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1. INTRODUCAO

Ha muitos anos, as drogas vém sendo a forma de intervengiio
terapéutica disponivel aos médicos, mais amplamente usada no combate a
infecges. Os produtos naturais ainda sdo importantes em alguns campos,
notavelmente na quimioterapia, mas a principal fonte de novas drogas sdo
agora os produtos quimicos sintéticos.

Um dos principios da quimioterapia se baseia na forma pela qual a
droga atua sobre um ou mais alvos na célula. O esclarecimento da natureza
destes alvos, bem como dos mecanismos pelos quais ocorre a associagdo da
droga com estes alvos constitui um dos objetos da investigagdo cientifica a
respeito do modo de acdo das drogas.

Os alvos protéicos para agdo destas drogas nas células podem ser
divididos em: receptores, canais 16nicos, moléculas transportadoras e enzimas
(Rang et al., 1997). Entre as drogas que sdo direcionadas as enzimas, existe
um novo antimicotico sintético, pertencente ao grupo das alilaminas, chamado
terbinafina. A terbinafina oral foi aprovada como medicamento no tratamento
das dermatofitoses no Reino Unido € na Dinamarca em 1991, no Canada em
1993 ¢ nos Estados Unidos em 1996 (Gupta e Shear, 1997). Este antimicético
¢ utilizado nos tratamentos das micoses humanas (Georpapadokou e Wash,
1994), assim como na aspergilose pulmonar e candidiase, provocadas
respectivamente pelas espécies Aspergillus fumigatus (Shiraldi, 1996) e
Candida albicans (Sanglard, 1996). A terbinafina age como um inibidor
enzimatico, na via de sintese do ergosterol, o principal esterol dos fungos. Esta
droga atua como um inibidor ndo competitivo e reversivel da esqualeno
epoxidase em Candida (Ryder, 1992), e juntamente com outra enzima ciclase,

é responsavel pela ciclizagdo do esqualeno em lanosterol, utilizando moléculas
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de oxigénio e NADH durante a catalise enzimatica (Ryder, 1997) ( Figura 1).

Esqualeno
ALILAMINAS _— EPOXIDASE
TIOCARBAMATOS
CICLASE
Lanosterol
AZOIS C————> |C-14 DEMETILASE
(P-450)
MORFOLINAS ——> | A REDUTASE
_
A% A7 ISOMERASE

Ergosterol

Figura 1- Via de Sintese do ergosterol e os sitios de agdo de seus principais inibidores.

Em contraste, a inibicdo da esqualeno epoxidase de figado de rato
ocorre somente em altas concentragdes da terbinafina, e € competitiva com o
esqualeno (Ryder, 1992). A esqualeno epoxidase nio ¢ uma enzima
citocromatica, o que sugere que a terbinafina seja menos toxica que os azois,
que atuam na 14 o-esterol demetilase, dependente de citocromo P-450,
também na via da sintese do ergosterol (Marichal e Bossche, 1995). O
ergosterol € necessario na manutengdo da permeabilidade e fluidez da
membrana (Kelly et al., 1990), garantindo assim, a modulagdo de enzimas
ligadas 4 membrana plasmatica (Aoki et al., 1993). A auséncia do ergosterol ¢

o actimulo de esqualeno afetam a estrutura da membrana plasmatica e a




absorcdo de varios nutrientes (Georgopapadokou e Walsh, 1994, 1996).

Estudos com os inibidores da sintese do ergosterol sio de grande
interesse do ponto de vista genético, bioquimico e fisiologico, porque podem
fornecer informagdes valiosas sobre a fisiologia celular. Além disto, mutantes
resistentes a agentes inibidores, cujo mecanismo de resisténcia ocorre por
alteracbes da permeabilidade da membrana celular dos fungos, sio
instrumentos valiosos no estudo da resisténcia & multiplas drogas (MDR)
(Martinez-Rossi, 1995). Este mecanismo de resisténcia celular ¢
provavelmente uns dos mais importantes pois, um unico gene € responsavel
pela resisténcia a varias drogas ndo relacionadas quimica ou funcionalmente.

O fenomeno de MDR foi 1dentificado, pela primeira vez, em linhagens
de células tumorais, em pacientes com céancer tratados com drogas
antitumorais. Um aumento da transcricio de um gene que codifica uma
proteina de membrana denominada glicoproteina P, que funciona como uma
bomba de efluxo de drogas dependente de ATP, foi observado nestas células.
Devido a este mecanismo de efluxo, observa-se um menor acumulo das
drogas citotoxicas no interior destas células (Bradley er al.,1988). Esta
proteina de membrana, a glicoproteina P, pertence a uma grande familia de
ATPase que funciona como uma bomba de efluxo em organismos eucariontes
e procariontes (Neyfakh ef al., 1991).

Alteragdes na permeabilidade da membrana em linhagens resistentes a
azol em C. albicans, ja tinham sido identificadas por Hitchock et al.,(1986,
1987). Estas alteragdes estariam relacionadas a captagdo das drogas ou com o
seu efluxo (Vanden Bosshe ef al.,1990).

Recentes investigagdes sobre o mecanismo de resisténcia ao fluconazol
(um azol) em C. albicans, demonstrou que a maioria dos isolados resistentes

ndo acumulam os mesmos niveis de fluconazol intracelularmente que os




1solados sensiveis. Transportadores multidrogas envolvidos com efluxo foram
identificados como os possiveis mediadores deste processo, que envolve
também, resisténcia a cetoconazol, itraconazol, amorfina e terbinafina em C.
albicans (Sanglard et al., 1995, 1996, 1997).

Ryder et al. (1998) observaram em C. albicans col6nias resistentes a
terbinafina, a fluconazol e resistentes para ambas as drogas. Estes autores
sugerem entdo, que deva existir mais de um mecanismo de resisténcia a
terbinafina. Estes autores também afirmam que, como a terbinafina e os azdis
atuam em enzimas da mesma via biossintética do ergosterol, outros
mecanismos de resisténcia podem estar envolvidos e mais estudos devem ser
realizados para esclarecer esta questdo.

