando 

leve superexpressão ou subregulação em resposta a 5 mM. Este grupo é composto em sua 

maioria por genes sem função conhecida (17 de um total de 20). Dos 3 genes com função 

descrita, destaca-se o de uma enzima de reparo de DNA, ativada provavelmente para trocar 

nucleotídeos oxidados, num processo de reparo de bases mal pareadas (mismatched base 

repair and cruciform DNA - MAS0944) 
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NO HITS FOUND - MAS2738 
GEL1 PROTEIN [Aspergillus fumigatus] - MAS0386 
MISMATCHED BASE PAIR AND CRUCIFORM DNA - MAS0944 
NO HITS FOUND - MAC0405 
NO HITS FOUND - MAC0671 
NO HITS FOUND - MAC1089 
NO HITS FOUND - MAC1373 
NO HITS FOUND - MAS1170 
NO HITS FOUND - MAS1269 
NO HITS FOUND - MAS1277 
NO HITS FOUND - MAS1421 
NO HITS FOUND - MAS1545 
NO HITS FOUND - MAS1593 
NO HITS FOUND - MAS1670 
NO HITS FOUND - MAS1794 
NO HITS FOUND - MAS1815 
NO HITS FOUND - MAS2003 
NO HITS FOUND - MAS2566 
PROTEIN YKL215C - YEAST [Saccharomyces cerevisiae] - MAS0052 
NO HITS FOUND - MAS1745 

Figura 26: “Cluster” 35, destacado em vermelho na figura 23. É possivel ver um gene de reparo de DNA 
(MAS0944) e muitos genes sem função conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos 
tratamentos com Paraquat® 0,5 mM e voltam ao nível normal, levemente subreguladas ou superexpressas nos 
tratamentos com 5 mM. 
 

 Na figura 27 (“cluster” 21) a modulação dos genes em resposta a 0,5 mM de Paraquat® 

é praticamente nula, enquanto em resposta a 5 mM existe um aumento significativo na 

expressão destes, indicando que a ativação do grupo apresentado se da apenas em altas 

concentrações de radicais livres. Neste grupo é possível destacar o gene da enzima frutose 1,6 

bifosfato aldolase (descrita apenas como aldolase na figura) (MAC0101), homocitrato sintase 

mitocondrial (MAS1068), de um precursor do citocromo C1 (MAC0565), um transportador 

de fosfato inorgânico (MAS0987) e citocromo C oxidase (MAC1199). Nesta figura aparecem 

outros dois gene de quitina sintase de Paracoccidioides brasiliensis (MAS 1341 – quitina 

sintase III e MAS0455), com padrão semelhante ao mostrado no “cluster” 62 (Figura 25).  
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NO HITS FOUND - MAC0330 
NO HITS FOUND - MAS0118 
NO HITS FOUND - MAS0817 
CHITIN SYNTHASE III [Paracoccidioides brasiliensis] - MAS1341 
PROTEIN [Aspergillus fumigatus] - MAS1486 
ACETYL-COA ACETYLTRANSFERASE - FISSION YEAST  [Schizosaccharomyces] - MAC1027 
CELL DIFFERENTIATION PROTEIN RCD1P [Schizosaccharomyces] - MAC1150 
CS-LHX3 [Ciona savignyi] - MAS2082 
GPR/FUN34 FAMILY PROTEIN [Schizosaccharomyces] - MAS2134 
MITOCHONDRIAL PROCESSING PEPTIDASE - MAS2537 
NO HITS FOUND - MAC0915 
NO HITS FOUND - MAC1320 
NO HITS FOUND - MAS0041 
PEPTIDYL-PROLYL CIS/TRANS ISOMERASE - MAS2438 
PROTEIN [Neurospora crassa] - MAC0953 
UTR2 PROTEIN - YEAST [Saccharomyces cerevisiae] - MAS0355 
A NIDULANS EST V4C02A1.R1 - MAC0450 
NCU06341.1 HYPOTHETICAL PROTEIN (31287 - 33053) - MAC0980 
NO HITS FOUND - MAC0608 
NO HITS FOUND - MAS0372 
NO HITS FOUND - MAS1184 
NO HITS FOUND - MAS2529 
TRANSLATION RELEASE FACTOR ERF3 [Podospora anserina] - MAS0735 
ALDOLASE; FBA1P [Saccharomyces cerevisiae] - MAC0101 
HOMOCITRATE SYNTHASE, MITOCHONDRIAL - MAS1068 
STEAROYL-COA DESATURASE; DELTA-9 FATTY ACID DESATURASE - MAC1138 
C5,6 DESATURASE [Candida albicans] - MAC0474 
PROTEIN [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0681 
ASPARTYL PROTEINASE [Coccidioides immitis] - MAC0713 
CYTOCHROME C1 PRECURSOR [Neurospora crassa] - MAC0565 
INORGANIC PHOSPHATE TRANSPORTER PHO88 - MAS0987 
INVOLVED IN CHS3P EXPORT FROM THE ER - MAS2007 
NCU03297.1 HYPOTHETICAL PROTEIN (66650 - 65518) - MAC1141 
ADP-RIBOSYLATION FACTOR [Ajellomyces capsulatus] - MAC1149 
NO HITS FOUND - MAC0862 
PUTATIVE DISULFIDE ISOMERASE TIGA PRECURSOR - MAS1048 
CHITIN SYNTHASE [Paracoccidioides brasiliensis] - MAS0455 
CYTOCHROME C OXIDASE POLYPEPTIDE - MAC1199 
NO HITS FOUND - MAC0281 
NO HITS FOUND - MAS1679 
NO HITS FOUND - MAC0177 
HYPOTHETICAL PROTEIN SPAC17A3.01C - FISSION YEAST - MAC0325 
TRANSPORTER-LIKE PROTEIN - MAS0874 
PUTATIVE EDOPLASMIC RETICULUM ASSOCIATED PROTEIN - MAC0494 

Figura 27: “Cluster” 21, destacado em vermelho na figura 23, que apresenta 15 genes sem função conhecida (No 
hits found) de um total de 44. Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com Paraquat® 5 mM. 
 

 Na figura 28 (“cluster” 43) observa-se um padrão semelhante ao anterior com fraca 

modulação em resposta a 0,5 mM de Paraquat® e aumento significativo da expressão a 5 mM. 

Genes importantes podem ser vistos neste grupo, como da superóxido dismutase de cobre e 
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zinco (MAC0567), peroxirredoxina V (MAC1221), um componente da ubiquinol citocromo 

C redutase (MAC1417), aconitase (MAS0459), novamente os genes de 4HPPD (MAC0550) e 

biotina sintase (MAS1290). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
PEROXIREDOXIN V PROTEIN [Branchiostoma belcheri] - MAC1221 
UBIQUINOL-CYTOCHROME C REDUCTASE COMPONENT - FISSION YEAST - MAC1417 
ACONITASE [Aspergillus terreus] - MAS0459 
CHAIN B, X-RAY STRUCTURE OF THE C-TERMINAL ULP1 PROTEASE DOMAIN - MAS2846 
CROSS-PATHWAY CONTROL PROTEIN A - MAC0476 
CU, ZN SUPEROXIDE DISMUTASE [Aspergillus fumigatus] - MAC0567 
HISTONE H2B [Neurospora crassa] - MAC1180 
HYPOTHETICAL PROTEIN [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0176 
MRNA SPLICING FACTOR SRP1 [IMPORTED] - FISSION YEAST - MAC0951 
NO HITS FOUND - MAC1326 
NO HITS FOUND - MAS0140 
NO HITS FOUND - MAS1568 
NO HITS FOUND - MAS2151 
4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE - MAC0550 
CLATHRIN HEAVY CHAIN [Schizosaccharomyces pombe] - MAS0985 
NO HITS FOUND - MAC0977 
BIOTIN SYNTHASE - MAS1290 
LARGE SUBUNIT RIBOSOMAL PROTEIN L3 [Aspergillus] - MAC0490 

Figura 28: “Cluster” 43, destacado em vermelho na figura 23. É possível visualizar 5 genes sem função 
conhecida (No hits found) entre os 18 que formam o grupo. Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos 
com Paraquat® 5 mM. 
 

 No “cluster”13 (Figura 29) a resposta ao agente oxidante é oposta em relação às duas 

concentrações utilizadas (subregulação em resposta a 0,5 mM e superexpressão em resposta a 

5 mM de Paraquat®). Além de alguns genes de proteínas ribossomais, podem ser vistos dois 

genes de proteínas mitocondriais de “heat shock” (MAC0138 e MAC1173), um da proteína 

de “heat shock” de 70 kDa (MAC0483) e o gene da subunidade V da enzima citocromo C 

oxidase (MAS1948). 
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HEAT SHOCK PROTEIN 10 KD, MITOCHONDRIAL - MAC0138 
ADENYLATE KINASE (ATP-AMP TRANSPHOSPHORYLASE) - MAC0841 
BRANCHED-CHAIN ALPHA KETO-ACID DEHYDROGENASE E1 - MAC1260 
EMENI TUBULIN BETA-1 CHAIN - MAC0417 
EUKARYOTIC INITIATION FACTOR 4A - MAS1984 
EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 5 - MAC0070 
HEAT SHOCK PROTEIN 70 [Emericella nidulans] - MAC0483 
NO HITS FOUND - MAC0876 
NO HITS FOUND - MAS1374 
NO HITS FOUND - MAS1502 
PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE [Neurospora crassa] - MAC0180 
RIBOSOMAL PROTEIN S14.E – [Neurospora crassa] - MAC0118 
SMALL G-PROTEIN GSP1P [Candida albicans] - MAC0126 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S11. [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0501 
BRANCHED CHAIN ALPHA-KETO ACID DEHYDROGENASE E2 SUBUNIT - MAS1216 
MITOCHONDRIAL HEAT SHOCK PROTEIN [Schizosaccharomyces] - MAC1137 
NASCENT POLYPEPTIDE-ASSOCIATED COMPLEX ALPHA POLYPEPTIDE - MAC0558 
NO HITS FOUND - MAS1651 
RIBOSOMAL PROTEIN RPS8BP [Neurospora crassa] - MAC0912 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S7 - MAC1040 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L44 - MAC1227 
ADENYLATE KINASE [Neurospora crassa] - MAS0454 
CYTOCHROME C OXIDASE SUBUNIT V [Aspergillus niger] - MAS1948 
14-3-3-LIKE PROTEIN [Hypocrea jecorina] - MAC1220 
NO HITS FOUND - MAC0012 

Figura 29: “Cluster” 13, destacado em vermelho na figura 23, que apresenta 5 genes sem função conhecida (No 
hits found) e vários genes de proteínas ribossomais. Suas expressões estão diminuídas nos testes com Paraquat® 
0,5 mM e aumentadas nos tratamentos com 5 mM. 
 

 Na figura 30 (“cluster” 42) aparece novamente um padrão de resposta semelhante ao 

visto no grupo anterior (Figura 29) (subregulação em resposta a 0,5 mM e superexpressão em 

resposta a 5 mM de Paraquat®). Neste grupo também aparecem vários genes de proteínas 

ribossomais (8 genes), mostrando coerência na resposta de um grande grupo destas proteínas. 

Além destes é possível destacar o gene da enzima 6-fosfogluconato desidrogenase 

(MAC0706). 
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PUTATIVE RIBOSOMAL PROTEIN [Aspergillus fumigatus] - MAC0178 
RIBOSOMAL PROTEIN L14.E.A, CYTOSOLIC - YEAST [Saccharomyces] - MAC1254 
RIBOSOMAL PROTEIN L16A [Emericella nidulans] - MAC0168 
UBIQUITIN FAMILY PROTEIN [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0422 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S15 - MAS0124 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L10A - FISSION YEAST  [Schizosaccharomyces] - MAC0720 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L18 [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0718 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L24; SIMILAR TO S. cerevisiae - MAC0556 
60S RIBOSOMAL PROTEIN P0 [Neurospora crassa] - MAC0133 
HYPOTHETICAL PROTEIN SPAC4C5.01 - FISSION YEAST - MAC0100 
KETOL-ACID REDUCTOISOMERASE (ILV-2) [Neurospora crassa] - MAC0887 
NO HITS FOUND - MAC0885 
NO HITS FOUND - MAC1091 
NO HITS FOUND - MAS1600 
6-PHOSPHOGLUCONATE DEHYDROGENASE [Aspergillus oryzae] - MAC0706 
ADP/ATP CARRIER PROTEIN [Neurospora crassa] - MAC0500 
RIBOSOMAL PROTEIN YL9 [Saccharomyces cerevisiae] - MAC1187 

Figura 30: “Cluster” 42, destacado em vermelho na figura 23 que apresenta um padrão de expressão semelhante 
ao da figura 29, com diminuição na resposta a 0,5 mM e aumento a 5 mM de Paraquat®. É possível observar 3 
genes sem função conhecida (No hits found), e vários genes de proteínas ribossomais. 
  

 No “cluster” 60 (Figura 31) podem ser vistos 2 genes da glicoproteína gp43, maior 

componente antigênico do P. brasiliensis. Suas expressões estão extremamente diminuídas 

em resposta à concentração de 0,5 mM de Paraquat®.  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
TRUNCATED IMMUNODOMI0T ANTIGEN GP43 [Paracoccidioides] - MAC0137 
IMMUNODOMI0T ANTIGEN GP43 [Paracoccidioides brasiliensis] - MAC0957 

Figura 31: “Cluster” 60, destacado em vermelho na figura 23. É possivel observar dois genes da glicoproteína 
gp43 com expressões bastante diminuídas no tratamento com Paraquat® 0,5 mM e aumentadas a 5 mM. 

 

4.2.4 CONFIRMAÇÃO DOS RESULTADOS DE HIBRIDAÇÃO POR qPCR 

 Foram selecionados 12 genes com modulação estatisticamente significativa na 

expressão e que pudessem ter sua atividade relacionada ao estresse oxidativo para validação 

dos resultados de hibridação em microarranjos de DNA pela técnica de qPCR (as seqüências 
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dos “primers” utilizados para amplificação de cada gene podem ser vistas no Anexo I). Os 

dados obtidos foram plotados em gráficos que podem ser vistos no quadro abaixo (Figura 32). 

No eixo X estão colocadas as diferentes concentrações de Paraquat® utilizadas nos 

experimentos e no eixo Y o logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura 

tratada (t) e sua expressão na cultura controle (c). As linhas pretas referem-se aos dados de 

qPCR, enquanto as vermelhas aos dados de hibridação em microarranjos de DNA. As barras 

de erro representam o desvio padrão de cada experimento calculado para três réplicas de 

qPCR e quatro de hibridação em microarranjos de DNA. 
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Figura 32: Comparação dos dados obtidos nas hibridações em microarranjos de DNA por qPCR. São mostrados 
12 genes (biotina sintase – MAS1290, superóxido dismutase de Cu/Zn – MAC0567, 4HPPD – MAC0550, 
ubiquinol citocromo C redutase – MAC1417, carnitina aciltransferase – MAC0495, fenilacetato 2 hidroxilase – 
MAC1183, cisteina dioxigenase – MAC0317, proteína de “heat shock” HSP 16 – MAC0098, gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase – MAC0263, peroxirredoxina V – MAC1221, antioxidante tiol específico – MA1226 e 
glutationa peroxidase – MAC0436) com modulação estatisticamente significativa na expressão. No eixo X estão 
colocadas as diferentes concentrações de Paraquat® utilizadas nos experimentos e no eixo Y, o logaritmo na base 
2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada (t) e sua expressão na cultura controle (c). As linhas 
pretas referem-se aos dados de qPCR, enquanto as vermelhas aos dados de hibridação em microarranjos de 
DNA. As barras de erro representam o desvio padrão de cada experimento calculado para três réplicas de qPCR 
e quatro de hibridação em microarranjos de DNA.  
 
 Os dados obtidos nestes experimentos também foram colocados em um gráfico para 

estabelecer correlação (Figura 33) entre as técnicas. No eixo X foram colocados os dados de 

logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com Paraquat® e sua 
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expressão na cultura controle obtida nos experimentos de qPCR. Enquanto no eixo Y foram 

colocados dados de logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada 

com Paraquat® e sua expressão na cultura controle obtida nos experimentos de hibridação em 

microarranjos de DNA. A linha de tendência é traçada de acordo com os valores plotados 

como uma reta média entre os dados. 

 

 
Figura 33: Correlação entre os dados obtidos nas hibridações em microarranjos de DNA e qPCR. No eixo X 
foram colocados os dados de logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com 
Paraquat® e sua expressão na cultura controle obtida nos experimentos de qPCR. No eixo Y foram colocados 
dados de logaritmo na base 2 da razão entre a expressão do gene na cultura tratada com Paraquat® e sua 
expressão na cultura controle obtida nos experimentos de hibridação em microarranjos de DNA.  A linha de 
tendência é traçada de acordo com os valores plotados como uma reta média entre os dados. 
 
 O coeficiente de Correlação de Pearson calculado para os dados foi de 0,7501, 

mostrando um alto índice de coerência, no entanto se o gráfico for observado qualitativamente 

(relacionando apenas o aumento ou diminuição da expressão dos genes nas duas técnicas), vê-

se que 100 % dos dados são coincidentes. 
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4.3 RELAÇÕES ENTRE OS CONJUNTOS DE GENES MODULADOS 

EM RESPOSTA A CADA TRATAMENTO GERADOR DE RADICAIS 

LIVRES 

 Para visualizar as relações entre os conjuntos de genes modulados em resposta aos 

diferentes agentes oxidantes montou-se um diagrama de Venn. Neste diagrama consideramos 

nossos resultados obtidos para tratamentos com peróxido de hidrogênio, Paraquat®, assim 

como aqueles obtidos por Pimentel (2007) em resposta a GSNO, um gerador de óxido nítrico, 

conforme descrito no item 3.10 (Métodos) (Figura 34). 

 

 
Figura 34: Diagrama de Venn mostrando o número de genes com modulação estatisticamente significativa em 
resposta exclusivamente a peróxido de hidrogênio, Paraquat® e GSNO. São mostrados os genes modulados em 
resposta apenas a peróxido de hidrogênio e Paraquat®, peróxido de hidrogênio e GSNO, Paraquat® e GSNO e 
genes modulados em resposta aos três agentes. 