O fendémeno da MDR, relacionado aos transportadores ABC (ATP-
binding cassete transporter) em fungos filamentosos foi descrito, em mutantes
resistentes a imazalil (um azol) de Aspergillus nidulans (Del Sorbo et
al.,1997). Estas mutagdes nos genes imad e imaB haviam sido mapeadas,
respectivamentes, nos cromossomos VII e V de A. nidulans (Tuyl, 1977).

O gene acrAd localizado no cromossomo II de A. nidulans pode
também, ser um candidato a participar do mecanismo de resisténcia
envolvendo multiplas drogas. Esta sugestdo foi possivel porque o seu alelo
mutante acrAl permite que o fungo se torne resistente, simultancamente, a
derivados de acridina entre eles a acriflavina e ao antimicético tioconazol,
duas drogas néio relacionadas estrutural ou funcionalmente (Pereira, 1997).

Além destes aspectos, 0 uso constante ¢ inadequado de antimicéticos e
inibidores celulares em geral, tem levado a sele¢do de isolados resistentes,
tornando estas drogas ineficientes. Isto tem acontecido com mais frequéncia
nas ultimas décadas, principalmente em pacientes imunocomprometidos pelo

virus da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), pela quimioterapia




de pacientes com cdncer ou nos transplantados. Estes fatos tém levado a
Industria Farmacéutica a investir em novas drogas. Porém, o desenvolvimento
~de antimicéticos especificos para o patégeno constitui-se um desafio
cientifico, pois os fungos e seus hospedeiros sfio organismos eucariontes e
portanto, possuem varias vias metabolicas e estruturas celulares comuns.

Portanto, o estudo dos mecanismos genéticos que levam a resisténcia a
um antimicotico ¢ fundamental para a adequada utilizagdo destas drogas, bem
como para o desenvolvimento de outras novas.

Por isto, um dos objetivos deste trabalho ¢ contribuir para o
entendimento da genética da resisténcia ao novo antimicotico terbinafina
utilizando inicialmente o fungo filamentoso A. nidulans como modelo
experimental, pois este possui varias vantagens para tais estudos (Pontercorvo
et al.,1953). Possui um sistema genético bem definido e caracterizado por
varios marcadores de resisténcia e nutricionais, um genoma pequeno e
haploide, requerimentos nutricionais simples, ciclo de vida curto, etc. Estas
vantagens o faz um organismo de facil manipulagio para os estudos de
genética classica (Pontecorvo et al., 1953), bem como para a aplicagdo das
novas tecnologias da genética molecular (Timberlake e Marshall, 1988).

O segundo objetivo deste trabalho foi tentar extrapolar os resultados
encontrados em A. nidulans para o dermatofito Trichophyton rubrum,
verificando se o gene mutado que confere resisténcia a terbinafina de A.
nidulans complementaria a espécie 1. rubrum.

Os dermatéfitos vivem a custa da queratina da pele, dos pélos e das
unhas e sdo capazes de transformar este material queratinizado em material
nutritivo, garantindo o seu desenvolvimento a sua manutengdo ¢ causando
infecgdes. Durante o periodo de sua implantagdo na superficie do corpo, os

dermatéfitos liberam enzimas proteoliticas, que estdo relacionadas com a sua



patogenicidade. Por exemplo podemos citar a elastase, uma enzima que lhes
permite agir sobre a elastina, o que também poderia auxiliar na sua instalagdo
no hospedeiro (Trabulsi, 1986).

As dermatofitoses sdo também conhecidas clinicamente por “tinhas” ou
“tineas”, sendo a sua ocorréncia muito freqiiente em quase todas as partes do
mundo. Geralmente podem ser provocadas por trés géneros principais:
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Kwon-chung e Bennett,
1992).

A espécie Trichophyton rubrum, considerada cosmopolita, &
caracterizada pela presenga de macroconidios lisos € microconidios. Os
macroconidios podem ser claviformes ou fusiformes, formando-se
individualmente, e os micronidios tem forma variada. O desenvolvimento
colonial é de aspecto cotonoso e branco ¢ a medida que se desenvolve, torna-
se de aspecto aveludado. A parte inferior da col6nia pode apresentar alguma
pigmentagio avermelhada, rosa purpura ou ocre (Minell, 1972).

O 7. rubrum foi relatado pela primeira vez em 1911, mas foi isolado
com eficacia apos a Segunda Guerra Mundial ( De Biévre ef al., 1987). Ainda
é desconhecida a fase sexual desta espécie, e por isto, o 7. rubrum foi
classificado pela sua morfologia como pertencente aos fungos Deuteromicetos
ou Fungos Imperfeitos. O conhecimento das estruturas sexuais € fundamental
para uma classificagfio segura (Badillet, 1991).

Pelo fato do T. rubrum ser o fungo mais prevalente entre as micoses
humanas e o seu conhecimento genético e mesmo biologico ser ainda
incipiente, decidimos investir em experimentos de transformagdo génica.

Em fungos filamentosos, o primeiro relato da ocorréncia de
transformagdo foi realizada em um mutante nutricional in/ (inositol) da

espécie Neurospora crassa, no laboratério de E.T. Tatum na Universidade



Rockefeller (Mishara et al., 1973). O DNA isolado da linhagem selvagem
(inl") foi introduzido no mutante (inl). Entretanto, este experimento nio foi
aceito como um fenémeno de transformagdo, até que vieram outros relatos em
outros genes e em outras espécies confirmando que esta seria uma nova
técnica de trabalho (Finchan, 1989).

Beggs (1978) relatou a construgdo € o uso do primeiro vetor de
Saccharomyces cerevisiae-Escherichia coli.  Este era uma plasmidio
quimérico com duas origens de replicagdo, uma do plasmidio ColEl e a outra
do plasmidio 2uM ) de S. cerevisiae. Este plasmidio também continha o gene
LEU2 para sele¢do em S. cerevisiae e o gene da resisténcia a tetraciclina para
a selecdo em E.coli (Broach, 1981). Foi gragas ao desenvolvimento de vetores
plasmidiais como este, que o fendmeno da transformagédo pode contribuir com
desenvolvimento da biologia molecular em fungos filamentosos.