 

Após a inclusão no programa dos descritores dos 740 genes que são modulados de 

forma estatisticamente significativa em resposta a H2O2, 2070 em resposta a Paraquat® e 751 

em resposta a GSNO, um diagrama é montado mostrando nas intersecções a quantidade de 

genes que pertencem ao mesmo tempo aos dois ou três conjuntos de dados inseridos (Figura 

34). Assim é possível visualizar que 442 genes estão na lista dos que respondem tanto a H2O2 

quanto a Paraquat®, no entanto 314 são exclusivos aos dois agentes. Da mesma forma 

observa-se que 194 genes respondem tanto a H2O2 quanto a GSNO, no entanto apenas 66 são 

exclusivos aos dois agentes e por fim dos 442 genes que respondem tanto a Paraquat® quanto 

a GSNO, 314 são exclusivos a estes. Existem 128 genes que respondem aos três agentes 



82 

 

utilizados nos experimentos, 232 genes que respondem exclusivamente a H2O2, 1314 

exclusivamente a Paraquat® e 243 exclusivamente a GSNO. 

A partir das listas de genes em comum aos agentes geradores de radicais livres obtidas 

no programa VennMaster versão 0.37.3, foram feitas novas figuras de mérito e agrupamentos, 

da mesma forma como realizado para os experimentos individualmente. 

 

4.3.1 AGRUPAMENTO DE GENES MODULADOS EM RESPOSTA A H2O2 E 

PARAQUAT®  

 Para agrupar os 442 genes modulados a peróxido de hidrogênio e Paraquat® utilizou-se 

o algoritmo “K-means” montando 64 grupos, com mostra a figura 35. No eixo x, são 

mostradas as diferentes concentrações de H2O2 (0 mM, 1 mM e 5 mM) e Paraquat® (0 mM, 

0,5 mM e 5 mM). Os “clusters” identificados por quadros vermelhos na figura 35 podem ser 

vistos individualmente nas figuras 36 a 41.  

 
 

 

                  1              2                     3                    4                     5               6                          7                     8                 

 
             9                        10                   11                   12                  13                   14                   15                  16            

 
                 17                  18                   19                   20                  21                   22                  23                   24  
 
 

                 25                  26                   27                   28                  29                   30                   31                  32 

 
                 33                  34                   35                   36                  37                   38                   39                  40 

 
                 41                  42                   43             44                        45              46                        47                  48 

 
                 49                  50                   51                   52                  53                   54                   55                  56 

 
 

                57                   58                   59                   60                  61                  62                  63                   64 

Figura 35: Agrupamentos de 442 genes com variação estatisticamente significativa, totalizando 64 “clusters”. 
Cada “cluster” é formado por genes com variações semelhantes na expressão, em exposição a diferentes 
concentrações de H2O2 e Paraquat®. A disposição dos experimentos foi feita da seguinte forma: no eixo y a 
escala mostra a variação para cada “cluster” do logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na cultura 
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tratada e controle; no eixo x, da esquerda para direita, temos os dados de H2O2 0mM, 1mM,  5mM, Paraquat® 
0mM, 0,5mM e 5mM respectivamente. Destacados por quadros vermelhos, 6 “clusters” que serão analisados 
individualmente. A numeração na parte inferior direita indica a ordem de cada “cluster”.  
 

 Na figura 36 (“cluster” 09) observa-se 8 ESTs sem função conhecida (do total de 13). 

Destacam-se desta figura os genes da subunidade beta da ATPase (MAC0396) e de 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (MAC0263). A expressão dos genes deste grupo está 

diminuída em resposta às duas concentrações de H2O2 e à menor de Paraquat®. Em relação à 

maior concentração de Paraquat®, alguns genes deste grupo não apresentam modulação 

significativa, outros mostram uma leve subregulação ou leve superexpressão. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
BRANCHED-CHAIN AMINO ACID AMINOTRANSFERASE - MAS1016 
MICROTUBULE INTEGRITY PROTEIN MAL3 - MAS2582 
MITOCHONDRIAL ATPASE BETA-SUBUNIT [Neurospora crassa] - MAC0396 
NO HITS FOUND - MAS0341 
NO HITS FOUND - MAS0361 
NO HITS FOUND - MAS1122 
NO HITS FOUND - MAS1610 
NO HITS FOUND - MAS2160 
TRANSLATION ELONGATION FACTOR 1 GAMMA [Emericella] - MAC1163 
NO HITS FOUND - MAS2303 
NO HITS FOUND - MAS2397 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE - MAC0263 
NO HITS FOUND - MAS2015 

Figura 36: “Cluster” 09, destacado em vermelho na figura 35. É possível observar 13 genes, 8 deles sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos com H2O2 e Paraquat®. 
 
 No grupo 22 (Figura 37) os genes apresentados mostram subregulação em resposta à 

H2O2, enquanto estão superexpressos em resposta a 5 mM de Paraquat®. Quando o fungo é 

exposto a 0,5 mM deste último agente, a modulação dos genes apresentados nesta figura é 

muito pequena. Deste grupo podem ser destacados os genes de peroxirredoxina V 

(MAC1221), citocromo C oxidase (MAC1199), fumaril acetoacetato hidrolase (MAC0670) e 

um membro da subfamília da glutaredoxina (MAS2032). 
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PEROXIREDOXIN V PROTEIN [Branchiostoma belcheri] - MAC1221 
RIBOSOMAL PROTEIN L32 - MAS2795 
CYTOCHROME C OXIDASE POLYPEPTIDE - MAC1199 
NO HITS FOUND - MAC1320 
PEPTIDYL-PROLYL CIS/TRANS ISOMERASE - MAS2438 
FUMARYLACETOACETATE HYDROLASE [Emericella nidulans] - MAC0670 
MEMBER OF A GLUTAREDOXIN SUBFAMILY - MAS2032 

Figura 37: “Cluster” 22, destacado em vermelho na figura 35. É possível observar 6 genes com função já 
descrita e um sem função conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos com 
H2O2 e aumentadas em resposta à maior concentração de Paraquat®. 
 
 Na figura 38 (“cluster” 33) aparece apenas uma seqüência (de um total de 18) sem 

função definida. Dos outros 17 destacam-se os genes de piruvato descarboxilase (MAS0325), 

piruvato quinase (MAC0313), da subunidade VI de citocromo C oxidase (MAC0638), 

superóxido dismutase de ferro (MAS1151), dois genes de 4HPPD (MAC0550 e MAS0502), 

um componente da ubiquinol-citocromo C redutase (MAC1417), subunidade de ferro-enxofre 

da citocromo C redutase (MAC1331), um precursor de citocromo C1 (MAC0565) e 

homogentisato dioxigenase (MAC0559). Os genes deste grupo apresentam subregulação em 

resposta a H2O2 e à menor concentração de Paraquat®, quando tratados com 5 mM deste 

agente, a resposta é a superexpressão. 
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4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE - MAS0502 
NO HITS FOUND - MAS1608 
OUTER MITOCHONDRIAL MEMBRANE PROTEIN PORIN - MAC0903 
PHOSPHATE TRANSPORT PROTEIN MIR1 [Neurospora] - MAC0986 
PYRUVATE DECARBOXYLASE [Aspergillus oryzae] - MAS0325 
PYRUVATE KINASE (PK) - MAC0313 
SUAPRGA1 [Emericella nidulans] - MAC1369 
SUBUNIT VI OF CYTOCHROME C OXIDASE; COX6P - MAC0638 
SUPEROXIDE DISMUTASE - MAS1151 
4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE DIOXYGENASE - MAC0550 
UBIQUINOL-CYTOCHROME C REDUCTASE COMPONENT -  MAC1417 
BRANCHED CHAIN ALPHA-KETO ACID DEHYDROGENASE E2 SUBUNIT - MAS0435 
CYTOCHROME C REDUCTASE IRON-SULFUR SUBUNIT [Neurospora] - MAC1331 
CYTOCHROME C1 PRECURSOR [Neurospora crassa] - MAC0565 
GLYCINE-RICH PROTEIN [Coccidioides immitis] - MAC0994 
HOMOGENTISATE DIOXYGENASE [Emericella nidulans] - MAC0559 
HYPOTHETICAL PROTEIN SPAC4C5.01 - FISSION YEAST - MAC0100 
KETOL-ACID REDUCTOISOMERASE (ILV-2) [Neurospora crassa] - MAC0390 

Figura 38: “Cluster” 33, destacado em vermelho na figura 35. Neste grupo aparece apenas um gene sem função 
conhecida (No hits found) em um total de 18. Suas expressões estão diminuídas nas duas concentrações de H2O2 
e na menor de Paraquat® e aumentadas em resposta a 5,0 mM de Paraquat®. 
 
 No grupo 41 (Figura 39), voltam a aparecer vários ESTs sem função conhecida (5 de 

um total de 9). Neste caso, o grupo apresenta diminuição na expressão em resposta a H2O2 e 

aumento na resposta a Paraquat®. Destacam-se os genes de frutose 1,6 bifosfato aldolase, 

descrito na figura apenas como aldolase (MAC0101) e biotina sintase (MAS1290). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ALDOLASE; FBA1P [Saccharomyces cerevisiae] - MAC0101 
BIOTIN SYNTHASE - MAS1290 
NO HITS FOUND - MAC0801 
NO HITS FOUND - MAS0367 
NO HITS FOUND - MAS1371 
NO HITS FOUND - MAS2151 
NO HITS FOUND - MAS2522 
20S PROTEASOME COMPONENT (ALPHA 1) - MAS1052 
CYANATE LYASE [NOSTOC SP. PCC 7120] - MAC0265 

Figura 39: “Cluster” 41, destacado em vermelho na figura 35. É possível observar 9 genes, sendo 5 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas na resposta a H2O2 e aumentadas em resposta a 
Paraquat®. 
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 Na figura 40 (“cluster” 44) observam-se 4 genes: 2 de proteínas ribossomais 

(MAC0491 e MAC1040) e 2 de proteínas antioxidantes tiol-específicas (MAC1226 e 

MAC1412). Uma vez que estas últimas atuam diretamente na detoxificação de peróxidos 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000), acreditava-se que estariam com suas expressões 

aumentadas em resposta a H2O2, no entanto, estão subreguladas a este agente e à menor 

concentração de Paraquat®, aumentando sua expressão apenas quando tratadas com 5 mM 

deste agente gerador de superóxidos. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
PUTATIVE THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT PROTEIN TSA1 - MAC1226 
RIBOSOMAL PROTEIN [Neurospora crassa] - MAC0491 
THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT [Ajellomyces capsulatus] - MAC1412 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S7 - MAC1040 

Figura 40: “Cluster” 44, destacado em vermelho na figura 35. É possivel observar dois genes de antioxidante 
tiol específico (MAC1226 e MAC1412) e dois genes de proteína ribossomal (MAC0491 e MAC1040). Suas 
expressões estão diminuídas nas duas concentrações de H2O2 e na menor de Paraquat® e aumentadas em resposta 
a 5,0 mM de Paraquat®. 
 

 De forma semelhante ao anterior, o grupo 46 (Figura 41) apresenta subregulação em 

resposta a H2O2 e Paraquat® 0,5 mM e superexpressão à maior concentração utilizada deste 

agente. Nesta figura podem ser vistas 5 seqüências sem funções definidas, das outras 6 podem 

ser destacados os genes de NADH-ubiquinona oxidoredutase (MAC0108), uma proteína 

ribossomal (MAC0068), da subunidade V de citocromo C oxidase (MAS1948) e da 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (MAC0128). 
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NO HITS FOUND - MAS1143 
NO HITS FOUND - MAS1181 
NO HITS FOUND - MAS1420 
NUGM_NEUCR  NADH-UBIQUINONE OXIDOREDUCTASE - MAC0108 
SUAPRGA1 [Emericella nidulans] - MAC1162 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S6 [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0068 
CYTOCHROME C OXIDASE SUBUNIT V [Aspergillus niger] - MAS1948 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE [Paracoccidioides] MAC0128 
NCU02013.1 PREDICTED PROTEIN (100008 - 100837) - MAC0546 
NO HITS FOUND - MAC0207 
NO HITS FOUND - MAS0368 

Figura 41: “Cluster” 46, destacado em vermelho na figura 35. É possível observar 11 genes, sendo 5 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas nas duas concentrações de H2O2 e na menor de 
Paraquat® e aumentadas em resposta a 5 mM de Paraquat®. 
 

4.3.2 AGRUPAMENTO DE GENES MODULADOS EM RESPOSTA A H2O2 E GSNO 

 Para agrupar os 194 genes modulados em resposta à H2O2 e GSNO foi utilizada a 

divisão em 64 “clusters”, novamente com o algoritmo “k-means” (Figura 42). No eixo x, são 

mostradas as diferentes concentrações de H2O2 (0 mM, 1 mM e 5 mM) e GSNO (0 mM, 0,5 

mM, 1 mM e 5 mM. Os grupos destacados com os quadros vermelhos na figura 42 podem ser 

vistos individualmente nas figuras 43 a 48. 
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                  1             2                     3                     4                    5                     6                    7                  8                 

 
                  9                   10                   11                   12                   13                  14                  15                   16            

 
                 17                   18                  19                   20                   21                  22                   23                  24  

 
                 25                   26                  27                   28                   29                  30                   31                  32 

 
                 33                   34             35                        36                  37                   38                   39                  40 

 
          41                          42                  43            44                          45                  46                  47                   48 

 
                 49                   50                  51                   52                   53                  54                   55                  56 

 
                 57            58                   59           60                          61                  62                  63                   64 

Figura 42: Agrupamentos de 194 genes com variação estatisticamente significativa, totalizando 64 “clusters”. 
Cada “cluster” é formado por genes com variações semelhantes na expressão, em exposição a diferentes 
concentrações de H2O2 e GSNO. A disposição dos experimentos foi feita da seguinte forma: no eixo y a escala 
mostra a variação para cada “cluster” do logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na cultura tratada e 
controle; no eixo x, da esquerda para direita, temos os dados de H2O2 0 mM, 1 mM, 5 mM, GSNO 0 mM, 0,5 
mM, 1 mM e 5 mM respectivamente. Destacados por quadros vermelhos, 6 “clusters” que serão analisados 
individualmente. A numeração na parte inferior direita indica a ordem de cada “cluster”.  
 

 Os genes de duas proteínas de “heat shock” (16 kDa – MAC0098 e 30kDa – 

MAC0784) e de um transportador de cobre (MAC0197) são modulados em resposta tanto a 

H2O2 quanto GSNO e podem ser vistos no grupo 16 (Figura 43), onde apresentam aumento na 

expressão em resposta ao primeiro e a maior concentração do segundo agente utilizado. Além 

destes, quatro genes sem função conhecida são vistos neste “cluster”. 
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HEAT SHOCK PROTEIN 16 [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0098 
NO HITS FOUND - MAS1625 
HEAT-SHOCK PROTEIN 30 [Emericella nidulans] - MAC0784 
HIGH AFFINITY COPPER TRANSPORTER [Schizosaccharomyces] - MAC0197 
NO HITS FOUND - MAC1088 
NO HITS FOUND - MAC1362 
NO HITS FOUND - MAS1381 

Figura 43: “Cluster” 16, destacado em vermelho na figura 42. Na figura são mostrados 7 genes, sendo 4 sem 
função conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos testes com H2O2 e em resposta à maior 
concentração de GSNO. 
 

 Já na figura 44 (“cluster” 36), 3 ESTs (de um total de 5) não têm sua função 

conhecida, enquanto os outros dois são genes de citrato sintase (MAC0002) e do fator de 

transcrição 1 da cutinase (MAC0408). Este grupo apresenta aumento na expressão em 

praticamente todas as concentrações dos dois agentes. 

 
 
 
 
 
 

 
 
NO HITS FOUND - MAS2497 
CITRATE SYNTHASE [Aspergillus nidulans] - MAC0002 
CUTINASE TRANSCRIPTION FACTOR 1 [Fusarium solani]- MAC0408 
NO HITS FOUND - MAC0503 
NO HITS FOUND - MAS1116 

Figura 44: “Cluster” 36, destacado em vermelho na figura 42. Na figura são mostrados 5 genes, sendo 3 sem 
função conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com H2O2 e GSNO. 
 

 Os dois genes de proteínas antioxidante tiol-específicas presentes no “chip” de P. 

brasiliensis podem ser vistos no grupo 41 (Figura 45), com sua expressão diminuída a H2O2 e 

GSNO. 
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PUTATIVE THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT PROTEIN TSA1 - MAC1226 
THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT [Ajellomyces capsulatus] - MAC1412 

Figura 45: “Cluster” 41, destacado em vermelho na figura 42. É possível observar dois genes de antioxidante 
tiol específico (MAC1226 e MAC1412). Suas expressões estão diminuídas nos testes com H2O2 e GSNO. 
 

 Na figura 46 (“cluster” 54) aparecem os genes de succinato-semialdeído desidrogenase 

(MAS1067) e monooxigenase (MAC0136). Além destes, 3 ESTs apresentam-se sem função 

conhecida e todos respondendo com superexpressão a H2O2 e à menor e maior concentração 

de GSNO. 

 
 
 
 
 
 

 
 
NO HITS FOUND - MAS0814 
NO HITS FOUND - MAS2778 
SUCCINATE-SEMIALDEHYDE DEHYDROGENASE [Oceanobacillus] - MAS1067 
MONOOXIGENASE [Aspergillus parasiticus] - MAC0136 
NO HITS FOUND - MAS1860 

Figura 46: “Cluster” 54, destacado em vermelho na figura 42. É possível observar 5 genes, sendo 3 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com H2O2 e em resposta à menor 
e maior concentração de GSNO. 
 

 O gene da enzima cobre amino oxidase (MAS 1168) pode ser visto novamente no 

“cluster” 57 (Figura 47). De forma semelhante ao grupo anterior, este apresenta 

superexpressão de seus genes em resposta a H2O2 e a menor e maior concentração de GSNO, 

em resposta a 1 mM deste último os genes mostram subregulação. 
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NO HITS FOUND - MAS1429 
NO HITS FOUND - MAS1920 
REGULATORY PROTEIN; ZINC FINGER - MAS1872 
COPPER AMINE OXIDASE [Aspergillus niger] - MAS1168 

Figura 47: “Cluster” 57, destacado em vermelho na figura 42, que apresenta 4 genes, sendo 2 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com H2O2 e em resposta à maior e 
menor concentração de GSNO. 
 

 No “cluster” 60 (Figura 48) todos os genes estão subregulados em resposta aos dois 

agentes utilizados. Destacam-se deste grupo, o gene da cadeia alfa da ATP sintase 

(MAS1818), de biotina sintase (MAS1290) da subunidade ferro-enxofre da ferrodoxina 

mitocondrial (MAS0238), gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (MAC0263), malato 

desidrogenase (MAC1147) e peroxirredoxina V (MAC1221). Podem ser vistos ainda 3 ESTs 

sem função conhecida. 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
ATP SYNTHASE ALPHA CHAIN, MITOCHONDRIAL - MAS1818 
BIOTIN SYNTHASE - MAS1290 
FERREDOXIN-LIKE IRON-SULFUR SUBUNIT OF MITOCHONDRIAL - MAS0238 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE - MAC0263 
MALATE DEHYDROGENASE [Piromyces sp. E2] - MAC1147 
NO HITS FOUND - MAC0062 
NO HITS FOUND - MAC0801 
NO HITS FOUND - MAS1238 
PEROXIREDOXIN V PROTEIN [Branchiostoma belcheri] - MAC1221 

Figura 48: “Cluster” 60 destacado em vermelho na figura 42, que apresenta 9 genes, sendo 3 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos com H2O2 e GSNO. 
 