A técnica de remogdo da parede celular da célula micética teve uma
contribuigdo significante no aumento da frequéncia de transformacio in vitro.
Estas células sdo chamadas de protoplastos e sdo mantidas em estabilizadores
osmoticos. Devido ao uso dos protoplastos pode-se ter um aumento do
fenémeno da transformagdo principalmente na classe Ascomycefes, nas
espécies N. crassa (Case, 1979) e A. nidulans (Tilburn et al., 1983).

Um sistema da transformagcio entre os fungos filamentosos também fo1
desenvolvido na espécie Trichophyton mentagrophytes. O sistema emprega
um vetor plasmidial chamado de pHIS, o qual esta ligado um gene de
resisténcia a higromicina B bacteriano com seqiiéncias regulatorias (Turgeon
et al., 1987).

O sistema da transformagdo in vifro por complementagdo, empregado
neste trabalho, teve a utilizagio de um vetor plasmidial autoreplicativo

denominado pAB4-ARpl, contendo cerca de 11.7 Kb. O plasmidio pAB4-



ARpl possui a capacidade de se replicar autonomamente, conferida por uma
sequéncia de DNA de A. nidulans denominada AMAIL. Este plasmidio,
também, contém um gene pyrG de A. niger, que pode complementar um
mutante auxotrofico em um meio seletivo. Este vetor tem por vantagem um
aumento significante na frequéncia da transformacgdo in vitro no género
Aspergillus (Verdoes et al.,1994).

Resumidamente este trabalho teve como objetivos principais: 1)
entender o mecanismo genético da resisténcia ao antimicotico terbinafina
utilizando linhagens de A. nidulans; 2) venficar a existéncia de uma
complementacdo heterdloga de fungdo do gene de resisténcia a terbinafina de

A. nidulans no dermatofito 7. rubrum, via a estratégia de transformacio in

Vitro.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens Utilizadas

As linhagens de A. nidulans utilizadas neste trabalho na

caracterizagdo fisiologica e genética foram as seguintes:

1) MSF ( Master Strain F):
riboB2

2) pabadl

3) bidImethG1

4) Dipléide (udad2//MSF)

adE20 sudadE20 yA2 acrAl galdl pyroA4 facA303 sB3 nicB8

O significado dos marcadores genéticos € seus respectivos grupos

de ligagdo estio relacionados na Tabela abaixo.

Marcador Grupo de Ligaciio Caracteristica

adE20 1 Auxotrofia para adenina

acrAl 11 Resisténcia a acriflavina

JacA303 v Nio utilizagio de acetato como
fonte de carbono

galdl 11 Nio utilizagio de galactose como
fontc de carbono

nicB8 VII Auxotrofia para dcido nicotinico

pabadl 1 Auxotrofia  para  4cido  p-
aminobenzoico

pyrod4 VI Auxotrofia para piridoxina

riboB2 VI Auxotrofia para riboflavina

sB3 VI Auxofrofia para tiossulfato de sodio

sudadE20 I Genc supressor de adE20

yA2 1 Conidios amarelos

bidl 1 Auxotrofia para biotina

methGl I\ Auxotrofia para metionina

udad2 VHI Resisténcia ao acido undecanodico

Uma linhagem de

7. rubrum denominada H6 de aspecto

cotonoso, colorago branca e com auxotrofia para glicina foi utilizada

para complementagdo génica. Esta linhagem foi isolada de pacientes do

Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (SP) com dermatofitose, e

caracterizada no laboratorio de Genética Molecular e de Microrganismos

da FMRP, USP de Ribeirdo Preto (SP).
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2.2 - SOLUCOES

2.2.1 - SOLUCAO DE ELEMENTOS-TRACO (Cove, 1966)

borato de sodio decahidratado............cccccoininennnnnn. 40mg
sulfato de cobre pentahidratado....................ccc.cooo. 400mg
sulfato de ferro heptahidratado................ccocooeeini 532mg
sulfato de maganés monohidratado...................ccoeinn, 292mg
molibdato de sodio bihidratado..............ococoocennni 800mg
sulfato de zinco heptahidratado................cccooinnnin, 8g

agua destilada estéril ( q.8.p. )i 1000ml

Esta solucdo foi mantida sob cloroférmio (2ml), a 4°C.

2.2.2 - SOLUCAO DE SAIS (Cove, 1966)

cloreto de POLASSIO. ......covevirrnuiiiisiinieteee e 26g
sulfato de magnésio heptahidratado................c.ococeeenn. 26g
soluco de elementos trago..........ovvverecrnnivcrenininiiens 50mi
fosfato de potassio MONODASICO........ourverrieririniiieiines 76g
agua destilada estéril ((Q.5.p. )ovvvverermiriivniiiiinis 1000ml

Esta solugfo foi mantida sob cloroférmio (2ml), a 4°C.

2.2.3 - SOLUCAO DE VITAMINAS ( Pontecorvo ef al., 1953 )

ACIAO FOHCO .ot 10mg
ACidO NICOHMICO. .......ovvveercererieieieres e 100mg
Acido p-aminobenzoico ........cocvewevrmeiseiin s 10mg
B-meSOINOSILOL. ... ovviveerreriiiriir e 200mg
BIOUNA. ..o oveeeeeeeeeeveresese e s smes s Img
Cloreto de Colina.......oooovveriiiiiiriiieinicensn s 100mg
PArIAOXING. ... veveeeeeveeerieiebeienesse st e e - 50mg
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Pantotenato de calCio.........ccoooviiiieiiiiii . 100mg

RibOflaving........cooovviiiiieiieie e 100ml
THAMINA. ..ottt e 50mg
Agua destilada eSteril ( q.8.p. )evveeecmrivoroeeiiocicin e 1000ml

Esta solugfio foi mantida em frasco escuro sob cloroférmio, a 4°C.

2.2.4 - SOLUCAO DE CASEINA HIDROLISADA

caseina hidrolisada...........ccooioriiiiiiiiiii 20g
agua destilada estéril ( q.5.p. ) oo 100ml

Esta solugdo foi mantida em frasco escuro sob cloroformio, a 4°C.
2.2.5 - SOLUCAO DE ACIDO NUCLEICO HIDROLISADO

Para a obtengo desta solugdo foram dissolvidos, separadamente, 2g de
acido nucléico de levedura em 15 ml de HCI (IN), e 2g em 15 ml de NaOH
(IN). Estas solugdes foram aquecidas por 20 minutos, em banho maria,
misturadas, e o seu pH ajustado em 6,0. A mistura foi filtrada, o volume final

foi completado para 40 ml de agua destilada e estocada a 4°C, sob

cloroférmio.

2.3 - MEIOS DE CULTURA
2.3.1 - MEIO MINIMO (MM) ( Cove 1966)

SOIUGAD € SAUS......vorverirreirreiriisiesrs s 20ml
Agua destilada (q.5.p)...c.wvrveeeeevsiininins 1000ml
LY
. 1, Liad

ot 3
il b >
w}v\;)‘f,cﬁ*
AT N
1™



O pH do meio foi ajustado em 6,8 ¢ em seguida autoclavado a 1
atm durante 20 minutos. As solugdes de glicose (50mM) (fonte de
carbono ) e de nitrato de sédio (70mM) (fonte de nitrogénio), foram
autoclavadas separadamente e entdo acrescentadas ao meio. Durante o
preparo do meio minimo foi adicionado 1,5% de agar antes deste ser

autoclavado.

2.3.2 - MEIO COMPLETO (MC) ( Pontecorvo et al., 1953 )

Solugfio de Sais.........c.cuoweeeeceeeeee 20ml
Solugdo de Vitaminas................ccooooeevvnoeooi 2ml
Caseina hidrolisada..................occocooonmion 1,5g
Solugdo de hidrolisado de acido nucléico............... 2,5ml
Peptona.........cooeeeieieieeeeeeeeee 2g
Extrato de levedura............cccoooviviiiinniie lg
Agua destilada ( q.S.P. )eerveeeeeeroeeooo 1000ml

O pH do meio foi ajustado em 6,8 ¢ em seguida autoclavado a 1
atm durante 20 minutos. As solugdes de glicose (50mM) (fonte de
carbono) e de nitrato de sodio (70mM) (fonte de nitrogénio), foram
autoclavadas separadamente e¢ entdo acrescentadas ao meio. Durante o
preparo do meio minimo foi adicionado 1,5% de agar antes deste ser

autoclavado.

2.3.3 - MEIO SABOURAUD

GICOSE......ooeveeieeieee ettt 20g
NEOPEPLONA.........cceeeeieeiieeeeeiee et 10 g
Agua destilada q.5.q. voeveeeeveeieeeiereeeeee e, 1000 ml
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O pH do meio foi ajustado em 5,7 € 0 meio foi autoclavado a 1

atm de pressdo por 20 minutos. Foi adicionado ao meio 1,5% de agar.
2.4 - SOLUCAO DE TERBINAFINA

A terbinafina é um antimicético derivado da alilamina e seu
nome sistematico é : N-(6,6-Dimethyl-2- hepten-4-yn-yl)-N-methyl-1-
naphthalenemethanamine. A formula geral da terbinafina é CyHpsN

(Figura 2) e seu peso molecular ¢ de 291,44. C= 86,55%, H= 8,65%, N=

4.81%..
A solugdo de terbinafina foi preparada em dimetilsulfoxido

(DMSO) na concentragdo de 250 ug/ml ( solugdo estoque ).

Figura 2 — Formula Estrutural da Terbinafina
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2.5 - ESTOQUES DAS LINHAGENS

Para a preservagdo das linhagens de A. nidulans por um longo
periodo, estas foram mantidas em granulos de silica gel. Neste caso, os
esporos de culturas recém cultivadas foram ressuspendidos em algumas
gotas de leite em po, desnatado, diluido (5%) e transferidas para tubos ou
frascos contendo silica gel esterilizada e seca. Para utilizagdo de uma
determinada linhagem alguns granulos de silica foram colocados em
placas de Petri contendo meio completo. Esta técnica permite que os

repiques das linhagens sejam sempre obtidos de um mesmo estoque,

evitando-se assim subculturas sucessivas.

2.6 — ISOLAMENTO DE MUTANTES RESISTENTE A

TERBINAFINA

2.6.1 —- PREPARO DA SUSPENSAO DE CONIDIOS

Conidios da linhagem pabadl de A. nidulans crescida em meio
completo a 37°C por 48 horas, foram coletados com o auxilio de uma alga
de niquel-cromo e suspendidos em 10 ml de solugo salina (0,8%)-tween

(0,01%). Essa suspensdo foi agitada para promover desagregacdo das
cadeias de conidios ¢ em seguida filtrada através de 1a de vidro para

remogdo das hifas. Para uma suspensdo mais densa ¢ limpa, o volume

total foi submetido a centrifugagdo por 5 minutos, a 3000 rpm e o

precipitado foi ressuspendido em um volume menor de solugdo salina. O

ntimero de conidios por mililitro da suspensao foi estimado a partir de

uma diluicdo a 10, contando-0s em hematimetro sob microscopio.
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2.62 INDUCAO E SELECAO DE MUTANTES
RESISTENTES A TERBINAFINA.

Os mutantes isolados para este trabalho, foram obtidos por meio
do tratamento de conidios da linhagem pabaAl com uma luz ultravioleta
durante 5 minutos, e inoculados em placas de Petri contendo meio
completo solido suplementado com vdrias concentragdes de terbinafina,
que inibem o crescimento da linhagem original (Martinez-Rossi e

Azevedo, 1989 ). Estas placas foram incubadas por sete dias a 37°C.