4.3.3 AGRUPAMENTO DE GENES MODULADOS EM RESPOSTA A PARAQUAT® 

E GSNO 

 O mesmo procedimento foi adotado para “clusterização” dos 442 genes modulados a 

Paraquat® e GSNO, sendo o número total de “clusters” igual a 72 (Figura 49). No eixo x, são 

mostradas as diferentes concentrações de Paraquat® (0 mM, 0,5 mM e 5 mM) e GSNO (0 
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mM, 0,5 mM, 1 mM e 5 mM). Os grupos destacados por quadros vermelhos na figura 49 

podem ser visualizados individualmente nas figuras 50 a 57. 

 

  
  

                1         2                  3                  4                  5                  6                  7                  8                  9 

 
              10                11                 12                13                14                15               16                 17                18 

 
              19                20                 21                22                23                24                25                26                27 

 
              28                29                 30               31                 32                33                34                35                36 

 
              37                38                 39               40                 41                42                43                44                45 

 
              46                47                 48                49                50                51                52                53                54 

 
              55                56                 57               58           59                 60                61                62                63 

 
              64                65                 66               67                68                 69                70                71                72 

Figura 49: Agrupamentos de 442 genes com variação estatisticamente significativa, totalizando 72 “clusters”. 
Cada “cluster” é formado por genes com variações semelhantes na expressão, em exposição a diferentes 
concentrações de Paraquat® e GSNO. A disposição dos experimentos foi feita da seguinte forma: no eixo y a 
escala mostra a variação para cada “cluster” do logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na cultura 
tratada e controle; no eixo x, da esquerda para direita, temos os dados de Paraquat® 0 mM, 0,5 mM, 5 mM, 
GSNO 0 mM, 0,5 mM, 1 mM e 5 mM respectivamente. Destacados por quadros vermelhos, 10 “clusters” que 
serão analisados individualmente. A numeração na parte inferior direita indica a ordem de cada “cluster”.  
 
 Os “clusters” 1 e 35 foram agrupados manualmente em uma só figura (Figura 50), 

onde podem ser vistos dois genes de fenilacetato 2-hidroxilase (MAC1183 e MAC0204) e um 

gene de uma proteína de resistência a multidrogas (MDR) (MAS1075), todos superexpressos 

em resposta à Paraquat® e GSNO. Este recurso foi utilizado, para colocar na mesma figura os 

dois genes da enzima fenilacetato 2-hidroxilase, que apresentam um padrão de expressão 

semelhante. 
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PHENYLACETATE 2-HYDROXYLASE [Emericella nidulans] - MAC1183 
PHENYLACETATE 2-HYDROXYLASE [Emericella nidulans] - MAC0204 
NO HITS FOUND - MAS2073 
NO HITS FOUND - MAS1184 
MULTIDRUG RESISTANCE PROTEIN MDR [Trichophyton rubrum] - MAS1075 
CELLULAR NUCLEIC ACID BINDING PROTEIN HOMOLOG - MAC1197 

Figura 50: “Clusters” 1 e 35 destacados em vermelho na figura 49. É possível observar 6 genes, sendo 2 sem 
função conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com Paraquat® e GSNO. 
 
 Na figura 51 outros dois “clusters” de números 17 e 52 foram agrupados manualmente 

em uma só figura e nele podem ser vistos novamente os dois genes de proteínas antioxidantes 

tiol-específicas (MAC1412 e MAC1226), além de duas seqüências sem função definida. Esta 

figura mostra subregulação dos genes em resposta à menor concentração de Paraquat® e as 

três de GSNO. Quando tratados com 5 mM de do primeiro agente oxidante, estes genes 

respondem com leve superexpressão. Aqui também foi utilizado o agrupamento manual para 

colocar na mesma figura os dois genes das proteínas antioxidantes tiol-específicas. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT [Ajellomyces capsulatus] - MAC1412 
PUTATIVE THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT PROTEIN TSA1 - MAC1226 
NO HITS FOUND - MAS1347 
NO HITS FOUND - MAC1085 

Figura 51: “Clusters” 17 e 52 destacados em vermelho na figura 49. É possível observar dois genes de 
antioxidante tiol específico (MAC1412 e MAC1226) e dois genes sem função conhecida (No hits found). Suas 
expressões estão diminuídas nos tratamentos com Paraquat® (0,5 mM) e GSNO. 
 

 O grupo 9 (Figura 52) apresenta 7 genes sem função definida (de um total de 13) e 

novamente o gene de cobre amino oxidase (MAS1168). Suas expressões estão aumentadas 

nos testes com Paraquat® 0,5 mM e GSNO 0,5 mM e 5 mM e diminuídas em resposta a 5 mM 

do primeito e 1 mM do segundo agente. 
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NO HITS FOUND - MAS1920 
NO HITS FOUND - MAS1225 
NO HITS FOUND - MAS1951 
NO HITS FOUND - MAS2668 
NO HITS FOUND - MAS2810 
PEPTIDE SYNTHETASE [Neotyphodium lolii] - MAS2816 
PROTEIN [Burkholderia fungorum] - MAS2618 
REGULATORY PROTEIN; ZINC FINGER - MAS1872 
CHAIN B, PEROXISOMAL 3-KETOACYL-COA THIOLASE - MAS2238 
NO HITS FOUND - MAS0558 
NO HITS FOUND - MAS1028 
CALCIUM P-TYPE ATPASE - MAS2257 
COPPER AMINE OXIDASE [Aspergillus niger] - MAS1168 

Figura 52: “Cluster” 09 destacado em vermelho na figura 49 apresenta 13 genes, sendo 7 sem função conhecida 
(No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com Paraquat® 0,5 mM e GSNO 0,5 mM e 5 
mM e diminuídas em 5 mM de Paraquat® e 1 mM de GSNO. 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
ALDEHYDE REDUCTASE - MAS2534 
ATP CITRATE LYASE SUBUNIT 1 [Neurospora crassa] - MAC1205 
NICOTINATE-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHORYLASE - MAS1149 
NO HITS FOUND - MAC0340 
NO HITS FOUND - MAS1126 
NO HITS FOUND - MAS2658 
PROBABLE 40S RIBOSOMAL PROTEIN 28S [Schizosaccharomyces] - MAC0375 
STEAROYL-COA DESATURASE; DELTA-9 FATTY ACID DESATURASE - MAC0103 

Figura 53: “Cluster” 14 destacado em vermelho na figura 49. É possível observar 8 genes, sendo 3 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão levemente aumentadas nos tratamentos com Paraquat® e 
diminuídas em resposta a GSNO. 
 

 Um gene de aldeído redutase (MAS2534) pode ser visto no grupo 14 (Figura 53) com 

sua expressão levemente aumentada em resposta a Paraquat® e diminuída em resposta a 

GSNO. Com padrão de resposta semelhante podem ser observados os genes do “cluster” 18 

(Figura 54), onde aparece novamente o gene de peroxirredoxina V (MAC1221) e dois da 

enzima biotina sintase (MAS1290 e MAS0706). 
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PEROXIREDOXIN V PROTEIN [Branchiostoma belcheri] - MAC1221 
BIOTIN SYNTHASE - MAS1290 
BIOTIN SYNTHASE. [Schizosaccharomyces pombe] - MAS0706 
NCU04314.1 PREDICTED PROTEIN (30955 - 29558) - MAC0045 
NO HITS FOUND - MAC0801 

Figura 54: “Cluster” 18 destacado em vermelho na figura 49, apresenta 5 genes, destes, apenas 1 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com Paraquat® e diminuídas em 
resposta a GSNO. 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
ATP SYNTHASE ALPHA CHAIN, MITOCHONDRIAL - MAS1818 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE - MAC0263 
METHYLCITRATE SYNTHASE [Aspergillus nidulans] - MAC0027 
NO HITS FOUND - MAS0312 
RIBOSOMAL PROTEIN L37 [Saccharomyces cerevisiae] - MAC0532 
RIBOSOME-ASSOCIATED PROTEIN (RAP-1) - MAS2794 
SERINE O-ACETYLTRANSFERASE [Emericella] - MAS0232 

Figura 55: “Cluster” 19 destacado em vermelho na figura 49, apresenta 7 genes, destes, apenas 1 sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas em resposta a Paraquat® 0,5 mM e GSNO. 
 

 Os genes da cadeia alfa da ATP sintase (MAS1818) e gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (MAC0263) aparecem novamente no grupo 19 (Figura 55) apresentando 

subregulação em resposta aos dois agentes. Além destes, dois genes de proteínas ribossomais 

(MAC0532 e MAS2794) são mostrados neste grupo com diminuição na expressão em 

resposta a 0,5 mM de Paraquat® e as três concentrações de GSNO; em resposta a 5 mM do 

primeiro agente existe um pequeno aumento na sua expressão. Este mesmo padrão pode ser 

visto no grupo 49 (Figura 56) onde aparecem 12 genes (de um total de 21 no “cluster”) de 

proteínas ribossomais (MAC0168, MAS0124, MAC1239, MAC0385, MAC1040, MAC0720, 

MAC0945, MAC0718, MAC0490, MAC0719, MAC0178 e MAC1187). 
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RIBOSOMAL PROTEIN L16A [Emericella nidulans] - MAC0168 
14-3-3-LIKE PROTEIN [Hypocrea jecorina] - MAC1220 
14-3-3-LIKE PROTEIN [Hypocrea jecorina] - MAS0282 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S15 - MAS0124 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S19 - MAC1239 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S3AE (S1) - MAC0385 
40S RIBOSOMAL PROTEIN S7 - MAC1040 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L10A - FISSION YEAST [Schizosaccharomyces] - MAC0720 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L13 [Danio rerio] - MAC0945 
60S RIBOSOMAL PROTEIN L18 [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0718 
LARGE SUBUNIT RIBOSOMAL PROTEIN L3 [Aspergillus] - MAC0490 
NASCENT POLYPEPTIDE-ASSOCIATED COMPLEX α-POLYPEPTIDE - MAC0558 
NO HITS FOUND - MAC0012 
NO HITS FOUND - MAS0418 
NO HITS FOUND - MAS0808 
NO HITS FOUND - MAS1196 
NO HITS FOUND - MAS1600 
NO HITS FOUND - MAS1646 
PROBABLE 60S RIBOSOMAL PROTEIN L5 [Aspergillus] - MAC0719 
PUTATIVE RIBOSOMAL PROTEIN [Aspergillus fumigatus] - MAC0178 
RIBOSOMAL PROTEIN YL9 [Saccharomyces cerevisiae] - MAC1187 

Figura 56: “Cluster” 49 destacado em vermelho na figura 49. É possível observar uma grande quantidade de 
genes de proteínas ribossomais, além de 6 genes sem função conhecida (No hits found). Suas expressões estão 
diminuídas nos tratamentos com GSNO e Paraquat® 0,5 mM e aumentadas em resposta a Paraquat® 5 mM. 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
SUPEROXIDE DISMUTASE [Mn], MITOCHONDRIAL PRECURSOR - MAC0378 
NO HITS FOUND - MAC0702 
TRUNCATED IMMUNODOMI0T ANTIGEN GP43 [Paracoccidioides] - MAC0137 

Figura 57: “Cluster” 59 destacado em vermelho na figura 49. É possível observar 3 genes, sendo um sem função 
conhecida (No hits found). Suas expressões estão bastante diminuídas nos testes com Paraquat® 0,5 mM, 
levemente aumentadas em resposta a Paraquat® 5 mM e com leve variação positiva e/ou negativa em resposta ao 
GSNO. 
 
 Na figura 57 (“cluster” 59) aparecem apenas três ESTs e um deles sem função 

conhecida. Os outros dois são da superóxido dismutase de manganês (MAC0378) e da 

glicoproteína gp43 (MAC0137). Todos apresentam forte subregulação em resposta a 0,5 mM 

de Paraquat®, leve aumento na expressão em resposta a 5 mM deste mesmo agente. Quando o 

fungo é tratado com GSNO, o gene de superóxido dismutase de manganês apresenta 
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diminuição na expressão em resposta as três doses, já o gene da gp43 apresenta leve aumento 

em resposta a 0,5 mM e diminuição em resposta às outras duas concentrações. 
 

4.3.4 AGRUPAMENTO DE GENES MODULADOS EM RESPOSTA A H2O2, 

PARAQUAT® E GSNO 

 O mesmo procedimento adotado anteriormente gerou uma figura de “clusterização” 

com 64 grupos de genes modulados em resposta aos três agentes oxidantes (Figura 58). No 

eixo x, são mostradas as diferentes concentrações de H2O2 (0 mM, 1 mM e 5 mM), Paraquat® 

(0 mM, 0,5 mM e 5 mM) e GSNO (0 mM, 0,5 mM, 1 mM e 5 mM). Os grupos destacados 

por quadros vermelhos na figura 58 podem ser visualizados individualmente nas figuras 59 a 

66. 
 
 
 

     1              2                    3                     4                     5                    6                     7                    8                 

 
                  9                    10                  11                  12                   13                  14                   15             16            

 
                 17                   18                  19                  20                   21                  22                   23                  24  
 
 

                25                   26                   27                  28                   29                  30                   31                  32 

 
                33                   34                   35                36                     37                  38                   39                  40 

 
                41                   42                   43                  44                   45                  46                   47                  48 

 
                49                   50                   51                  52                   53              54                     55                56 

 
                57            58              59                       60                   61                 62                   63                  64 

Figura 58: Agrupamentos de 128 genes com variação estatisticamente significativa, totalizando 64 “clusters”. 
Cada “cluster” é formado por genes com variações semelhantes na expressão, em exposição a diferentes 
concentrações de H2O2, Paraquat® e GSNO. A disposição dos experimentos foi feita da seguinte forma: no eixo 
y a escala mostra a variação para cada “cluster” do logaritmo na base 2 da razão da expressão dos genes na 
cultura tratada e controle; no eixo x, da esquerda para direita, temos os dados de H2O2 0 mM, 1 mM, 5 mM, 
Paraquat® 0 mM, 0,5 mM, 5 mM, GSNO 0 mM, 0,5 mM, 1 mM e 5 mM respectivamente. Destacados por 
quadros vermelhos, 10 “clusters” que serão analisados individualmente. A numeração na parte inferior direita 
indica a ordem de cada “cluster”.  
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Os “clusters” 16 e 59 foram agrupados manualmente em uma só figura (Figura 59), 

onde podemos ver três genes, o primeiro, um gene de uma proteína ribossomal (MAS2794) e 

depois, novamente os dois genes de proteínas antioxidantes tiol-específicas (MAC1412 e 

MAC1226). Neste grupo os genes respondem diminuindo suas expressões em resposta a 

H2O2, GSNO e 0,5 mM de Paraquat®, e com um leve aumento em resposta a 5 mM deste 

último. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
RIBOSOME-ASSOCIATED PROTEIN (RAP-1) - MAS2794 
THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT [Ajellomyces capsulatus] - MAC1412 
PUTATIVE THIOL-SPECIFIC ANTIOXIDANT PROTEIN - MAC1226 

Figura 59: “Clusters” 16 e 59 destacados em vermelho na figura 58. É possível observar o gene de uma proteína 
ribossomal (MAS2794) e dois genes de antioxidante tiol específico (MAC1412 e MAC1226). Suas expressões 
estão diminuídas nos tratamentos com H2O2, Paraquat® 0,5 mM e GSNO. 
 

 De forma inversa, os genes do fator de transcrição 1 da cutinase (MAC0408 e 

MAS1853) presentes nos “clusters” 32 e 61, que foram agrupados em uma só figura (Figura 

60), apresentam superexpressão em resposta a H2O2, GSNO e 0,5 mM de Paraquat®, enquanto 

estão subregulados em resposta a 5 mM deste agente oxidante. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
CUTINASE TRANSCRIPTION FACTOR 1 [Fusarium solani] - MAC0408 
CUTINASE TRANSCRIPTION FACTOR 1 BETA - MAS1853 

Figura 60: “Clusters” 32 e 61 destacados em vermelho na figura 58. É possível observar dois genes do fator de 
transcrição 1 da cutinase (MAC0408 e MAS1853). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentos com 
H2O2, Paraquat® 0,5 mM e GSNO. 
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 Na figura 61, podem ser vistos um gene da enzima biotina sintase (MAS1290) e outro 

sem função conhecida. Os dois estão subregulados em resposta a H2O2 e GSNO e 

superexpressos em resposta a Paraquat®. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
BIOTIN SYNTHASE - MAS1290 
NO HITS FOUND - MAC0801 

Figura 61: “Cluster” 10 destacado em vermelho na figura 58. É possível observar o gene de biotina sintase 
(MAS1290) e um gene sem função conhecida (No hits found). Suas expressões estão diminuídas nos tratamentos 
com H2O2 e GSNO e levemente aumentadas em resposta a Paraquat®. 
 

 Outro gene de resistência a multidrogas (MDR1) (MAS0408) aparece no grupo 20 

(Figura 62). Sua expressão está aumentada em resposta a H2O2, 0,5 mM de Paraquat® e 0,5 

mM e 5 mM de GSNO. Em resposta a Paraquat® 5 mM e GSNO 1 mM o gene apresenta 

subregulação. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
MULTIDRUG RESISTANCE PROTEIN 1 [Aspergillus fumigatus] - MAS0408 

Figura 62: “Cluster” 20 destacado em vermelho na figura 58. É possível observar o gene da proteína de 
resistência a multi-drogas (MAS0408). Sua expressão está aumentada em resposta a H2O2, Paraquat® 0,5 mM e 
GSNO 0,5 mM e 5 mM. 
 

 No “cluster” 43 (Figura 63) aparece novamente o gene da enzima cobre amino oxidase 

(MAS1168). De forma semelhante à figura 62, os genes apresentam sua expressão aumentada 

em resposta a H2O2, 0,5 mM de Paraquat® e 0,5 mM e 5 mM de GSNO. Em resposta a 

Paraquat® 5 mM e GSNO 1 mM os genes apresentam subregulação. 
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PROTEIN [Desulfitobacterium] - MAS0265 
NO HITS FOUND - MAS2668 
REGULATORY PROTEIN; ZINC FINGER - MAS1872 
COPPER AMINE OXIDASE [Aspergillus niger] - MAS1168 
NO HITS FOUND - MAS1920 

Figura 63: “Cluster” 43 destacado em vermelho na figura 58. É possível observar 5 genes, entre os quais, 2 sem 
função conhecida (No hits found). Suas expressões estão aumentadas nos tratamentoscom H2O2, Paraquat® 0,5 
mM e GSNO e diminuídas em resposta a Paraquat® 5 mM e GSNO 1 mM. 
 