2.7.- CARACTERIZACAO DOS MUTANTES
RESISTENTES A TERBINAFINA : CURVA DOSE-RESPOSTA

A atuacfio da terbinafina nas linhagens sensiveis e resistentes foi
determinada pela medida do didmetro das colonias. Os conidios foram

inoculados por ponto no centro de placas de Petri, contendo meio

completo e o antimicotico terbinafina em diferentes concentragdes. Nas

placas controle ndo foi adicionado o antimicdtico. Para cada linhagem

foram feitas 3 repeti¢es € em cada uma das concentra¢des o didmetro

foi medido apés 72 horas de crescimento a 37°C. A toxicidade relativa foi

expressa como porcentagem do crescimento na presenga do antimicético
e representado pelo EDso , que foi a concentragdo que causou 50% de

redu¢do no crescimento radial da colonia.

2.8 - ANALISE GENETICA

2.8.1 - OBTENCAO DE HETEROCARIOS

Os heterocarios sdo um conjunto de hifas contendo nucleos

geneticamente diferentes em citoplasma comum. Para a obtengdo destes

heterocérios foi usado o método descrito por Pontecorvo ef al. (1953).

15




Esta técnica consiste na inoculagdo em meio completo, por pontos
alternados e distantes um do outro Smm, de conidios de duas linhagens
com auxotrofias complementares e coloragao de conidios diferentes. As
placas de petri foram inoculadas por 24 horas a 37°C para permitir um
pequeno desenvolvimento dos conidios ¢ assim possibilitar a anastomose
das hifas. Apos este periodo, as partes onde as duas colonias diferentes se

Juntam (interfaces) eram recortadas e enterradas em meio minimo solido,

onde foram cultivadas a 37°C para que as hifas heterocaridticas se

desenvolvessem.
2.8.2 - ISOLAMENTO DE DIPLOIDES

Alguns nicleos de um heterocario podem se fundir para formar

um nicleo diploide. O isolamento

feito plaqueando-se uma suspensdo de conidi
regido heterocariotica, entre duas camadas de meio minimo (Tuyl,1977).

destes dipléides heterozigotos pode ser

os provenientes de uma

Os conidios foram coletados numa solugdo de salina contendo tween 80

(0,1%), filtrados em 14 de vi
se mais 15 ml de meio minimo (mantido a 45°C)

dro e semeados em placas de meio minimo.

Em seguida acrescentou-

sobre estas mesmas placas € entio foram incubadas por um a dois dias a

37°C.

O reconhecimento de uma colonia dipléide foi realizado pela

observagio de seu crescimento ¢ Sud morfologia em meio minimo,

coloragdo ¢ didmetro do conidios.

2.8.3 - ANALISE MITOTICA

A andlise mitotica foi realizada baseada no ciclo parassexual de A.

nidulans, considerando-se que o gene mutante pode ser relacionado aos
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marcadores genéticos de um mesmo grupo de ligagdo, que segregam

como uma unidade génica.
A haploidizagdo do diploide heterozigoto se processa através de

sua inoculagdo em quatro pontos eqiidistantes, em meio completo,
contendo um agente haploidizante como cloroneb (20ug/ml de meio)

(Azevedo e Santana, 1975) ou benomil (0,63ug/ml de meio) (Hastie,

1970).
Ap6s sete dias de incubagdo a 37°C, ocorreu o surgimento de

setores que foram purificados em meio completo para a obtengdo de

colOnias isoladas ou segregantes.

Estes segregantes haploides
25 pontos prefixados mais 0 controle em placas

(segregantes mitoticos) foram

inoculados um a um em

de Petri contendo meio completo. Apos aproximadamente 48 horas de

incubagdo, cada placa serviu como mestra e foi repicada em placas de

analise utilizando-se um replicador contendo 26 fios de niquel-cromo

(Azevedo et al., 1976).

Realizou-se a analise do gendtipo de cada segregante mitotico

através de placas contendo meio minimo suplementado com todos os

requisitos nutricionais de ambas as linhagens envolvidas no cruzamento,

b analise € em meio completo contendo o antimicotico

em concentragdes que variavam, dependendo do EDso de cada linhagem

mutante. Realizou-se também analis

galactose (1%) e de acetato de sodio (6 M,
suplementadas  com todos o0s requisitos

exceto aquele so

e em placas contendo solugdes de

pH 7.0) como fontes de

carbono, sendo ambas

nutricionais.

As analises das leituras das
se ounaoo crescimento colonial.

placas foram feitas apos 24 e 48 horas

de incubagdo, observando-
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2.8.4 - ANALISE MEIOTICA

A andlise meidtica foi realizada baseada no ciclo sexual de 4.

nidulans. Os segregantes meioticos foram obtidos através do cruzamento

entre duas linhagens diferentes quanto a resisténcia, auxotrofia € a cor
dos conidios. A interface deste cruzamento (heterocario) foi enterrada em

placas contendo meio minimo. Apds um dia de incubagdo a 37°C, as

placas de Petri foram seladas com fita crepe e colocadas novamente na

estufa por 10 a 15 dias para a formagio dos cleistotécios. Os cleistotécios

maiores foram coletados sob lupa, limpos e rolados em meio minimo

solido, para remogdo de conidios e células de Hulle aderidas a sua parede.

Cada cleistotécio isolado foi transferido para um tubo contendo 2ml de

solugdo de salina (0,85%) e esmagado contra a parede deste tubo, para a

libera¢do dos ascOSporos. Uma aliquota de cada suspensdo de ascosporos

foi semeada, através de estrias, em placas contendo
s continham ascosporos de diferentes

meio completo, para

se certificar quais 0S cleistotécio
cleistotécios hibridos. A suspensdo de

coloragdes, o que indicava 0S
olhido foi entdo diluida €

ascoporos de um cleistotécio hibrido esc

semeada em oito placas contendo meio completo solido, de forma a obter

cerca de 30 coldnias isoladas por placa. Apos 48 horas de incubacgio, 0s

segregantes meioticos foram inoculados um a um em pontos prefixados

junto com as linhagens parentais em placas contendo meio completo para

as mestras. Os segregantes mel
cionais, coloragdo, Tresisténcia ¢

a obtencdo de plac 6ticos foram analisados

com relagdo a requisitos nutri

sensibilidade a droga terbinafina. Foram analisados aproximadamente

s meidticos de cada cruzam
50 da porcentagem de recombinantes

260 segregante ento. Os valores de ligagdo

genética foram calculados em fung

entre todos os segregantes meioticos analisados.
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A base genética da heranga da resisténcia ao antimicotico

terbinafina foi verificada através da relagdo entre 0 numero de ascOsSporos

recombinantes e o namero total de individuos analisados, provenientes

de um cleistotécio hibrido.

2.8.5 - RELACAO DE DOMINANCIA

A expressdo das mutag0es para resisténcia de cada linhagem foi

determinada em diploides heterozigotos resultantes do cruzamento entre

cada linhagem resistente ¢ a MSF. Curvas dose-resposta foram

construidas para 0s diploides e para as linhagens haploides parentais.

Comparando-se as diferentes curvas é possivel determinar se o carater

da mutagiio é dominante, codominante ou recessivo.

2.8.6- TESTE DE ALELISMO

O uso do teste de alelismo teve por objetivo verificar se as

mutagdes mapeadas no mesmo grupo de ligagdo eram alélicas ou ndo.

Foram cruzados dois segregantes mitoticos que continham os genes

mutados para resisténcia € diferentes auxotrofias e coloragao de conideos.

29 - PETERMINACAO DA CONCENTRACAO

INIBITORIA MINIMA (CIM) .

2.9.1 -CIM DAS LINHAGENS pabaAl, terbA7 E DO

DIPLOIDE (MSF//terbA7).

Umma aliquota de 100ul de suspensao contendo 107 de conidios/ml

da linhagem pabaAl (obtida conforme descrito no item 2.6.1) foi
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inoculada e¢ espalhada com a alga de Drigalski em meio completo
suplementado com terbinafina nas concentragdes de 0,01, 0,1, 0.5 ¢ 1,0
pg/ml.

O mesmo procedimento foi realizado para a suspensio de
conidios das linhagens ferb47 e do diploide, porém, as concentragdes
utilizadas da droga foram de 1,0, 2,0, 4.0, 6,0, 8,0, 12,0, 14,0, 18,0 ¢ 20,0
pg/ml. Trés experimentos independentes com trés repeticdes de cada
foram realizados e as placas foram incubadas a 37°C durante 3 dias.

A partir da observagdo dos resultados foi possivel estabelecer o

CIM de cada linhagem frente ao antimicotico, que € definido como a

menor concentragio da droga em que ndo se observa o crescimento

macroscopico do fungo.
2.9.2 — CIM DA LINHAGEM H6 DE T. rubrum.

Uma aliquota de 100pl de suspensdo contendo 5x10° de

conidios/ml da linhagem
com a alga de Drigalsk
terbinafina nas concentragdes de 0,01, 0,

foram incubadas por 7 dias a 28°C.

H6 de T. rubrum foi inoculada e espalhada
i em meio Sabouraud suplementado com

1, 0,5 ¢ 1,0 pg/ml. As placas

2.10 METODO DE DETECCAO DE MUTACOES

INDUZIDAS.

2.10.1 -EFEITO DO ANTIMICOTICO TERBINAFINA NA
SOBREVIVENCIA E FREQUENCIA DE REVERSAO DA
LINHAGEM bidImthGl PARA INDEPENDENCIA DE

METIONINA
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Este método (Lilly,1965), tem por finalidade verificar a

freqiiéncia com que linhagens auxotroficas para metionina se tornam

espontaneamente prototroficas, devido a mutagbes em varios loci

supressores. Estes supressores se constituem em diferentes morfologias
2

sendo trés deles bem distintos (Su methlA, su methlB e Su methlC,

abreviados com A, B e C). Em meio sem metionina, o tipo A apresenta

colonias essencialmente normais, o tipo B colonias com pouco conidios e

pigmento marrom ¢ o tipo C col6nias que conidiam densamente e contém

um halo hialino. Um outro tipo de revertente (tipo D), constituido de

colonias brancas compactas, também foi considerado no presente

trabalho.
Conidios da linhag
transferidos para um solugdo salina (0,

a obtengio de conidios desagregados. Esta su
¢do dos micélios e sua densidade estimada

em bidl methGl, cultivados por 5-7 dias foram
8%) e agitados em um Vortex para

spensdo foi filtrada em 13 de

vidro esterilizada, para elimina
através de camara de Neubauer. Os seguintes meios foram utilizados nos

ensaios destes conidios:

a) Meio minimo suplementado  com biotina € metionina.

Diluigdes adequadas da suspensdo original de conidios foram

as com o objetivo de obter o titul

uspensao original).

inoculad o da suspensdo conidial

(n° de conidios viaveis/ml da s

o suplementado com biotina. A suspensdo original,

Meio minim
ivo de obter a freqi€ncia de

sem diluigdes, foi inoculada com objet

mutagio espontinea (de metionina-dependente  para metionina-

independente).

A leitura das placas foi feita ap6s 4 dias de incubagdo a 37°C.

S YT ase LN
oyl v Toerdss
T




b) Meio minimo suplementado com biotina e com a terbinafina,
na seguintes concentragdes da droga: 0,005, 0,01 e 0,02 ug/ml. A
suspensdo original de conidios foi inoculada com o objetivo de
obter a freqiiéncia de mutagio induzida (de metionina-dependente
para metionina-independente).

¢) Meio minimo suplementado com biotina, metionina e a
terbinafina, nas mesma concentragdes citadas acima. Dilui¢des
adequadas da suspensdo original de conidios foram inoculadas
com o objetivo de obter a porcentagem de sobrevivéncia da

linhagem biAl methGI frente a terbinafina.

Apds 5 dias de incubagdo a 37°C foram realizadas a contagem dos

varios tipos de col6nias mutantes ou sobreviventes.

2102 — INDUCAO DE SETORES EM LINHAGENS

HAPLOIDES E DIPLOIDES DE A. nidulans.

As setorizagdes das linhagens hapléides e diploides foram
realizadas através de inoculo por ponto €m meio completo contendo o

antimicotico terbinafina em varias concentragdes.