 O gene da enzima gliceraldeído 3-fosfato também aparece novamente no grupo 54, 

junto a um EST sem função conhecida (Figura 64), sua expressão está diminuída em resposta 

a todas as concentrações dos três agentes utilizados. No tratamento com 5 mM de Paraquat® a 

diminuição na sua expressão é mínima. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
NO HITS FOUND - MAC1085 
GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE - MAC0263 

Figura 64: “Cluster” 54 destacado em vermelho na figura 58. É possível observar um gene sem função 
conhecida (No hits found) e o gene de gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (MAC0263). Suas expressões estão 
diminuídas nos tratamentos com H2O2, Paraquat® e GSNO. 
 

 A figura 65 (“cluster” 56) apresenta apenas um gene, o da peroxirredoxina V 

(MAC1221) que apresenta subregulação em resposta a H2O2 e GSNO. No tratamento com 

Paraquat® a resposta foi de aumento na expressão do gene. 
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PEROXIREDOXIN V PROTEIN [Branchiostoma belcheri] - MAC1221 

Figura 65: “Cluster” 56 destacado em vermelho na figura 58. É possível observar o gene de peroxirredoxina V 
(MAC1221). Sua expressão está diminuída nos tratamentos com H2O2 e GSNO e levemente aumentada em 
resposta a Paraquat® 5 mM. 
 

 A proteína de “heat shock” de 16 kDa volta a aparecer, agora no grupo 60 (Figura 66), 

onde seu gene apresenta-se superexpresso nos tratamentos com H2O2, Paraquat® 0,5 mM, 

GSNO 1 mM e 5 mM. Em resposta a 5 mM de Paraquat® e 0,5 mM de GSNO o gene está 

subregulado. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
NO HITS FOUND - MAS1381 
HEAT SHOCK PROTEIN 16 [Schizosaccharomyces pombe] - MAC0098 

Figura 66: “Cluster” 60 destacado em vermelho na figura 58. É possível observar um gene sem função 
conhecida (No hits found) e o gene da proteína de “heat shock” 16 (MAC0098). Suas expressões estão 
aumentadas nos tratamentos com H2O2, Paraquat® 0,5mM, GSNO 1 mM e 5 mM e levemente diminuídas em 
resposta a Paraquat® 5 mM e GSNO 0,5 mM. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 O patógeno termodimórfico P. brasiliensis tem como principal via de acesso ao 

organismo humano o sistema respiratório, e sua entrada leva à ativação do sistema 

imunológico com produção de interleucinas, anticorpos e fagocitose (PUCCIA e 

TRAVASSOS, 1991; ROONEY e KLEIN, 2002; LACAZ et al., 2002; HORNBY et al., 

2004). Esta última é realizada por células especializadas como os macrófagos alveolares, que 

durante o processo liberam uma série de substâncias como EROs, ERNs e enzimas para tentar 

eliminar o fungo (BRUMMER et al., 1988; BRUMMER et al., 1989; GONZALEZ et al., 

2000; MISSALL, LODGE e McEWEN, 2004; ANDRADE et al., 2005; FLAHERTY, 

MONICK e HINDE, 2006). Acredita-se também, que o macrófago é um ambiente pobre em 

fontes de glicose e aminoácidos, o que foi demonstrado pelo aumento na expressão de 

transportadores de membrana e diminuição na expressão de genes ligados ao metabolismo 

destas substâncias em Cryptococcus neoformans durante infecção em macrófagos murinos 

(FAN et al., 2005). Este mesmo comportamento foi mostrado por Candida albicans 

internalizada em macrófagos de mamíferos (LORENZ, BENDER e FINK, 2004) e por 

Listeria monocytogenes infectando macrófagos murinos (CHATTERJEE et al., 2006). A 

diminuição no metabolismo de glicose também foi demonstrada por Tavares e colaboradores 

(2007) através da diminuição na expressão de genes da glicólise em P. brasiliensis 

internalizado por macrófagos. 

 A liberação de EROs e ERNs é uma tentativa de degradar moléculas como proteínas, 

lipídeos e até mesmo o ácido nucléico dos patógenos (CURNUTTE, WHITTEN e BABIOR, 

1974; NATHAN, 1987; DRAPIER, WIETZERBIN e HIBBS, 1988; JENDROSSEK et al., 

1997; FRIDOVICH, 1998; BOCCA et al., 1998; GONZALEZ et al., 2000). Moreira e 

colaboradores (2008) mostraram que a morte de leveduras de P. brasiliensis fagocitados por 

macrófagos murinos ativados por IFN-γ e TNF-α é causada por mecanismos dependentes de 

EROs (H2O2) e ERNs (NO) e que inibidores destas espécies reativas aumentam a sobrevida 

dos fungos. O Paracoccidioides brasiliensis é um fungo que sobrevive no ambiente 

intracelular; assim, sua forma leveduriforme tem que minimizar os efeitos destas substâncias 

tóxicas presentes no fagossomo de células macrofágicas e, por esta razão, apresentam uma 

grande quantidade de proteínas e enzimas necessárias para sobrevivência e, 

conseqüentemente, virulência deste patógeno (SILVA et al., 2008). A fase inicial destes 

mecanismos de defesa é a utilização de substâncias protetoras ou antioxidantes, também 
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chamadas de “scavengers”, que são oxidadas no lugar de outras macromoléculas de maior 

importância biológica, protegendo-as desta forma. Em seguida, estes “scavengers” devem ser 

reciclados ou repostos e enzimas que atuam diretamente nestes processos ou como 

detoxificadoras de radicais livres são produzidas, através do aumento na expressão de seus 

respectivos genes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Análises in silico de ESTs 

demonstraram que o Paracoccidioides brasiliensis possui diversos genes ligados a 

mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, como superóxido dismutases, catalases, 

peroxidases, tiorredoxinas, citocromo c peroxidase, enzimas de síntese de glutationa, entre 

outros (CAMPOS et al., 2005). Tavares e colaboradores (2007) mostraram que após 

fagocitado, o P. brasiliensis modula a expressão de várias enzimas para combater o ambiente 

hostil gerado pelo macrófago, entre elas o aumento na expressão de Cu,Zn SOD, que atua 

diretamente na detoxificação de superóxidos, citocromo c oxidase, e diminuição na expressão 

de fosfofrutoquinase, gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, enolase, entre outras.  

 Substâncias geradoras de EROs como Paraquat® e H2O2 são freqüentemente utilizadas 

em meios de cultivo in vitro para induzir e mimetizar esse ambiente de estresse oxidativo 

vivido dentro do macrófago e, assim, avaliar o comportamento destes microrganismos frente a 

este tratamento para identificar possíveis genes de adaptação e patogenicidade. Benabdellah e 

colaboradores (2009) observaram o aumento na expressão de um gene com sequência 

altamente similar a do gene de glutararredoxina no fungo Glomus intraradices após 

tratamento com Paraquat®. Este mesmo aumento não foi observado quando o fungo foi 

tratado com H2O2. O aumento na produção de superóxido dismutase foi medido por 

quimioluminescência em Aspergillus niger tratado com Paraquat® (BAI, HARVEY e 

McNEIL, 2001). Angelova e colaboradores (2005) demonstraram a modulação na expressão 

de SOD, catalase e glicose 6-fosfato desidrogenase em 12 espécies diferentes de fungos 

filamentosos tratando-os com Paraquat® e H2O2. Johnson e colaboradores (2003) verificaram 

o aumento na expressão da enzima oxidase alternativa em Histoplasma capsulatum, após 

tratamento com H2O2. No entanto, avaliar genes específicos não leva ao entendimento global 

da defesa de patógenos, o ideal é que se proceda a uma análise mais ampla da resposta celular. 

Nesse momento, se faz importante uma técnica que permita uma análise genômica do 

patógeno, como a hibridação em microarranjos de DNA (HOFMAN, 2005). 

 Nunes e colaboradores (2005) construíram um “chip” de P. brasiliensis (Pb18) 

contendo 4692 ESTs e analisaram a transição micélio-levedura deste fungo, apontando 

modulação significativa de vários genes ligados à patogenicidade como genes de combate ao 

estresse oxidativo, metabolismo de parede celular, controle de crescimento, entre outros. A 



104 

 

técnica de microarranjos de DNA tem sido aplicada para analisar interações de bactérias e 

fungos com os fagócitos, identificando genes-chave para o desenvolvimento da 

patogenicidade e da virulência. Lorenz, Bender e Fink (2004) infectaram macrófagos de 

mamíferos com Candida albicans para analisar genes ligados à virulência e patogenicidade 

utilizando a técnica de microarranjos de DNA. Os resultados deste trabalho indicam aumento 

na degradação de ácidos graxos, na produção de enzimas de reparo de DNA, bem como genes 

de resposta ao estresse oxidativo e envolvidos com a síntese de aminoácidos. Fan e 

colaboradores (2005) mostraram o aumento na expressão de genes ligados ao estresse 

oxidativo, transporte de hexoses, aminoácidos e ferro, bem como no metabolismo de lipídeos 

de Cryptococcus neoformans fagocitado por macrófagos murinos. Tavares e colaboradores 

(2007) distribuíram 1152 produtos de PCR de uma biblioteca de cDNA de P. brasiliensis 

(Pb01) em membranas de nylon e analisaram a transcrição inicial do fungo internalizado em 

macrófagos murinos, mostrando modulação na expressão de genes ligados ao estresse 

oxidativo, glicólise e outros. 

A análise em microarranjos de DNA mostrou-se uma ferramenta poderosa na 

execução deste trabalho, gerando grande quantidade de resultados com ótima confiabilidade, 

que foi demonstrada através de análises por qPCR das expressões de alguns genes 

selecionados por terem sua função relacionada ao estresse oxidativo, e não necessariamente 

por serem os mais expressos. Segundo Miron e colaboradores (2006) a melhor e mais robusta 

estratégia é a escolha aleatória de genes para a validação, ao passo que a escolha dos genes 

mais expressos geralmente falha como estratégia de validação global. Esta técnica 

quantitativa possui alto grau de confiabilidade, no entanto é limitada a um ou poucos genes 

por experimento não servindo, portanto para uma análise genômica, mas é de grande utilidade 

para confirmar dados obtidos pela técnica de microarranjos de DNA. Dallas e colaboradores 

(2005) fizeram um trabalho de análise da expressão de 31 genes humanos por microarranjos 

de oligonucleotídeos e qPCR, mostrando forte correlação (correlação de Pearson = 0,89) em 

87 % deles. Bracken e colaboradores (2008) verificaram, pela técnica de microarranjos de 

DNA, a variação na expressão de 3.800 genes de enterócitos de pacientes com doença celíaca, 

uma desordem inflamatória multifatorial do intestino causada pela ingestão de glúten por 

indivíduos geneticamente susceptíveis. Para confirmação dos dados por qPCR, estes 

pesquisadores utilizaram 10 genes selecionados aleatoriamente, dos 102 com modulação 

estatisticamente significativa, e obtiveram uma correlação qualitativa, comparando apenas 

superexpressão ou subregulação nas duas técnicas, sem levar em conta o nível de expressão, 

de 80 %, ou seja, 8 genes foram validados. Nunes e colaboradores (2005) confirmaram os 
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dados de 2.583 genes com modulação estatisticamente significativa nos experimentos de 

microarranjos de DNA, analisando a expressão por qPCR de 20 genes selecionados 

aleatoriamente durante a transição micélio-levedura de P. brasiliensis. Os seus resultados 

mostraram que houve uma correlação qualitativa em aproximadamente 81 % dos pontos 

analisados nas duas técnicas e as correlações de Pearson e/ou Spearman ficaram acima de 0,5 

(indicando uma correlação moderada-alta) em 85 % dos casos. Em nosso trabalho, foram 

analisados por qPCR, 8 genes dos 740 com modulação estatisticamente significativa em 

resposta à H2O2 e 12 genes dos 2070 com modulação estatisticamente significativa em 

resposta à Paraquat®. Os dados obtidos mostraram correlações quantitativas de 

aproximadamente 70 % ou superiores (correlações de Pearson de 0,6999 para H2O2 e 0,7501 

para Paraquat®); quando analisadas qualitativamente, as correlações foram maiores que 85 %, 

chegando a 100 % para os experimentos com Paraquat® o que atesta a confiabilidade dos 

dados de microarranjo de DNA deste trabalho. 

 

5.1 GENES DE Paracoccidioides brasiliensis MODULADOS EM 

RESPOSTA A H2O2 

Wang e colaboradores (2006) trataram Candida albicans com H2O2 0,5 mM por 15 

minutos e observaram, por análises de microarranjos de DNA, que genes como tiorredoxina 

redutase, glutationa redutase, glutationa S-transferase, NADPH desidrogenase, Mn-SOD, 

glicose 6-fosfato desidrogenase, transaldolase, flavina oxidoredutase NADH-dependente e 

álcool desidrogenase entre outros apresentaram aumento da expressão. Análises de proteínas 

de Saccharomyces cerevisiae, exposto a concentrações de 0,2 a 0,8 mM de H2O2 por 2 a 60 

minutos utilizando eletroforese em gel bi-dimensional, mostraram o aumento na quantidade 

de enzimas antioxidantes como catalase, glutationa redutase, tiorredoxinas, proteína 

antioxidante tiol-específica, e diminuição na quantidade de enzimas ligadas à glicólise e ciclo 

do ácido cítrico como piruvato descarboxilase, gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, malato 

desidrogenase e piruvato desidrogenase (GODON et al., 1998). Ao analisar os 233 genes de 

P. brasiliensis que são modulados exclusivamente a H2O2 podem ser destacados genes com 

alguma ligação ao estresse oxidativo como o da enzima inositol 1-fosfato sintase (MAC0276) 

e piruvato desidrogenase quinase (MAS1973) que aparecem superexpressos, e de glicerol 3-

fosfato desidrogenase (MAC1420), um regulador de inositol (MAC0673) e tiorredoxina 

(MAS0752) que aparecem sub-regulados nas duas concentrações testadas (não mostrados nas 

figuras detalhadas). 
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 Várias moléculas sinalizadoras como o Ca2+ e o inositol tem se demonstrado como 

elementos importantes na sinalização de vias metabólicas relacionando a percepção de 

estresses com vários tipos de respostas gênicas (KNIGHT, TREWAVAS e KNIGHT, 1996; 

KNIGHT, TREWAVAS e KNIGHT, 1997; TAKAHASHI et al., 2001). O gene da enzima 

inositol 1-fosfato sintase (MAC0276), que está com sua expressão aumentada 2,1 vezes em 

resposta à H2O2 1 mM e 1,7 vezes a 5 mM de H2O2, produz a enzima que catalisa a conversão 

de glicose 6-fosfato em inositol 1-fosfato que posteriormente é defosforilado a inositol por 

enzimas fosfatases [inositol polifosfato 5-fosfatase (MAS0757)] (KEGG, 2008). Yang e 

colaboradores (2008) mostraram o aumento da tolerância ao estresse oxidativo causado por 

H2O2 em plantas de tabaco transgênico expressando constitutivamente o gene de inositol 

polifosfato 6-/3-quinase clonado de Arabidopsis thaliana. A estimulação da sinalização 

celular dependente de Ca2+ pode ocorrer por meio do aumento da concentração deste íon no 

citosol em resposta a agentes oxidantes (SUZUKI, FORMAN e SEVANIAN, 1997). Monnier 

e colaboradores (2002) mostraram que a ativação da via metabólica do inositol, com a 

superexpressão da inositol tri-fosfato quinase modificando a homeostase de cálcio, foi capaz 

de combater o estresse oxidativo causado por H2O2 em Drosophila melanogaster (in vivo), 

mas não o fez quando o estresse foi induzido por Paraquat®. O aumento da expressão do gene 

da cadeia A da enzima inositol polifosfato 5-fosfatase (MAS0757), que faz parte da via de 

produção do inositol não teve significância estatística em resposta ao peróxido de hidrogênio, 

embora sua expressão estivesse aumentada de 1,2 a 2,1 vezes em todas as réplicas 

experimentais. Já em resposta a Paraquat® a diminuição na sua expressão é estatisticamente 

significativa, o que corrobora os dados de Monnier e colaboradores (2002). 

 A enzima piruvato desidrogenase quinase (MAS1973) faz parte do complexo de 

enzimas piruvato desidrogenase que é responsável pela conversão de piruvato a acetil CoA, 

reciclando NAD+ a NADH, a expressão do seu gene está aumentada 2,7 vezes em resposta a 1 

mM e 2,8 vezes a 5 mM de H2O2. Este complexo enzimático foi descrito como alvo de 

oxidação, perdendo sua função em situações de estresse oxidativo como o causado em 

reperfusão após isquemia cerebral (MARTIN, ROSENTHAL e FISKUM, 2005). Assim, o 

aumento na produção das enzimas do complexo pode ser justificado como reposição e 

manutenção da atividade deste complexo. Ao mesmo tempo, a reciclagem de NADH é de 

grande importância para situações de estresse oxidativo, onde esta co-enzima é 

freqüentemente oxidada (STRYER, 1992; KEGG, 2008). 

 Larsson e colaboradores (1998) demonstraram que a lançadeira (shuttle) de glicerol 3-

fosfato é ativa na manutenção do balanço redox citosólico em Saccharomyces cerevisiae, no 
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entanto, o gene de glicerol 3-fosfato desidrogenase (MAC1420) está com sua expressão 

diminuída 2 vezes em resposta a 1 mM e 2,8 vezes a 5 mM de H2O2 em P. brasiliensis. Esta 

lançadeira situada na membrana interna da mitocôndria tem seu sítio catalítico voltado para o 

citoplasma, onde a co-enzima NADH é oxidada a NAD+ pela glicerol 3-fosfato desidrogenase 

quando esta cataliza a redução de dihidroxiacetona fosfato a glicerol 3-fosfato. Outra glicerol 

3-fosfato desidrogenase, ancorada na lançadeira, oxida o glicerol 3-fosfato a dihidroxiacetona 

fosfato, transferindo estes elétrons para a cadeia respiratória com a redução de FAD a FADH2. 

Esta seria uma forma de manutenção do balanço redox pelo fungo durante seu crescimento 

anaeróbico; no entanto, estes mesmos experimentos mostraram que mutantes que não 

possuem a enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase não tiveram nenhum prejuízo no seu 

crescimento, utilizando, portanto, outra via para a obtenção de energia e manutenção do 

equilíbrio, como a NADH desidrogenase citosólica (LARSSON et al., 1998). A lançadeira de 

glicerol 3-fosfato e a NADH desidrogenase são as vias mais importantes para oxidação do 

NADH e transferência de seus elétrons para a cadeia respiratória, assim o papel destas 

enzimas na manutenção do equilíbrio redox é a etapa de oxidação (RIGOULET et al., 2004), 

sendo coerente sua inibição em resposta ao estresse oxidativo, o que evitaria a formação de 

mais espécies oxidadas (NAD+) no citoplasma.  

Tiorredoxina (MAS0752) é polipeptídeo encontrado tanto em procariotos quanto em 

eucariotos que possui dois grupos –SH adjacentes na sua forma reduzida, que são convertidos 

a dissulfeto na sua forma oxidada. A tiorredoxina faz parte, em conjunto com enzimas 

peroxidases, de uma via que desempenha um papel de alta importância na detoxificação de 

peróxidos (FRIDOVICH, 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000; EBRAHIMIAN e 

TOUYZ, 2008). Foi demonstrado inclusive, que a tiorredoxina pode reagir diretamente com 

H2O2 diminuindo a citotoxicidade deste agente em células endoteliais de camundongos 

(NAKAMURA et al., 1994). Desta forma, a subregulação desta enzima é inesperada em uma 

situação de estresse oxidativo causada por peróxido. Kim e colaboradores (2007) mostraram o 

aumento na resistência de leveduras de Schizosaccharomyces pombe contendo o gene de 

tiorredoxina (TRX3) clonado, em relação ao controle (sem o gene TRX3), quando crescidas 

em meio sólido mínimo acrescido de H2O2 1 mM. Em Saccharomyces cerevisiae foram 

encontrados dois genes de tiorredoxina (TRX1 e TRX2), e a superexpressão de TRX1 ou 

TRX2 aumenta a resistência ao estresse oxidativo das leveduras que crescem em meio sólido 

de forma semelhante quando expostas, ou não, a 11 mM de H2O2 (GARRIDO e GRANT, 

2002). No entanto, Traverso e colaboradores (2007) clonaram separadamente dois genes de 

tiorredoxina (TRXh1 e TRXh2) de ervilhas (Pisum sativum) em Saccharomyces cerevisiae 
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deficientes para os genes destas enzimas e observaram comportamentos diferentes nos fungos. 

O gene TRXh1 mostrou-se envolvido no controle do balaço redox, com possíveis interações 

com peroxirredoxinas, enquanto o gene TRXh2 causou um fenótipo de hipersensibilidade a 

H2O2 na levedura mutante. A partir destes dados os autores sugerem diferentes funções para 

diferentes isoformas de tiorredoxina em plantas.  

Os genes de outras peroxidases também aparecem subregulados, em resposta a H2O2, 

tais como antioxidante tiol-específico (MAC1412 e MAC1226 – Figuras 16, 40, 45, 51 e 59), 

peroxirredoxina (MAC1221 – Figuras 17, 28, 48 e 54) e um membro da família da 

glutarredoxina (MAS2032 – Figura 37) ou não tem expressão estatisticamente significativa 

como o da glutationa peroxidase (MAC0436 – Figura não mostrada), sendo superexpressos 

apenas quando o fungo é submetido à Paraquat® (notadamente em resposta a 5 mM deste 

agente). Estas proteínas e enzimas fazem parte de uma cadeia de detoxificação de peróxidos, 

que envolve ainda tiorredoxina peroxidase, tiorredoxina redutase, ou suas homólogas, 

glutarredoxina peroxidase e glutarredoxina redutase, além de FADH2/FAD+ e 

NADPH/NADP+. Esta cadeia culmina com o transporte de elétrons do agente oxidante até 

NADPH, convertendo-o em NADP+ (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). À primeira 

vista esta subregulação frente ao estresse com H2O2 parece incoerente. No entanto, o peróxido 

de hidrogênio na presença de metais de transição como ferro e principalmente cobre é 

rapidamente convertido em radical hidroxil (Fe: K2=76 M-1 s-1; Cu: K2=4,7x103 M-1 s-1) 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000), assim, o mais provável é que o fungo quando 

tratado com este agente ative mecanismos de defesa contra radicais hidroxil e não peróxido. 

Já quando tratado com Paraquat®, a formação de H2O2 ocorre dentro da levedura, fazendo 

com que estas enzimas sejam ativadas para combatê-lo.  

Em resposta a GSNO estes genes não têm sua expressão alterada de maneira 

estatisticamente significativa (MAC0436 e MAS2032) ou estão subregulados (MAC1221, 

MAC1226 e MAC1412) (PIMENTEL, 2007). A utilização de peroxidases para combater 

ERNs já foi demonstrada em vários trabalhos (BRYK, GRIFFIN e NATHAN, 2000; 

REINARTZ et al., 2008; SILVA, PROENÇA e COUTINHO, 2008), no entanto um trabalho 

com Helicobacter pylori mostrou que nem todas as peroxidases têm função na detoxificação 

de espécies geradas por GSNO (COMTOIS, GIDLEY e KELLY, 2003). Em um estudo com 

Schizosaccharomyces pombe tratado com GSNO foi demonstrado que este agente provocou a 

oxidação de glutationas e inativou a glutationa peroxidase (SAHOO et al., 2006).  
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5.2 GENES DE Paracoccidioides brasiliensis MODULADOS EM 

RESPOSTA A PARAQUAT® 

 Quando o estresse oxidativo foi causado por Paraquat®, verificou-se que 2070 genes 

responderam de forma estatisticamente significativa e destes, 1315 respondem 

exclusivamente a este agente (em relação a H2O2 e GSNO). Entre estes, é possível destacar o 

gene de superóxido dismutase de Cu/Zn (MAC0567 – Figura 28) que aparece superexpresso 

principalmente em resposta à maior concentração utilizada (5 mM). As superóxido dismutases 

catalisam a transformação de O2˙- em H2O2 e são componentes fundamentais na defesa celular 

contra o estresse causado por superóxidos (FRIDOVICH, 1995). Existem quatro tipos de 

SODs relatados, baseados nos metais presentes no seu sítio ativo: superóxido dismutase de 

cobre-zinco (Cu/Zn-SOD), superóxido dismutase de manganês (Mn-SOD), superóxido 

dismutase de ferro (Fe-SOD) e superóxido dismutase de níquel (Ni-SOD), sendo esta última 

descrita em Streptomyces griseus (FRIDOVICH, 1998; MATES e SANCHEZ-JIMENES, 

1999). Organismos procarióticos, tipicamente, possuem Fe-SOD e Mn-SOD, enquanto células 

eucarióticas possuem a enzima Mn-SOD localizada na mitocôndria e Cu/Zn-SOD no citosol 

(FRIDOVICH, 1998). 

A superexpressão dos genes de Cu/Zn-SOD (MAC0567 – Figura 28), Mn-SOD 

(MAC0378 – Figura 57, MAC1209 – Figura não mostrada) e Fe-SOD (MAS1151 – Figuras 

15 e 38) se deu em resposta à exposição à Paraquat®, com sub-regulação em resposta à H2O2 

(Figuras 15 e 38) e GSNO (Figura 57). Isto serve, neste caso, como um controle de que a 

formação de superóxido realmente ocorreu e o fungo acionou seus mecanismos de defesa. Li 

e Yu (2007) clonaram o gene de Cu/Zn-SOD de Saccharomyces cerevisiae em Pichia pastoris 

e mostraram que sua superexpressão aumenta a resistência destas a Paraquat®. A 

superexpressão de SOD foi mostrada por Angelova e colaboradores (2005) em 12 espécies de 

fungos filamentosos tratados com Paraquat®. A SOD da arquea Methanosarcina barkeri 

também teve sua expressão aumentada em resposta ao tratamento com Paraquat® 

(BRIOUKHANOV, NETRUSOV e EGGEN, 2006). Vê-se, no entanto, que tal ativação 

ocorreu somente após a exposição da cultura a uma concentração de 5 mM, sugerindo que o 

P. brasiliensis possui outros mecanismos de proteção que conseguem rechaçar quantidades 

menores de superóxidos sem que altos níveis destas enzimas dismutases estejam presentes. É 

possível que a dismutação de baixos níveis de superóxidos seja realizada pela quantidade 

basal de SOD presente na célula e/ou por receptores diretos de elétrons, por meio de um 
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sistema não enzimático, como ácido ascórbico, α-tocoferol, carotenóides e quelantes de 

metais como ferro e cobre (SIES, 1997).  

Também é possível observar a expressão diferencial de dois genes de álcool oxidase 

(MAS2355 e MAS0546 – Figura não mostrada) e dois de redutase férrica (MAC0905 e 

MAS0756 – Figura não mostrada) que aparecem superexpressos em resposta à concentração 

de 0,5 mM e sub-regulados em 5 mM. A enzima álcool oxidase (MAS2355 e MAS0546) 

catalisa a reação de um álcool com O2 para formar um aldeído. No entanto, um segundo 

produto desta reação é o H2O2, assim a sub-regulação desta enzima em resposta a 5 mM de 

Paraquat® evitaria a formação de mais EROs (DANIEL et al., 2007; KEGG, 2008). Na 

concentração de 0,5 mM de Paraquat®, o aumento na expressão desta enzima pode estar 

relacionado ao baixo estresse oxidativo sofrido nesta situação, como pode ser visto na curva 

de crescimento do fungo na presença deste agente (Figura 20). É possível observar que existe 

uma inibição do crescimento, no entanto, pequena e com uma marcada fase exponencial, que 

não aparece no tratamento com 5 mM do mesmo agente. Até o momento não foram 

encontrados trabalhos relacionando a expressão desta enzima com situações de estresse 

oxidativo. Já a redutase férrica (MAC0905 e MAS0756) tem o papel de reduzir e solubilizar o 

Fe3+, fornecendo o substrato para os transportadores de ferro de alta e baixa afinidade, que são 

específicos para Fe2+; além disso, esta proteína parece reduzir também o cobre, inclusive 

sendo reprimida sua expressão na presença deste metal (HASSET e KOSMAN, 1995). 

Durante o estresse oxidativo, a homeostasia de metais como o cobre e o ferro na célula é 

bastante importante, pois a alta concentração destes metais de transição, na presença de 

peróxido de hidrogênio, leva a formação de novas espécies reativas de oxigênio, os radicais 

hidroxil, como pode ser visto na reação de Fenton (CROSS et al., 2003; VALAVANIDIS, 

VLAHOYIANNI e FIOTAKIS, 2005): 

      Fe+2  +  H2O2  +  H+                  Fe+3  +  H2O  +  HO˙  

 Tanto o excesso quanto a falta de ferro podem promover o estresse oxidativo. 

Bactérias e fungos mutantes no metabolismo de ferro (com excesso ou falta deste metal) são 

mais sensíveis ao estresse oxidativo e em alguns casos hipovirulentos, sugerindo uma relação 

crítica e direta do metabolismo e aquisição do ferro com a interação parasita-hospedeiro 

(NYHUS e JACOBSON, 1999). Nossos dados mostram que em baixa concentração de 

Paraquat®, a redutase férrica é mais expressa, aumentando o aporte de Fe2+ disponível. Já em 

uma concentração mais crítica, onde grande quantidade de H2O2 está sendo gerado pela 

superóxido dismutase, o seu gene fica sub-regulado, provavelmente a fim de evitar a reação 

de Fenton, assim como aconteceu com a enzima álcool oxidase. Um trabalho com 
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Cryptococus neoformans, uma levedura patogênica que causa meningite em pacientes 

imunodeprimidos, mostra que mutantes para o gene de redutase férrica com superprodução 

desta enzima, tem maior sensibilidade ao estresse oxidativo (NYHUS e JACOBSON 1999). 

Como defesa fúngica uma proteína transportadora de cobre (MAC 0197 – Figuras 14 e 43) 

que aparece superexpressa em resposta a H2O2 e GSNO, pode estar também relacionada à 

situação de estresse oxidativo para a manutenção da homeostasia do cobre intra e extracelular, 

além de o íon cobre servir como co-fator de enzimas como a superóxido dismutase de cobre e 

zinco (SITTHISAK et al., 2005). 

Neste experimento ainda é possível observar que 3 genes de proteínas de “heat shock” 

responderam de forma exclusiva a Paraquat®, duas de 60 kDa (MAS1469 e MAS0296 – 

Figura não mostrada) e uma de 70 kDa (MAC0483 – Figura 29). Todas têm sua expressão 

diminuída em resposta a 0,5 mM e aumentada em 5 mM. Os genes de proteínas da família 

“heat-shock” possuem um perfil de expressão variado, são proteínas responsáveis pelo 

dobramento (folding) e ativação de outras. Este grupo de proteínas tem sido descrito em 

vários modelos, modulado positivamente, em situações de estresse oxidativo (TU et al., 2005; 

SAH et al., 2005; JAYARAJ, ANAND e RAO, 2006) mostrando efeito protetor imediato 

(HSP 70), com a diminuição de citocinas (GRUNENFELDER et al., 2001). Tavares e 

colaboradores (2007) mostraram o aumento de HSP 60 em P. brasiliensis durante a infecção 

de macrófagos murinos. A superexpressão de HSP 60, HSP 70 e HSP 90, individualmente ou 

combinadas, fornecem uma proteção diferencial em células neuronais humanas contra o 

estresse causado pelo acumulo da proteína β-amilóide (que causa a degeneração neuronal 

observada em tecidos de pacientes com Mal de Alzheimer), pela manutenção da fosforilação 

oxidativa e da funcionalidade do ciclo do ácido tricarboxílico (VEERESHWARAYYA et al., 

2006). Na figura 29, é possível ver que houve diminuição na expressão da HSP 70 e de duas 

HSP mitocondriais (MAC0138 – 10 kDa e MAC1137) em resposta a 0,5 mM e aumento em 

resposta a 5 mM de Paraquat®, mostrando que, assim como aconteceu com a superóxido 

dismutase, em baixas condições de estresse esta defesa pode não ser utilizada, ou não é 

necessário aumentar a expressão destes genes para neutralizar as espécies reativas presentes. 

A proteína HSP 30 (MAC0784) aparece superexpressa em resposta a H2O2 e GSNO (Figuras 

12 e 43), enquanto a HSP 16 (MAC0098) se mostra superexpressa em resposta aos três 

agentes (Figuras 14, 43 e 66). Muller, Gauley e Heikkila (2004) demonstraram o aumento na 

produção de HSP 30 em células do epitélio renal de Xenopus laevis como resposta a peróxido 

de hidrogênio.  
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Respondendo de forma exclusiva a Paraquat® e com aumento na expressão, pode ser 

destacado o gene de histidina quinase (MAS1722 – Figura não mostrada). Conforme descrito 

anteriormente, homólogos do gene da histidina quinase foram encontrados em H. capsulatum, 

B. dermatitidis e C. immitis. Este gene pertence a um grupo de proteínas de transdução de 

sinal utilizadas para responder a sinais ambientais e controlar o processo de desenvolvimento. 

As seqüências e os domínios chave desta proteína são altamente conservados em H. 

capsulatum e C. immitis. Além da presença em múltiplas espécies, a função desta proteína 

também está conservada nos fungos B. dermatitidis e H. capsulatum, organismos em que 

regula o dimorfismo e a expressão de genes de virulência e patogenicidade, o que sugere que 

ela possa desempenhar esta função em outros fungos dimórficos (VENANCIO et al., 2002). 

No trabalho de Nunes e colaboradores (2005) não foi possível observar a resposta do gene de 

histidina quinase durante a transição dimórfica de P. brasiliensis, pois sua modulação não foi 

estatisticamente significativa. No entanto, nossos resultados mostram a superexpressão deste 

gene em resposta a Paraquat®, assim este gene pode ser ligado à virulência e patogenicidade 

também em P. brasiliensis, uma vez que quando exposto a uma situação de estresse 

oxidativo, o gene de histidina quinase é ativado. Mutantes de Streptococcus mutans com o 

gene de histidina quinase deletado se mostraram hipovirulentos e menos resistentes ao 

estresse oxidativo (LEVESQUE et al., 2007). Em leveduras de Saccharomyces cerevisiae, 

Condida albicans e Candida lusitaniae os reguladores de histidina quinase se mostraram 

extremamente importantes durante situações de estresse oxidativo (RUPRICH-ROBERT et 

al., 2008). 

 Dois genes que também chamam a atenção são os da glicoproteína 43 (gp43) 

(MAC0137 e MAC0957 – Figuras 31 e 57). Esta glicoporteína tem grande significado 

imunológico e foi caracterizada por Puccia e colaboradores (1986). Mendes-Giannini e 

colaboradores (1989) detectaram a presença de gp43 no soro de pacientes com 

paracoccidioidomicose e em 1990 mostraram que ela desaparecia desses pacientes após 

evolução clínica favorável pela medicação antifúngica, mostrando-se como um importante 

marcador sorológico da eficiência terapêutica. Almeida e colaboradores (1998) mostraram a 

participação ativa da gp43 na ligação de leveduras de P. brasiliensis com macrófagos de 

camundongos BALB/c infectados experimentalmente. Vicentini e colaboradores (1994) 

mostraram que a gp43 está diretamente ligada ao processo de adesão do fungo a células 

epiteliais através de uma proteína de matrix extracelular chamada laminina, ligando esta 

glicoproteína à patogenicidade do fungo. A ligação de células fúngicas dependente de gp43 à 

laminina aumenta a patogenicidade deste fungo in vivo e estudos com anticorpos monoclonais 
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contra gp43 confirmaram sua ligação à patogenicidade in vivo (GESZTESI et al., 1996). 

Estudos têm sido realizados na tentativa de desenvolver uma vacina contra a 

paracoccidioidomicose e o principal alvo é a gp43, com resultados bem sucedidos inclusive 

para uma vacina de DNA com o gene desta glicoproteína (PINTO et al., 2000). A expressão 

de gp43 está fortemente reprimida (mais que 200 vezes) em resposta a 0,5 mM de Paraquat®, 

não apresenta resultados estatisticamente significativos em resposta a H2O2 e modulação 

desconsiderável na sua expressão em resposta a 1 mM e 5 mM de GSNO. Em resposta a 5 

mM de Paraquat® e 0,5 mM de GSNO os genes de gp43 apresentaram aumentos pouco 

maiores que 2 vezes nas suas expressões. Estes dados combinam com o aumento da expressão 

dos genes de biossíntese de quitina (que será discutida posteriormente), e sugerem que além 

de aumentar a espessura da parede, o fungo produz mais gp43 quando está sendo atacado por 

superóxidos, para aumentar sua adesão na tentativa de sobreviver e colonizar o hospedeiro. 