2.10.3 - PRODUCAO DE CLEISTOTECIO

idios da linhagem terbA7 (obtida conforme o

Suspensdo de con
das em meio completo suplementado com

item 2.6.1) foram inocula

terbinafina e incubadas por 10 dias a 37°C.
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2.11 — EXPERIMENTOS EM BIOLOGIA MOLECULAR

transformacéo.

2.11.1.1 - SOLUCAO CT

Sulfato de amONIO.....cccveeeerismmaseerss
SACATOSE . nnvereseereerssresssseennsnesssansssnnsss

ACIAO CILTICO. . vvvereerrveeriameerssnnaasesnanes

2.11.1.2 — SOLUCAO DT

2.11.1 - SOLUCOES
PROTOPLASTOS E OBTENCAO DE T. rubrum.

....................

.....................

......................

.....................
.....................
......................

Os experimentos em Biologia Molecular tiveram como objetivo a

complementacdo heterologa de fungdo entre A. nidulans e T. rubrum, por

PARA OBTENCAO DE

0,1M
0,01M pH7,5

0,01M pH7,5
25% (m/v)
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A solugdo ET foi filtrada em membrana de Millipore e as demais

foram autoclavadas.

2.11.2 — MEIOS DE REGENERACAO DE PROTOPLASTO

2.11.2.1 — MEIO MINIMO COM SACAROSE (MMS)

SOIUGHD E SAS......rvvrrrrssecrssrrmmsssessssessssmmsssmssesessesescecs 20ml
GICOSE(1%6)....vvveeremsrreserimsessssssssssemsssms s s eess 10g
SACATOSE (1M )..ernecrrrsserisesnssssrmssessssmsssss e M2 g
Agua destilada (Q.8.p) «.orvwssrressermmsssssssisssssemmsssee 1000ml

O pH do meio foi ajustado em 5,5 e em seguida autoclavado a 1
atm durante 20 minutos. Foi utilizado agar (1,5%) para o meio plaqueado
e 0,8% para o meio a ser misturado com os protoplastos (top agar). A
solugio de Nitrato de sédio (70mM), como fonte de nitrogénio € solugdo

de glicina 0,1M foram acrescentadas ao meio quando utilizado.

211.3 — EXTRACAO DE DNA DA LINHAGEM terbA7 DE

A. nidulans.

Foram inoculados 1x107 conidios da linhagem ferbA7 de A
nidulans em meio completo liquido, € incubados sob constante agitagdo
por24 ha 37°C.

Apbs a obtengdo do crescimento miceli
hner e o micélio resultante

al da linhagem ferbA7, a

cultura foi filtrada através de um funil de Buc

foi prensado entre duas folhas de papel filtro para remogdo do excesso de
macerado em almofariz com

umidade ¢ em seguida pesado. O micélio fo1
nitrogénio liquido até que 0 micélio se tornasse um po.
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Ao micélio em pé (4g) foi acrescentado 20ml do tampdo de
extragio TSE (100mM de EDTA, 10mM de Tris-HCI e 2% de SDS, pH
8,0) ¢ 20 ml de fenol equilibrado em tampdo Tris-HCl, pH 8,0., pré-

aquecidos a 65°C em banho maria. Esta solugdo foi mantida em banho-

maria a 65°C sob suave agitagdo durante 20 minutos e centrifugada a

15000 rpm durante 10 minutos. Apos a centrifugagdo, foi coletado o

sobrenadante e acrescentado 20 ml de fenol a temperatura ambiente e

novamente centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos. Uma mistura de

fenol, cloroformio e alcool isoamilico na proporgdo de 25:24:1 foi

adicionada ao sobrenadante coletado e em seguida centrifugado a 15000

rpm durante 15 minutos. Um volume da mistura cloroformio e alcool

isoamilico (24:1) foi acrescent
centrifugado a 15000 rpm durante 5 minutos. Apos a extragdo do
jumes de isopropanol e em seguida o

ado ao sobrenadante coletado e

sobrenadante, adicionou-se 0,6 vo

DNA foi pescado e transferido para
m durante 5 minutos. Os pellets foram

um eppendorf estéril. O restante da

solugio foi centrifugado a 15000 rp

ressuspendidos em TE € incubados a 37°C, no tempo necessario para

dissolver o0 DNA.

Em seguida 0 DNA foi quantificado em um gel de eletroforese

(agarose 0,8%).

2.11.4- EXTRACAO DE DNA DA LINHAGEM H6 T.rubrum

pontos da  linhagem H6 foram

Trés placas inoculadas por
s colonias foram transferidas para

cultivadas por 15 dias e em seguida esta
nte 4 dias para que ocorresse o

um meio liquido Sabouraud a 28°C dura
rescimento micelial as culturas

crescimento micelial do fungo. Apos 0 €

foram coletadas e filtradas através de um funil de Buchner.
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A extragio de DNA do micélio resultante do filtrado foi

realizada conforme esta descrito no item 2.11.3.

2.11.5- CLIVAGEM DE DNA DA LINHAGEM ferbA7 de A.
nidulans COM ENZIMA DE RESTRICAO

Clivagens parciais de DNA da linhagem ferbA7, executadas pela

enzima de restrigio EcoRI em intervalos de 15, 30, 45 e 60 minutos,

resultou nos fragmentos que fazem parte da biblioteca instantdnea da

linhagem terbA7, que foi utilizada na transformagdo inter-especifica. A

clivagem do DNA por enzimas de restrigdo foi realizada nos tampdes e
condigdes descritas pelo fabricante (Pharmacia Biotech®). A reagio foi

interrompida por inativagao térmica (65°C) e resolvida em gel de agarose.

2.11.6- OBTENCAO DE PROTOPLASTO DE T.rubrum

Uma aliquota 100ul de suspensdo de conidios de concentragdo
da linhagem H6 de T.rubrum foram inoculados em 300
a 28°C.

a 5.000 rpm por 5

107 conidios/ml

ml de meio Sabouraud liquido € cultivados por 23 horas

a micelial obtida , apos a centrifugagdo

A mass
10 mg de mutanase ¢

minutos foram adicionados 20 ml de KCI 0,6 M,

ml de MgSOs . Em seguida esta mis
¢dio dos protoplastos.

por tltimo 0,4 tura foi incubada por 4
horas a 32°C em agitagdo de 60 rpm, para a obten

A solugdo de protoplastos foi centrifugada por trés vezes, sendo
vez por 10 minutos € I€S
ressuspendida em 20 ml de

que, na primeira suspendida em 20 ml de
solugdio CT, na segunda vez Por 5 minutos €

5 minutos ressuspendida em 500 pl da solugéo DT.