 

5.3 VIAS METABÓLICAS EM P. brasiliensis 

 A partir dos diagramas de Venn e das listas de descritores geradas pelo programa 

VennMaster, foi possível analisar os genes modulados em diferentes situações de estresse e as 

diferentes respostas de um gene aos agentes utilizados. Esta análise apontou os caminhos da 

resposta global do fungo por meio de algumas vias metabólicas que serão discutidas adiante. 

 

5.3.1 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS 

 Na figura 67 é possível observar a via glicolítica, gliconeogênese, fermentação 

alcoólica, o ciclo do ácido cítrico e a via pentose fosfato. Várias enzimas destas vias podem 

ser encontradas como moduladas em resposta aos agentes oxidantes e as que aparecem com 

modulação estatisticamente significativa são identificadas na figura pelo número de acesso 

(MAC ou MAS). Dentre estas, na glicólise, é possível citar a frutose 1,6 bifosfato aldolase 

(MAC0101 – descrita apenas como aldolase nas Figuras 27 e 39) responsável pela produção 

de gliceraldeido 3-fosfato a partir de frutose 1,6 bifosfato (STRYER, 1992; KEGG, 2008). 

Esta enzima aparece superexpressa em resposta a Paraquat® e sub-regulada em resposta a 

H2O2. Testes com o gene desta enzima em plantas mostraram aumento na sua expressão em 

resposta ao estresse oxidativo causado por H2O2 (PUREV et al., 2008). Estudos em córtex 

cerebral mostram que frutose 1,6 bifosfato aldolase e fosfoglicerato quinase são alvos de 

oxidação em doenças neurodegenerativas (MARTINEZ et al., 2008).  
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Outra etapa da via glicolítica é conduzida pela enzima gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(G3PDH) (MAC0263 e MAC0128), que está relacionada à produção de 1,3-bifosfoglicerato a 

partir de gliceraldeído 3-fosfato e, indiretamente, ao estresse oxidativo por reciclar o NAD+ a 

NADH que poderá ser novamente utilizado em reações de óxido-redução (STRYER, 1992; 

KEGG, 2008). No entanto, como visto nas figuras 15, 36, 41, 48, 55 e 64, o gene desta 

enzima está com sua expressão diminuída em resposta a todos os agentes oxidantes, com 

exceção a 5 mM de Paraquat®, onde apresenta um leve aumento de pouco mais que 2 vezes 

na sua expressão. Este comportamento como resposta à H2O2 já foi descrito na literatura em 

relação ao estresse oxidativo causado por arsenito (LAU, HE e CHIU, 2004). Baldeck e 

Marquis (2008) mostraram evidências da inibição da glicólise, principalmente da G3PDH em 

Streptococcus mutans tratado com H2O2. Em Aspergillus niger também foi demonstrada a 

diminuição da atividade desta enzima associada à diminuição do consumo de glicose após o 

tratamento das culturas com H2O2 (LI et al., 2008). Em Saccharomyces cerevisiae tratado 

com H2O2, a análise comparativa em gel de eletroforese bidimensional de proteínas totais 

mostrou a diminuição na expressão do gene de G3PDH (GODON et al., 1998). Ralser e 

colaboradores (2007) mostraram a inibição da G3PDH em Saccharomyces cerevisiae e 

Caenorhabditis elegans tratados com H2O2 e diamida. Estes dados confirmam os obtidos para 

P. brasiliensis tratado com peróxido de hidrogênio e GSNO. O aumento na expressão do gene 

em resposta a 5 mM de Paraquat® pode servir para reposição de NADH e continuação da 

glicólise. São encontrados estudos com eritrócitos humanos mostrando que em situações de 

estresse oxidativo, utilizando agentes oxidantes como derivados azólicos, N-etilmaleimida ou 

t-butil hydroperóxido, existe uma translocação da gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase com 

diminuição de sua porção ligada à membrana e aumento da sua concentração citoplasmática 

levando a um aumento do fluxo da glicólise com reposição de NADH citoplasmático como 

forma de combate ao estresse (MALLOZZI, DI STASI e MINETTI, 1995; SIROVER, 1997; 

DIOUDIS et al., 2008). 

A próxima enzima da glicólise que aparece modulada nos experimentos é a piruvato 

quinase (MAC0313 – Figura 38) que leva à produção de piruvato a partir de fosfo-

enolpiruvato e à síntese concomitante de ATP. A partir do piruvato, é possível seguir a 

fermentação alcoólica com a formação de acetaldeído pela enzima piruvato descarboxilase 

(MAS0325 – Figura 38) (STRYER, 1992; KEGG, 2008). Os genes das duas enzimas 

apresentam o mesmo padrão de expressão verificado com os genes apresentados 

anteriormente, ou seja, sub-regulação em resposta à H2O2 e superexpressão em resposta à 

Paraquat®. O acetaldeído pode então ser convertido em etanol pela enzima álcool 
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desidrogenase (MAC0060 e MAC1062) ou aldeído redutase (MAS2534 – Figura 53), com a 

oxidação de um NADH a NAD+ (STRYER, 1992; KEGG, 2008). O gene de aldeído redutase 

(MAS2534) aparece superexpresso em resposta a Paraquat® e sub-regulado em resposta a 

GSNO. Os genes de álcool desidrogenase não apresentaram modulação estatisticamente 

significativa em resposta a nenhum agente oxidante utilizado, mas analisando as réplicas 

pode-se perceber que sua expressão está aumentada em resposta a todos os experimentos com 

Paraquat® e sub-regulada em H2O2 e GSNO. Em trabalho realizado por Godon e 

colaboradores (1998) foi demonstrado que o tratamento de Saccharomyces cerevisiae com 

H2O2 provoca a diminuição na expressão de várias enzimas da via glicolítica, entre elas 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (já citada anteriormente), piruvato descarboxilase, 

piruvato desidrogenase e álcool desidrogenase.  

Estes resultados são totalmente compatíveis com os obtidos para P. brasiliensis e 

levam à sugestão de que a glicólise esteja inibida em situações de estresse oxidativo causado 

por H2O2, redirecionando o fluxo metabólico para a via pentose fosfato com produção de 

NADPH, importante no estresse oxidativo como co-enzima para glutationa redutase e 

tiorredoxina redutase (GODON et al., 1998; SHENTON e GRANT, 2003; RALSER et al., 

2007). Já em relação a 5 mM de Paraquat® as respostas são inversas, sugerindo que a glicólise 

e fermentação alcoólica estejam ativadas, apesar de genes da via pentose fosfato também 

estarem superexpressos em resposta a este agente, como será discutido posteriormente. 

Mallozzi, Di Stasi e Minetti (1995) sugerem que o aumento no fluxo glicolítico pode fornecer 

NADH (forma reduzida) e energia para as células combaterem o estresse oxidativo.  

A enzima fosfo-enolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (MAC0140 e MAC0423 – 

Figura 24) é capaz de fazer a interconversão entre oxalacetato e fosfo-enolpiruvato, 

notadamente utilizada na gliconeogênese para contornar a etapa glicolítica irreversível de 

formação do piruvato a partir de fosfo-enolpiruvato pela enzima piruvato quinase. O gene 

desta enzima é modulado com significância estatística apenas em resposta a Paraquat®, 

mostrando-se superexpresso, o que pode sugerir a ativação da gliconeogênese e não da 

glicólise em resposta à Paraquat®, uma vez que os genes superexpressos das outras enzimas 

da glicólise, citados acima, são comuns à gliconeogênese. Um estudo com cultura de células 

hepáticas (H4IIE) mostrou aumento na expressão de PEPCK induzido por butionina 

sulfoxamina (BSO), um gerador de estresse oxidativo por inibição da síntese de glutationa 

(ITO et al., 2006). Teimouri e colaboradores (2006) também mostraram o aumento desta 

enzima em homogenatos de fígado de ratos após a indução de estresse oxidativo por 

administração de diazinon através de sonda gástrica. Foi demonstrado em plantas que radicais 
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livres gerados por ozônio foram capazes de aumentar a expressão de PEPCK (BORLAND et 

al., 2006). O tratamento de ratos com injeções de Paraquat® induziu o aumento na expressão 

deste gene nos rins dos animais (TOMITA et al., 2006). Recentemente, Derengowski e 

colaboradores (2008) mostraram, utilizando RT-PCR, o aumento na expressão do gene de 

PEPCK em P. brasiliensis recuperado após internalização por macrófagos murinos. Todos 

estes resultados corroboram com os dados apresentados para P. brasiliensis submetido a 5 

mM de Paraquat®. 

No ciclo do ácido cítrico, a síntese de citrato a partir de oxalacetato e acetil-CoA é 

feita pela enzima citrato sintase (MAC0002 – Figura 44) e a expressão do gene desta enzima 

aparece aumentada, entre 4,8 e 7 vezes, em resposta a GSNO e 1,6 vezes em resposta a H2O2. 

Em resposta a Paraquat® sua expressão não foi estatisticamente significativa, embora a análise 

pontual das réplicas experimentais tenha mostrado aumento na sua expressão variando entre 

1,1 e 2,4 vezes. O aumento da expressão deste gene já foi observado em zebrafish (Danio 

rerio) quando cobre foi adicionado à água para induzir a produção de radicais hidroxil, 

através da reação de Fenton (CRAIG, WOOD e McCLELLAND, 2007).  

A enzima aconitase (MAS0459 – Figura 28) responsável pela conversão de citrato à 

isocitrato também aparece com modulação positiva em resposta a 5 mM de Paraquat®, com 

aumento de 3,4 vezes, assim como os genes de isocitrato desidrogenase (MAS0557 – com 

aumento de 1,4 vezes e MAS1472 – com aumento de 1,5 vezes), enzima responsável pela 

oxidação de isocitrato à α-cetoglutarato acoplada à redução de NAD+ a NADH ou NADP+ a 

NADPH (STRYER, 1992; KEGG, 2008). Em resposta a GSNO, nenhum destes genes 

(MAS0459, MAS0557 e MAS1472) tem modulação estatisticamente significativa. Em 

resposta a H2O2, apenas o gene da aconitase apresenta modulação estatisticamente 

significativa, mostrando-se com a expressão diminuída de 1,5 a 2,2 vezes. A aconitase é uma 

enzima que contem Fe-S e está presente no regulon SoxRS em E. coli, um grupo coordenado 

de genes que são ativados em qualquer situação que aumente a produção de superóxidos nesta 

bactéria; fazem parte deste grupo, além da aconitase, a Mn-SOD, glicose 6-fosfato 

desidrogenase (ativada para aumentar a produção de NADPH), uma enzima de reparo de 

DNA, entre outras (FRIDOVICH, 1997). No entanto, como alvo de oxidação, a aconitase 

pode ser inativada por radicais livres, liberando ferro, que pode aumentar a situação de 

estresse oxidativo através da reação de Fenton (BOUTON, 1999; FARISS et al., 2005). O 

estresse nitroso causado por sódio nitroprussiato em Saccharomyces cerevisiae levou à 

ativação de superóxido dismutase e catalase, mas causou inibição da aconitase (LUSHCHAK 

e LUSHCHAK, 2008). Batinic-Haberle e Benov (2008) demonstraram que, em E. coli 
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deficiente em SOD e ratos diabéticos, a isocitrato desidrogenase dependente de NADP+ é 

oxidada por radicais superóxidos, perdendo sua função. No entanto, a enzima inativada é 

reposta em nova síntese protéica, ou seja, quando tratados com superóxidos, os modelos 

aumentam a expressão de isocitrato desidrogenase. Jo e colaboradores (2001) mostraram o 

aumento da expressão da isocitrato desidrogenase dependente de NADP+ como resposta a 

EROs em células de fibroblastos de camundongos e propõem que este enzima seja a maior 

produtora de NADPH, necessário para a regeneração de glutationa na mitocôndria, e por este 

motivo desempenha um papel fundamental na defesa da célula contra o estresse oxidativo. 

 Ainda no ciclo do ácido cítrico, o succinato pode ser convertido a fumarato pela 

succinato desidrogenase (MAC0332). Esta enzima é parte integrante da membrana interna da 

mitocôndria, participando diretamente da cadeia transportadora de elétrons, ao usar como 

aceptor destes elétrons o FAD que está ligado covalentemente à cadeia lateral de uma de suas 

histidinas. Após a ligação destes elétrons aos grupamentos de ferro-enxofre do FAD, este fica 

reduzido a FADH2, seus elétrons podem ser transferidos diretamente para a ubiquinona ou 

radicais superóxido (STRYER, 1992; KEGG, 2008). O gene desta enzima também aparece 

superexpresso em resposta a Paraquat®, com aumento de 1,3 a 2,7 vezes, e sem modulação 

estatisticamente significativa em resposta aos outros dois agentes. Rosenstock e colaboradores 

(2009) testaram um inibidor da succinato desidrogenase em camundongos e observaram um 

aumento no estresse oxidativo e mudanças anatômicas associadas à patofisiologia da doença 

de Huntington. De uma forma geral, enzimas ligadas à fosforilação oxidativa, como a 

succinato desidrogenase, têm sido apontadas como grandes geradoras de EROs e suas 

atividades reduzidas em situações  de estresse oxidativo evitando a formação de mais radicais 

livres (SLANE et al., 2006; MAILLOUX et al., 2007; VENKATRAMAN et al., 2008). 

Assim, o comportamento desta enzima como resposta a Paraquat® não é o encontrado 

comumente na literatura. Mais à frente, o metabolismo energético será discutido com mais 

detalhes (item 5.4). 

 Fechando o ciclo do ácido cítrico, é possível observar a enzima malato desidrogenase 

(MAC1147 – Figura 48, MAC1414 – Figura 16 e MAS0724 – Figura 24), responsável pela 

interconversão de malato e oxalacetato. No sentido de formação de oxalacetato (oxidação) a 

reação está acoplada à redução de NAD+ a NADH (STRYER, 1992; KEGG, 2008). Os genes 

de malato desidrogenase aparecem sub-regulados em resposta a H2O2, com diminuição na 

expressão de 2,2 a 4,2 vezes, e GSNO, com diminuição de 1,2 a 3,9 vezes. Em resposta a 

Paraquat® a expressão deste gene está aumentada em pouco mais que 2 vezes. Este perfil de 

resposta a H2O2 é descrito por Godon e colaboradores (1998), que trataram Saccharomyces 
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cerevisiae com este agente oxidante. Venkatraman e colaboradores (2008) demonstraram 

inibição da malato desidrogenase em camundongos como resposta a benzo[α]pireno, um 

agente carcinogênico, por formar radicais livres com marcada lipoperoxidação. Arulkumaran 

e colaboradores (2007) também mostraram a inibição da malato desidrogenase e outras 

enzimas mitocondriais em ratas tratadas com um indutor de carcinoma mamário, que exerce 

seu efeito através da peroxidação. Novamente, a superexpressão desta enzima em resposta a 

Paraquat® não é um resultado encontrado na literatura. Ao contrário, é demonstrada por 

Fukushima e colaboradores (1993), a diminuição da atividade das enzimas mitocondriais, 

como a malato desidrogenase, em resposta a Paraquat®. No entanto, a produção de espécies 

reduzidas (NADH) e a sua ação no ciclo do glioxilato podem ser explicações para o aumento 

na expressão deste gene. 

 Um trabalho com camundongos Swiss albinos mostrou que o tratamento destes 

animais com injeções intraperitoniais de benzo[α]pireno provocou a diminuição nos níveis 

das enzimas isocitrato, α-cetoglutarato, succinato e malato desidrogenases 

(VENKATRAMAN et al., 2008). Bactérias P. fluorescens mostraram forte inibição de α-

cetoglutarato, NAD-isocitrato e succinato desidrogenases quando tratadas com menadiona 

(gerador de superóxidos) e H2O2 (MAILLOUX et al., 2007). Godon e colaboradores (1998) 

também mostram inibição de algumas enzimas do ciclo do ácido cítrico em Saccharomyces 

cerevisiae tratado com H2O2. E. coli SOD deficiente tratada com dióxido de titânio 

fotoexcitado, capaz de gerar estresse oxidativo, apresentou diminuição na expressão de todas 

as enzimas do ciclo do ácido cítrico (OJIMA, NISHIOKA e TAYA, 2008). Estes dados são 

congruentes com os apresentados em P. brasiliensis como resposta a H2O2 e GSNO, 

confirmando os dados aqui apresentados e sugerindo que este fungo diminui a atividade do 

ciclo do ácido cítrico em resposta a estes agentes. No entanto, quando tratado com 5 mM de 

Paraquat®, o fungo apresenta um comportamento diferente, aumentando a expressão destas 

enzimas, levando à consideração de que aumenta a atividade deste ciclo para gerar mais 

espécies reduzidas, como NADH e NADPH, importantes no combate ao estresse. Este 

comportamento também pode ser visto em vários trabalhos com estresse oxidativo já citados 

anteriormente (FRIDOVICH, 1997; JO et al, 2001; CRAIG, WOOD e McCLELLAND, 

2007; BATINIC-HABERLE e BENOV, 2008); o que mostra a utilização desta via pelo fungo 

de maneiras diferentes em situações de estresse e uma relação ainda intrincada entre o ciclo 

do ácido cítrico e EROs e ERNs. 

 Em uma ramificação do ciclo do ácido cítrico, o succinato pode ser formado a partir de 

succinato semialdeído por uma enzima conhecida como succinato semialdeído desidrogenase 
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(SSADH) (KEGG, 2008) (MAS1067 – Figura 46), que aparece superexpressa em resposta a 

GSNO e H2O2, mas não teve resultado estatisticamente significativo em resposta a Paraquat®. 

Alguns trabalhos recentes mostram que o inativação do gene de SSADH leva à produção de 

EROs (GUPTA et al., 2003; LATINI et al., 2007; LUDEWIG et al., 2008). Coleman e 

colaboradores (2001) demonstraram a ativação do gene de SSADH e da via metabólica do 

glutamato por H2O2 em Saccharomyces cerevisiae como uma forma de equilibrar mudanças 

de oxidoredução nas células. Estes dados confirmam os resultados obtidos para H2O2 e GSNO 

em P. brasiliensis. 

 Na via pentose fosfato, aparecem os genes das enzimas glicose 6-fosfato isomerase ou 

desidrogenase (G6PDH) (MAS0089 – Figura não mostrada), que transforma glicose 6-fosfato 

em 6-fosfogluconato e 6-fosfogluconato desidrogenase (MAC0706 – Figura 30, MAC1328 e 

MAS0569 – Figuras não mostradas) que converte o 6-fosfogluconato em ribulose 5-fosfato. 

As duas reações são acopladas à redução de NADP+ a NADPH. Na etapa seguinte a ribose 5-

fosfato isomerase (MAS0236) converte a ribulose 5-fosfato em ribose 5-fosfato e esta pode 

ser transformada em frutose 6-fosfato e gliceraldeído 3-fosfato por meio da ação das enzimas 

fosfopentose epimerase (possivelmente MAS0567 – Figura 13), transcetolase e transaldolase 

(STRYER, 1992; KEGG, 2008). O gene de G6PDH aparece superexpresso em resposta a 

Paraquat® e não tem modulação estatisticamente significativa em resposta à H2O2 e GSNO. 

Os genes da 6-fosfogluconato desidrogenase aparecem superexpressos em resposta a 5 mM e 

subregulados em resposta a 0,5 mM de Paraquat®, ao contrário do gene de ribose 5-fosfato 

isomerase. Nenhum deles tem modulação estatisticamente significativa em resposta a GSNO 

e H2O2. Já o gene de epimerase, aparece superexpresso em resposta a H2O2 e a 0,5 mM de 

Paraquat® sem ter modulação estatisticamente significativa a GSNO. Fora da via, o mesmo 

acontece com o gene de desoxirribose fosfato aldolase (MAS0983), responsável pela 

conversão de desoxirribose fosfato em acetaldeído e gliceraldeído 3-fosfato. Em resposta ao 

estresse oxidativo os fungos podem redirecionar o seu fluxo metabólico da glicólise para a via 

pentose fosfato, principal rota de produção de NADPH para manutenção do balanço oxidativo 

e a G6PDH é a enzima limitante e porta de entrada nesta via (KLETZIEN, HARRIS e 

FOELLMI, 1994; GRANT, 2008). O gene de G6PDH foi mostrado com sua expressão 

aumentada em E. coli tratada com Paraquat® e menadiona (GREENBERG et al., 1990). Em 

E. coli também, foi clonado este gene de Trypanosoma cruzi, respondendo com aumento de 

expressão em resposta ao estresse oxidativo (IGOILLO-ESTEVE e CAZZULO, 2006). 

Godon e colaboradores (1998) mostraram o aumento na produção desta enzima, tratando 

Saccharomyces cerevisiae com H2O2 e Izawa e colaboradores (1998) mostraram que mutantes 
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deste mesmo fungo com o gene de G6PDH deletado são mais sensíveis ao estresse oxidativo 

gerado por H2O2. Utilizando microarranjos de DNA, Wang e colaboradores (2006) mostraram 

o aumento na expressão deste gene em Candida albicans tratada com H2O2. Estes dados 

confirmam a importância da via pentose fosfato para a defesa de P. brasiliensis contra o 

ataque oxidativo, gerado principalmente por Paraquat®. 

 

5.3.2 METABOLISMO ENERGÉTICO 

 A fosforilação oxidativa (Figura 68) é composta por três complexos enzimáticos que 

bombeiam prótons, ligados por dois transportadores móveis de elétrons, um complexo 

enzimático ligado ao ciclo do ácido cítrico (fumarato redutase ou succinato desidrogenase – 

complexo II) e um complexo com um canal para o retorno de prótons e produção de ATP 

(FoF1ATP sintase – complexo V). O primeiro complexo, que bombeia prótons para fora da 

membrana interna da mitocôndria, é conhecido como NADH-Q redutase ou NADH 

desidrogenase (complexo I). Os dois elétrons do NADH são transferidos para flavina 

mononucleotídeo (FMN), o grupamento prostético deste complexo, que é reduzido a FMNH2. 

Posteriormente, estes elétrons serão transferidos do FMNH2 para aglomerados ferro-enxofre 

(Fe-S), o segundo grupamento prostético da NADH-Q redutase, que são responsáveis por 

transferi-los então para a ubiquinona ou coenzima Q, o primeiro elemento móvel da cadeia. 

Ao mesmo tempo prótons são bombeados para o espaço entre as membranas interna e externa 

da mitocôndria conhecido como espaço intermembranas ou tilacóide (STRYER, 1992; 

KEGG, 2008). 

 A succinato desidrogenase, enzima que faz parte do complexo II, converte o succinato 

em fumarato e transfere elétrons para o FAD que está ligado covalentemente à cadeia lateral 

de uma de suas histidinas. Após a ligação destes elétrons aos grupamentos de ferro-enxofre do 

FAD este fica reduzido a FADH2. A ubiquinona também é responsável por receber os elétrons 

do FADH2 convertendo-se à sua forma reduzida o ubiquinol ou QH2, que transfere os elétrons 

recebidos para o citocromo c utilizando o terceiro complexo enzimático, o citocromo c 

redutase ou ubiquinol citocromo c redutase (complexo III). Esta transferência ocorre por meio 

de um intermediário semiquinônico (QH·). Primeiramente um elétron é transferido para um 

aglomerado Fe-S deste complexo, segue para o segundo grupamento, o citocromo c1 e então 

para o citocromo c, o segundo elemento móvel da cadeia, que o leva para fora do complexo. 

Isto leva a redução de QH2 para QH·. Esta semiquinona é então reduzida a ubiquinona pelo 

citocromo b566, que reduz o citocromo b562. Por sua vez, o citocromo b562 vai reduzir QH· 
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a QH2 e este inicia novamente o processo de transferência para o aglomerado Fe-S. O 

funcionamento deste complexo faz com que novamente prótons sejam jogados para o espaço 

tilacóide. Este processo de transferência dos elétrons do complexo I e II para o complexo III é 

conhecido como ciclo Q (STRYER, 1992). 

 O quarto complexo enzimático, que também bombeia prótons, é chamado de 

citocromo c oxidase (complexo IV). Neste, os elétrons do citocromo c são transferidos para o 

oxigênio, reduzindo-o à água, por meio de pelo menos 8 subunidades (algumas codificadas 

pelo genoma mitocondrial), entre elas grupos hemo, citocromos (a e a3) e íons cobre 

(STRYER, 1992). 

 O resultado destas transferências de elétrons e o bombeamento de prótons (H+) para o 

exterior da matriz mitocondrial é a criação de um gradiente eletro-químico. Este gradiente 

serve como força motriz para a produção de ATP, quando estes prótons, retornado à matriz 

mitocondrial através do complexo enzimático V conhecido com FoF1ATP sintase, liberam 

energia para a conversão de ADP e um grupamento fosfato, em ATP neste mesmo complexo 

(STRYER, 1992). 

 Nos resultados apresentados aparecem alguns genes dos complexos enzimáticos 

ligados à fosforilação oxidativa, são eles: ubiquinol citocromo c redutase (MAC1417 – 

Figuras 16, 28 e 38), citocromo c redutase subunidade Fe-S (MAC1331 – Figura 38), 

precursor do citocromo c1 (MAC0565 – Figuras 27 e 38), citocromo c oxidase (MAC1199 – 

Figuras 17, 27 e 37), citocromo c oxidase – subunidade V (MAS1948 – Figuras 29 e 41), 

citocromo c oxidase – subunidade VI (MAC0638 – Figura 38) e transportador de fosfato 

inorgânico (MAS0987 – Figura 27). Todos estes genes aparecem superexpressos ao 

tratamento com Paraquat® e sub-regulados ou sem modulação estatisticamente significativa a 

H2O2 e GSNO. Também pode ser visto o gene de FoF1ATP sintase (MAC1130 – Figura 16), 

que aparece subregulado ao tratamento com H2O2 e não tem modulação estatisticamente 

significativa a Paraquat® e GSNO, cadeia alfa ATP sintase (MAS1818 – Figuras 48 e 55), que 

aparece sub-regulado em resposta aos três agentes e subunidade beta ATP sintase (MAC0396 

– Figura 36), que aparece sub-regulado a H2O2 e Paraquat®, mas não tem modulação 

estatisticamente significativa a GSNO. Nestes dois últimos genes a expressão em resposta a 

Paraquat® 5 mM retorna ao nível basal. A subregulação dos genes destas enzimas ao 

tratamento com H2O2 e GSNO é explicada na literatura por inúmeros indícios de que a cadeia 

respiratória seja a maior fonte geradora de superóxidos e radicais livres nas células, assim a 

diminuição da sua atividade minimizaria a principal fonte endógena de radicais livres (IUCHI 

e WEINER, 1996; SIES, 1997; FINKEL e HOLBROOK, 2000; FÖRSTERMANN, 2008; 
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OJIMA, NISHIOKA e TAYA, 2008). Em relação ao aumento na expressão destes genes em 

resposta a Paraquat®, não existem indícios deste tipo de comportamento, o que leva à 

suposição de que este aumento seja no sentido de repor as proteínas e enzimas que foram 

oxidadas pelo Paraquat®, principalmente por terem subunidades com metais como Fe, Cu e S 

(FLINT, TUMINELLO e EMPTAGE, 1993; GORT e IMLAY, 1998), uma vez que o mau 

funcionamento da fosforilação oxidativa levaria a uma produção ainda maior destes radicais 

(WEI e LEE, 2002; CALABRESE et al., 2005; IMLAY, 2006; VENKATRAMAN et al., 

2008). 

 

Figura 68: Fosforilação oxidativa. As proteínas e subunidades de enzimas identificadas com o número de acesso 
(MAC ou MAS) tem modulação estatisticamente significativa em resposta a pelo menos um dos agentes 
oxidantes utilizados. As setas vermelhas indicam superexpressão em resposta a Paraquat®, a seta verde indica 
sub-regulação em resposta aos três agentes utilizados. Em letras azuis, algumas subunidades do complexo 
enzimático ubiquinol-citocromo c redutase. 
 

5.3.3 METABOLISMO DE AMINOÁCIDOS 

 Nas figuras 15, 16, 28 e 38 encontra-se um gene denominado 4-hidroxifenilpiruvato 

dioxigenase (4HPPD – MAC0550, MAC1409 e MAS0502). Análises funcionais mostraram 

que este gene é responsável pela enzima 4HPPD do fungo, envolvida com a degradação dos 

aminoácidos tirosina e fenilalanina (Figura 69) (WYCKOFF et al., 1995). Sabe-se que a 

atividade da 4HPPD leva à produção de ácido homogentísico ou homogentisato (KAVANA e 

MORAN, 2003), substância que possui o potencial de atuar como bloqueador de ataques 

oxidativos, notadamente, por meio de mediadores liberados por macrófagos de hospedeiros 

infectados e cuja ação, parece ser decisiva para garantir o sucesso da resposta à infecção por 

P. brasiliensis (GONZALES et al., 2000; HALL et al., 2001; BORGES-WALMSLEY et al., 
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2002). Este bloqueio ocorre, pois o homogentisato na presença de O2, ou outro agente 

oxidante doador de oxigênio, é convertido a 4-maleilacetoacetato pela enzima homogentisato 

dioxigenase (MAC0559 – Figura 38) que é então convertido a 4-fumaril acetoacetato e 

hidrolisado a acetoacetato e fumarato pela fumaril acetoacetato hidrolase (MAC0670 – Figura 

37) (KEGG, 2008). Nossos resultados são compatíveis com estas informações, uma vez que 

estes genes (MAC0550, MAS0502, MAC0559 e MAC0670) aparecem com suas expressões 

aumentadas em resposta ao estresse oxidativo gerado por 5 mM de Paraquat®.  

 

Figura 69: Metabolismo da tirosina e fenilacetato. Os genes identificados com o número de acesso MAC ou 
MAS têm modulação estatisticamente significativa em resposta a Paraquat®. As setas vermelhas indicam a 
superexpressão dos genes em resposta a Paraquat®. (Fonte: Adaptado de SCHMALER-RIPCKE et al., 2009.) 
 

 Schmaler-Ripcke e colaboradores (2009) mostraram que o gene de 4HPPD e o 

homogentisato, envolvidos na degradação de tirosina, são fatores fundamentais na produção 

de piomelanina, um tipo secundário de melanina produzido a partir da polimerização de 

benzoquinonacetato, obtido da oxidação de homogentisato (Figura 69). A produção deste 

pigmento, portanto, se dá por uma via independente de diidroxifenilalanina (DOPA) e 

laccases. Estes pesquisadores produziram um mutante de Aspergillus fumigatus com o gene 

de 4HPPD deletado e outro com o gene de homogentisato dioxigenase deletado, mostrando no 

primeiro a falta de pigmentação e maior sensibilidade ao estresse oxidativo provocado por 

H2O2 e diamida; no segundo, verificaram o acúmulo de homogentisato e aumento na 



125 

 

pigmentação com maior produção de piomelanina, no entanto, a resistência ao estresse 

oxidativo foi equivalente ao fungo selvagem. Um experimento com a bactéria patogênica 

Burkholderia cenocepacia mostrou que esta é capaz de produzir piomelanina e mutantes com 

o gene de 4HPPD deletado, além de não produzirem o pigmento, são mais sensíveis ao 

estresse oxidativo gerado por H2O2 e superóxidos produzidos por um sistema de xantina 

oxidase; em resposta a Paraquat® o mutante foi tão resistente quanto o selvagem, no entanto, 

isto pode ser explicado pelo fato de que a piomelanina produzida por esta bactéria é exportada 

e fica no sobrenadante da cultura e o Paraquat® gera radicais superóxidos apenas no espaço 

intracelular (KEITH et al., 2007). Estes trabalhos confirmam a importância do gene de 

4HPPD na resistência dos microrganismos ao estresse oxidativo e provavelmente na sua 

sobrevivência quando internalizados nos fagócitos. 

 Outro aspecto importante acerca do 4HPPD, diz respeito à existência de uma 

substância capaz de inibir sua atividade. Esta substância é o 2-(2-nitro-4-trimetilbenzoil)-1,3-

ciclohexanodiona, também conhecido como NTBC ou Nitisinona (HALL et al. 2001; 

KAVANA e MORAN, 2003). O NTBC age como um inibidor competitivo específico da 

4HPPD, e é o princípio ativo de um medicamento conhecido como Orfadin®, utilizado para 

tratamento de Tirosinemia do tipo I, uma doença genética associada a mutações que inativam 

o gene que codifica a fumarilacetoacetato hidrolase (LUIJERINK et al., 2003). Com a 

inibição desta via evita-se o acúmulo de 4-fumaril acetoacetato (Figura 69). Experimentos 

realizados por Nunes e colaboradores (2005), descreveram um papel fundamental da enzima 

4HPPD na transição micélio-levedura de P. brasiliensis. Foram feitos testes de transição do 

fungo na presença de concentrações crescentes de NTBC, verificando que a partir de 

concentrações de 100 μg/mL houve a inibição total da transição do Paracoccidioides 

brasiliensis. Esta via de degradação da tirosina merece atenção especial na luta contra a 

paracoccidioidomicose, e novos estudos devem ser realizados para entendermos melhor o real 

papel dos genes desta via para o Paracoccidioides brasiliensis. 

 A produção de homogentisato também pode ser feita a partir de fenilacetato em uma 

reação com duas etapas (Figura 69). Uma delas é realizada pela enzima fenilacetato 2-

hidroxilase (MAC0204 – Figuras 25 e 50 e MAC1183 – Figura 50) que oxida o fenilacetato a 

hidroxifenilacetato, consumindo NADH e liberando NAD+ em uma reação acoplada com a 

redução de O2 ou superóxidos. A segunda etapa envolve a conversão de hidroxifenilacetato 

em homogentisato, também com o consumo de NADH (ou NADPH) e liberação de NAD+ (ou 

NADP+) acoplado a redução de O2 (MINGOT, PEÑALVA e FERNÁNDEZ-CAÑON, 1999). 

Os genes MAC0204 e MAC1183 aparecem superexpressos em resposta a Paraquat® e GSNO.  
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 Em outra via de metabolismo de aminoácidos mostrada na figura 70, tem-se o gene da 

cisteína dioxigenase (MAC0317 – Figura 24), responsável pela oxidação de cisteína a 3-

sulfinoalanina, esta, após descaboxilação, é convertida em hipotaurina pela sulfinoalanina 

descaboxilase. Por sua vez a hipotaurina é oxidada a taurina em uma reação acoplada com a 

redução de um NAD+ (ou NADP+) a NADH (ou NADPH) (KEGG, 2008). O gene de cisteina 

dioxigenase (MAC0317) foi superexpresso em resposta a todas as concentrações de Paraquat® 

e GSNO. 

 

 
Figura 70: Via de degradação de cisteína. O gene identificado com o número de acesso MAC0317 tem aumento 
estatisticamente significativo na sua expressão em resposta a Paraquat® e GSNO. 
 

A taurina é um ácido orgânico derivado de cisteína presente na bílis, intestino e alguns 

outros tecidos de animais e seres humanos. Apesar de a taurina ser descrita como um 

aminoácido, na verdade o correto seria designá-la como um ácido amino-sulfônico, pois no 

lugar do grupo carboxila ela possui um grupo sulfoxila (BROSNAN e BROSNAN, 2006). 

Várias funções têm sido atribuídas à taurina como manutenção da homeostase de cálcio, 

osmorregulação, remoção do ácido hipocloroso, e estabilização de membranas (HUXTABLE, 

1992; WRIGHT, TALLAN e LIN, 1986). Estudos demonstram que a taurina e seu precursor, 

a hipotaurina, possuem atividade antioxidante (COZZI et al. 1995; REDMOND, WANG e 

BOUCHIER-HAYES, 1996). A hipotaurina competiu com agentes antioxidantes como o 

dimetil pirroli-N-óxido (DMPO) por radicais hidroxil, e esta atividade deve-se ao seu 

grupamento sulfoxil, que atua como “scavenger” destes radicais (GREEN et al., 1991). 

Outros estudos mostram também um efeito antioxidante indireto, prevenindo mudanças na 

permeabilidade da membrana durante ataques oxidativos (NAKASHIMA, TANIKO e 

KURIYAMA, 1982; GÜRER et al., 2001). No entanto Aruoma e colaboradores (1988) e Shi 

e colaboradores (1997) mostraram que este efeito antioxidante deve ser atribuído a 

hipotaurina e não a taurina. 

A administração profilática de taurina protege o pulmão de danos induzidos pela 

inalação de NO2 ou O3 e pela instilação intratraqueal de Paraquat®, todos estes modelos de 
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danos pulmonares envolvem um influxo de neutrófilos e macrófagos seguidos da produção de 

mediadores da inflamação (BARUA, LIU e QUINN, 2001).  

Embora o mecanismo de proteção da taurina não esteja totalmente esclarecido, estudos 

mais recentes, a maioria deles realizado em mamíferos, sugerem que a formação de taurina 

cloramina (Tau-Cl) responde pelo efeito protetor da taurina (LIU et al., 1998).  

Após a fagocitose, neutrófilos e monócitos, utilizando a enzima mieloperoxidase, 

geram ácido hipocloroso (HOCl). A taurina reage com o HOCl e forma a taurina cloramina. 

Vários estudos indicam que a taurina cloramina inibe a produção de NO, TNF-α e outros 

mediadores da inflamação (GAUT et al., 2002; NAGL et al., 2000; BARUA, LIU e QUINN, 

2001; HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2000). Dentre estes estudos pode-se citar o realizado 

por Marcinkiewicz e colaboradores (1999) em que foi relatado que a produção de NO, por 

células dendríticas murinas contra organismos patogênicos, foi inibida por taurina cloramina 

de maneira dose dependente.  

 

5.3.4 OUTROS GENES RELEVANTES 

 Um resultado surpreendente foi obtido com o gene da enzima cobre amino oxidase 

(MAS1168 – Figuras 13, 47, 52 e 63). Esta enzima pertence a uma classe responsável pela 

desaminação de aminas primárias e formação do respectivo álcool. O surpreendente é que esta 

reação libera amônio e peróxido de hidrogênio (KEGG, 2008), e mesmo durante a exposição 

do fungo a H2O2, GSNO e 0,5 mM de Paraquat® este gene está superexpresso. Apenas em 

resposta a 5 mM de Paraquat® é que o gene está sub-regulado. Experimentos com 

Saccharomyces cerevisiae mostraram que a adição de farnesol isoprenoide exógeno, um 

precursor da biossíntese de esteróis e não esteróis isoprenóides, leva à diminuição no 

crescimento deste fungo por gerar EROs através da hiperpolarização do potencial 

transmembrana mitocondrial (MACHIDA e TANAKA, 1999). No entanto um análogo do 

farnesol, a farnesilamina, induz a formação de EROs de forma independente da alteração do 

potencial transmembrana mitocondrial. Segundo Tanaka e colaboradores (2004), o 

mecanismo de geração de H2O2 passa pela ativação da cobre amino oxidase. O aumento da 

expressão da enzima cobre amino oxidase também foi relacionado, em plantas, com o 

aumento na produção de H2O2 indicando inclusive, grande relevância desta enzima na defesa 

contra patógenos (REA et al., 2002).  

 De uma forma geral, é possível ver nas figuras alguns fatores de transcrição (por 

exemplo: MAS1853 e MAC0408 – fator de transcrição de cutinase – Figuras 13, 44, 60) e 
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proteínas ribossomais (por exemplo, MAS0570 e MAS2795 – Figura 17, entre outras) que ora 

aparecem superexpressos, ora sub-regulados. Estes genes não têm uma ligação específica com 

o estresse oxidativo ou nitroso, mas mostram a atividade celular com síntese de proteínas para 

adaptação do fungo ao meio onde está inserido. É possível ver também um gene de reparo de 

DNA (MAS0994 – Figura 27), que pode estar ativado para corrigir danos realizados nesta 

molécula pelos agentes oxidantes. Ele aparece superexpresso em resposta a Paraquat® e H2O2. 

Observa-se nas figuras 15, 29, 39, 48, 54 e 61, que genes de biotina sintase (MAS1290 

e MAS0706), enzima limitante no processo de produção de biotina, estão ativados devido à 

produção de superóxidos pelo Paraquat®, sugerindo que o fungo utilize um mecanismo de 

defesa ligado à biotina. Uma análise cuidadosa da literatura revelou um único trabalho que 

identifica a biotina como uma substância envolvida em resposta contra agentes oxidantes 

(SEKIGUCHI e NAGAMINE, 1994). Neste estudo, os autores sugerem que a biotina seria 

capaz de funcionar como um agente antioxidante indireto, ou seja, não atuando diretamente na 

detoxificação de radicais livres, mas por meio da modulação de enzimas da via da NADPH 

oxidase que catalisa a conversão de O2 ou O2˙- em H2O2 ou H2O e NADPH em NADP+. 

Foram identificadas pelo menos 4 enzimas caboxilases que são dependentes de biotina em 

mamíferos e 5 classes de histonas que tem ligação covalente com biotina (GRAVEL e 

NARANG, 2005). No entanto, não foi possível detectar o aumento na expressão destas 

carboxilases em nossos experimentos, pois as duas enzimas presentes no “chip” não 

apresentaram modulação estatisticamente significativa. O efeito da ausência de biotina foi 

comparado ao do causado por EROs gerados na cadeia respiratória em fibroblastos 

pulmonares humanos (DEPEINT et al., 2006). A toxicidade mitocondrial resultante da 

inativação de carboxilases por ausência de biotina foi descrita por Rodríguez-Meléndez e 

colaboradores (2001). 

Em relação à biotina sintase, existem estudos mostrando a presença de dois 

grupamentos Fe-S nesta enzima (LAYER et al., 2004; JARRET, 2005). Estes grupos Fe-S 

podem conferir à enzima a capacidade de participar de reações de oxido-redução, como é o 

caso da formação da molécula de biotina (WANG e FREY, 2007).  

O gene de glicosamina-frutose 6-fosfato aminotransferase (MAC1186 – Figura 25) e 

quatro genes de quitina sintase (MAS1662 – Figura 25, MAS0455 e MAS1341 – Figura 27 e 

MAS0094) também aparecem nesta relação com superexpressão em resposta exclusivamente 

a Paraquat®. A glicosamina-frutose 6-fosfato aminotransferase, ou glicosamina 6-fosfato 

sintase, catalisa a conversão de frutose 6-fosfato em glicosamina 6-fosfato, utilizando uma 

glutamina como doadora de nitrogênio. O produto final desta via metabólica é o UDP-N-
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acetil glicosamina, a substância mais utilizada na síntese de quitina para a parede fúngica 

(MILEWSKI, 2002; WOJCIECHOWSKI et al., 2005). Observando todos os genes 

responsivos a este agente (não só os exclusivos) podem ser encontrados um gene de glutamina 

sintase (MAS1690) e de UDP-N-acetilglicosamina pirofosfatase (MAS1030) ambos 

superexpressos em resposta a Paraquat® e sub-regulados em resposta a H2O2 e GSNO. Os 

genes de N-acetil glucosaminiltransferase (MAS0488 e MAS2188) e UDP-N-

acetilglicosamina doliquil-fosfato ou UDP-N-acetilglicosamina fosfato (MAS2633) podem 

ser vistos sub-regulados em resposta a 5 mM de Paraquat®. Estes resultados apontam para o 

aumento na síntese de quitina, para fortalecer a parede fúngica contra o estresse causado por 

Paraquat®, como pode ser visto na figura 71, onde a via de síntese de quitina é apresentada a 

partir de frutose 6-fosfato e glutamina. As setas vermelhas indicam a superexpressão da 

enzima responsável por aquela etapa, enquanto as setas verdes indicam a sub-regulação da 

enzima catalizadora da reação apontada em resposta a Paraquat®. 

 A quitina, assim como a α-1,3 glucana, já foi apontada por alguns autores como 

possível fator de virulência, mostrando cepas menos virulentas com a diminuição de quitina 

na composição de sua parede (COX e BEST, 1972; HOGAN, KLEIN e LEVITZ, 1996). Em 

Candida albicans a quitina também pode ser considerada um fator de virulência, pois cepas 

mutantes deficientes em quitina se mostraram menos virulentas em camundongos (BULAWA 

et al., 1995). Osmond, Specht e Robbins (1999) demonstraram que a deleção do gene de 

quitina sintase III (CHSIII), maior produtor de quitina em Saccharomyces cerevisiae, leva a 

mutantes inviáveis deste fungo. A atividade antioxidante e antimutagênica de derivados da 

quitina como quitosana, sulfato de quitosana e carboximetil-quitina glucana foi comprovada 

em estudos in vitro que sugerem atividade “scavenger” destas substâncias contra radicais 

hidroxil e oxigênio singlete (SHON et al., 2002; SLAMENOVA et al., 2003; XING et al., 

2005; LAZAROVA et al., 2006; MENDIS et al., 2007; HORVATHOVA et al., 2008). A 

quitosana solúvel em água também se mostrou efetiva no combate ao estresse oxidativo in 

vivo, quando adicionada como suplemento dietético (ANRAKU et al., 2008). Nunes e 

colaboradores (2005) mostraram um aumento na expressão de várias quitino-sintases durante 

a transição dimórfica deste fungo. Bulik e colaboradores (2003) demonstraram que o aumento 

da deposição de quitina na parede e septo celulares de Saccharomyces cerevisiae está 

diretamente ligado ao aporte dos intermediários (glucosaminas e N-acetil glucosaminas) e a 

atividade das enzimas da via sintética.  
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Figura 71: Via de síntese de quitina a partir de frutose 6-fosfato e glutamina. As enzimas identificadas com o 
número de acesso (MAC ou MAS) tem modulação estatisticamente significativa em resposta a pelo menos um 
dos agentes oxidantes utilizados. As setas vermelhas indicam superexpressão e as verdes indicam sub-regulação 
em resposta a Paraquat®, do gene responsável pela enzima catalizadora da etapa indicada. 
 

Recentemente foi demonstrado em Cryptococcus neoformans que a via metabólica 

ativada pela proteína quinase C1 (Pkc1) é essencial na manutenção da integridade celular, 

manifestação normal dos fatores de virulência e proteção contra o estresse oxidativo e nitroso. 

A manutenção da integridade celular realizada pela Pkc1 está ligada diretamente à quitina e 

quitosana, pois mutantes com o gene de Pkc1 deletado apesar de possuírem níveis 

semelhantes destas substâncias em relação ao fungo selvagem, apresentam erros na 

localização destas que tornam o fungo mais sensível ao estresse oxidativo e nitroso (GERIK 

et al., 2008). Estes dados somados aos aqui apresentados indicam fortemente um possível 

alvo terapêutico, uma vez que o fungo parece se defender deste tipo de estresse aumentando a 

quantidade deste produto na composição de sua parede, evitando desta forma, a entrada de 

radicais na célula. Além disso, como a atividade antioxidante de derivados da quitina foi 
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comprovada nos experimentos citados anteriormente, é possível também, que o aumento na 

quantidade de quitina na parede do fungo protega-o do ataque de radicais livres, por meio de 

uma atividade “scavenger” desta substância. Isto sugere uma grande relação com a capacidade 

comprovada deste fungo em permanecer “inerte” no organismo humano dentro de granulomas 

por vários anos, causando recidivas ou até mesmo o aparecimento da doença longo prazo após 

o contato com áreas endêmicas. Uma inibição desta via pode auxiliar nos tratamentos atuais 

diminuindo as chances de recidivas ou até mesmo encurtando o período para a cura, pois a 

levedura será mais susceptível ao ataque de macrófagos. Além disto, a síntese de quitina não é 

uma via metabólica comum aos seres humanos, o que abre a possibilidade de utilização de 

drogas seletivas, com baixos índices de toxicidade e reações adversas. Varias substâncias, 

obtidas por modelagem molecular, estão sendo testadas para inibir a síntese de quitina, 

normalmente inibidores competitivos de glucosamina-frutose 6-fosfato aminotransferase 

similares à glutamina, como anticapsina, FMDP [ácido N3-(4-metoxifumaroil)-L-2,3-

diaminopropanoico] e derivados ADGP (2-amino-2-deoxi-D-glucitol-6-fosfato) e ADMP (2-

amino-2-deoxi-D-manitol-6-fosfato) (MILEWSKI, 2002; WOJCIECHOWSKI et al., 2005). 

Recentemente, algumas moléculas têm sido testadas com sucesso para a inibição de quitina 

sintase em Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, entre elas polioxina, 8,20-diidroxi-

9(11),13-abietadien-12-ona e ácido O-metil pisiferico (KANG et al., 2008).  

Alguns genes ligados ao metabolismo de ácidos graxos aparecem modulados em 

resposta a Paraquat® com aumento na sua expressão, tais como acil-CoA desidrogenase 

(MAS0963, MAS 1188, MAC1342), acetil-CoA acetiltransferase (MAC1027) e 3-ceto-CoA 

tiolase (MAC1318, MAS2238). Lorenz, Bender e Fink (2004) mostraram, utilizando a técnica 

de microarranjos de DNA, o aumento na expressão de genes ligados à degradação de ácido 

graxos em Candida albicans extraída de macrófagos mamíferos infectados. Fan e 

colaboradores (2005) identificaram um aumento na expressão de genes ligados ao 

metabolismo de lipídeos e β-oxidação de ácido graxos em Cryptococcus neoformans 

fagocitado por macrófagos murinos, utilizando também a técnica de microarranjos de DNA 

com posterior confirmação por qPCR. A degradação de ácidos graxos é uma grande fonte de 

energia para as células, fornecendo acetil-CoA para os ciclos do ácido cítrico e glioxilato. O 

aumento na expressão de genes ligados ao ciclo do ácido cítrico e/ou glioxilato e de PEPCK, 

junto à metabolização de ácidos graxos, sugerida por estes genes superexpressos em resposta 

a Paraquat®, e o ambiente pobre em glicose do macrófago, podem indicar a utilização de 

ácidos graxos na obtenção de energia e a ativação da gliconeogênese, como uma fonte 

alternativa de carbono. Esta utilização de ácidos graxos foi também sugerida em C. albicans 
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(LORENZ, BENDER e FINK, 2004) e C. neoformans (FAN et al., 2005) fagocitados por 

macrófagos. A frutose-6-fosfato, obtida na gliconeogenese, poderia entrar na formação de 

componentes de parede como as glucanas e a quitina, o que parece acontecer neste fungo, 

dada a superexpressão de vários genes ligados a síntese de quitina. Assim, estes resultados 

sugerem fortemente que para sobreviver fagocitado, o fungo deve obter energia a partir da 

degradação de ácidos graxos e utilizar a gliconeogênese para obter os precursores da parede 

celular, defendendo-se do ataque macrofágico. 
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6. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 

 O “chip” de P. brasiliensis, construído e validado por Nunes e colaboradores (2005) 

para análise da transição dimórfica deste fungo, mostrou-se eficiente também na análise 

genômica deste microrganismo em situações de estresse químico (oxidativo e nitroso), o que 

abre a possibilidade para novos estudos com diferentes drogas e/ou restrições impostas ao 

fungo. Esta eficiência foi comprovada por altas taxas de concordância entre os dados de 

microarranjos e PCR quantitativo em tempo real. 

 Os padrões de expressão esperados de vários genes (inositol 1-fosfato sintase, glicerol 

3-fosfato desidrogenase, proteínas de “heat shock”, superóxido dismutase, histidina quinase, 

4HPPD, entre outros já descritos na literatura) mostram que o ataque oxidativo foi efetivo. No 

entanto, foram encontrados alguns genes com padrões de expressão contrários aos esperados, 

como os genes de antioxidante tiol específico, peroxirredoxina, cobre amino oxidase e 

ferrodoxina. Os padrões de resposta diferentes entre os agentes utilizados e sua divisão em 

dois grandes grupos sugerem mecanismos diferentes para a defesa do Paracoccidioides 

brasiliensis contra ERNs, baixas doses de peróxido e superóxidos em relação a altas doses 

destes últimos. 

 O metabolismo de tirosina, que inclui a enzima 4HPPD, a produção de biotina e via de 

síntese de quitina merecem atenção especial na luta contra a paracoccidioidomicose e novos 

estudos devem ser realizados para entendermos melhor o real papel destas vias na busca de 

possíveis alvos terapêuticos. 
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A – PRIMERS UTILIZADOS NAS REAÇÕES DE qPCR 

Gene Direção Seqüência (5’-3’) 

Fenilacetato 2 hidroxilase 
F CCGTGTGTGTGTGTGTGTGT 
R GGATTCTCAGCCCAATCTCA 

Cisteina dioxigenase 
F CCCGTTGACTTTCATTTCGT 
R CGCACTGAGGTCATCTACCA 

HSP16 
F CCCAAAGACACGAACAACCT 
R ATGGGTGGGTATGATGGCTA 

Gliceraldeido 3-fosfato 
desidrogenase 

F TCCCAAATCTCTCAGCAACC 
R AAGCTGCTGGAAGAAACGAA 

Ferrodoxina 
F AAAGCCGGCAAATACTTCCT 
R TACAACGTACATGCCCCGTA 

Peroxirredoxina 
F GACGCTGGTAGGGTGTTTGT 
R GATCTGCCAGGAATCGGATA 

Antioxidante tiol específico 
F TCGCTCTGCAAACAGAGAGTCCTT 
R AGGAGCACGATGTTCTTCAGCCAT 

Superóxido dismutase Cu/Zn 
F CGCGGCTTTCACATCCATCAGTTT 
R GGCAGATGTGCAGCCATTGGTATT 

Biotina sintase 
F TCACGATACAACACCGGCCTGAAA 
R CGCTTCAAGAACGGAATCGACAGT 

Glutationa peroxidase 
F GCGCTGACCAAAAACTTCTC 
R TCCTGAGCAAAGTTGACGTG 

Proteína Y20 de P. brasiliensis 
F GTGCTGGAACCTATGCTGGT 
R GACGGCTCTTCGAGTCATTC 

4-HPPD 
F TCTTCACGGCAGCATTAAACACGG 
R GTCGCTGGATGATTTGTCGCAGTT 

Carnitina aciltransferase 
F GATCTTGTTGAATGCGCTGA 
R CTGCAACTGCTTTCCAATCA 

Transportador de cobre (alta 
afinidade) 

F CTTTCCTGGGCTTCTTTGTG 
R TGCCAGCATCTTTTTGTTTG 

Ubiquinol-citocromo C redutase 
F GGATTTCCCGGTATCCAAGT 
R CTGCGTTGAGGAGTTCTTCC 

YMR002w – controle endógeno 
F CCTGCTGGCAAGCTTTCAGTTGAT 
R GGCGTTTAGAAAGTGCATGGACGA 
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B – MEIO DE CULTURA YPD 

 

MEIO LÍQUIDO 

 

 Extrato de levedura    10g 

 Peptona de caseína    20g 

 Dextrose     20g 

 Água milli Q     q.s.p. 1000mL 

       pH 6,3 

 

MEIO SÓLIDO 

 

 Extrato de levedura    10g 

 Peptona de caseína    20g 

 Dextrose     20g 

 Agar bacteriológico    20g 

 Água milli Q     q.s.p. 1000mL 

       pH 6,3 
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C – SOLUÇÃO DE HIBRIDAÇÃO 

 

 SSC      6X 

 Denhardt’s     5X 

 DNA esperma de salmão   0,25 mg/ mL 

 SDS      0,5% 

 Formamida     50% 

 Poli dT     0, 925 mg/ mL 
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D – SOLUÇÕES DE LAVAGEM DA HIBRIDAÇÃO 

 

SOLUÇÃO DE MÉDIA ESTRINGÊNCIA 

 SSC      0,5X 

 SDS      0,01% 

 

SOLUÇÃO DE ALTA ESTRINGÊNCIA 

 SSC      0,06X 

 SDS      0,01% 

 

SOLUÇÃO DE PÓS-LAVAGEM 

 SSC      0,06X 

 

SSC – Solução de cloreto e citrato de sódio 

 NaCl      0,15 M 

 Citrato de sódio    0,15 M 

       pH 7,2 
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