DTe por ultimo, por
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2 11.7—- TRANSFORMACAO INTER-ESPECIFICA
(May et al 1989, Vollmer e Yanofsky 1986)

A uma aliquota de 100pl da solugdo de protoplastos da linhagem

H6 de 7. rubrum, contendo cerca d
foram adicionados 1,0pug de DNA digeri

nidulans, 0,7ug do plasml'dio autoreplicativo
o de gelo por 20 minutos,

e 10 protoplasto/ml em solugdo DT
do da linhagem terbA7 de A.
pAB4-Rpl ¢ 50ul de
tampéo ET. Esta mistura foi incubada em banh
{ml de solugio ET e incubou-se por 30

em seguida acrescentou-se
A solugdo dos protoplastos

minutos a temperatura ambiente.

transformados foram acrescentados 5ml
8%), pré-aquecidos a 47°C e a mistura foi

mesmo meio de regeneragao

afina (1,0 pg/ml). As

de solugio de meio de

regeneragio MMS com agar (0,
espalhada em placas de Petri contendo 0
MMS com agar (1,5%) suplementado com terbin

placas foram incubadas a 28°C por cerca de 7 dias
u de placas contendo

para a obtengdo de

colonias transformantes. O controle s¢ constitul
DNA transformante da

todos os componentes citados acima, menos O
linhagem terbd7 de A nidulans. Apos 2 ob

transformantes de 7. rubrum, €stas foram trans
ndo 1,0pg/ml de terbinafina.

tencdo das coldnias

feridas para 0 meio

Sabouraud sélido conte
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3. RESULTADOS
3.1 — ISOLAMENTO DOS MUTANTES RESISTENTES AO

ANTIMICOTICO TERBINAFINA.

A curva de sobrevivéncia da linhagem pabaAl a luz ultra violeta

(Cuadros,1996) mostrou que © intervalo de tempo ideal para a obtengio

de mutantes ( com sobrevivéncia de 5%) foi ao redor de 5 minutos de

irradiagéo (Figura 3).
100 ————
" \
* -
.}
2 60
«
=
o
2 40
[42]
20 -
.\.\
1 *
0 —___'___I,__—.————zy—‘_"’_—;r’_r T g .

Tempo, min

Curva de sobrevivéncia da linhagem pabaAl de A.

Figura 3 —
com luz ultravioleta

nidulans em relagio ao tempo de irradiagdo
(Cuadros,1996).
Utilizand

condigdes descritas no item 7.6.2, obteve-
0 com terbinafina (1,0

cterizadas, quanto a0 ni
amente (Figura 4).

o-se 5 minutos de irradiagdo com luz ultravioleta, nas

se varias colonias, em meio

-2, 5ug/ml). Quatro col6nias

completo suplementad
vel de resisténcia a

foram isoladas ¢ cara

terbinafina. Duas destas foram analisadas genetic

28



inhagem pabaAl por irradiagdo
io completo na presenca da

terbA8, 1V- terbA9 e V-

Figura 4- Mutantes obtidos da 1

c . .
om luz ultravioleta, cultivados em M€

terbinafina 1,0 pg/ml. I-pabadl, [I-terbA7, 1I-

terbA]().
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3.2 - CARACTERIZACAO DE MUTANTES RESISTENTES
A TERBINAFINA: CURVA DOSE RESPOSTA

Apos o isolamento dos quatro mutantes denominados ferbA7,

terbA8, 1erbA9, terbAl0, foi possivel caracteriza-los frente ao
dida dos didmetros de suas colonias,

antimicético terbinafina, pela me
quando cultivados em meio completo suplementado  com varias
concentragdes desta droga.

A figura 5 mostra
segregantes resistentes & terbina
controle pabaAl. A partir destas ¢
causa 50% de redugdio no didmetro

(Tabela 1). Pode-se verificar qué
do cruzamento zerbA7 x MSF, apresentam altos niveis de resisténcia,
comparados com os mutantes terbA7, 1erbA8, terbA9, terbA10. Foi

também observado que o perfil de resisténcia a terbinafina dos 4 mutantes

sd0 semelhantes (Figura 5)-

as curvas dose-Tesposta dos mutantes e
fina comparadas com a da linhagem
urvas calculou-se a dose efetiva que
das coldnias de cada linhagem (EDsp)

os segregantes n” 1 € 2, provenientes
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6 —
ﬁﬁ --pabaAl
-~terbA7
-+terbA8
~terbA9
--terbA10
--segri
+segr2

Diametro - cm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
crbinafina - 4 g/ml)

LOG( 1-+concentragio antimicotica de t
micotico terbinafina.

osta frente a0 anti

eto suplementadas ou ndo com

Fi
gura 5- Curvas dose reSp
em meio compl

Li
Inhagens cultivadas
ponde a média de

terbi
binafina. Cada ponto coOrTes

3 repetigdes.
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Tabela 1~ ED50 da terbinafina para as linhagens pabaAl, terbA7,

1erbA8, terbA9, terbA10, segregantel e segregante?.

— Linhagem EDsp (pg/mi)
pabadl w0
terbA7 2
terbA8 L2
terbA9 =
1erbA10 -
Segregantel(terbA7x MSF) >
Segregante2(terbA7 x MSF) | e

tiva das curvas de dose-resposta apresentadas

A analise compara
pelos diploides, pelas linhagens haploides resistentes € pelo p

sensivel & terbinafina, permitiu re

arental

conhecer a muta¢do cOmo sendo
nante. No entanto, em altas

codominante ou parcialmente domi
am um perfil praticamente

concentragdes da droga, estas curvas revel

dominante para esta mutagdo (Figura 6)-
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6

-=-MSF
-~terbA7
-+terbA10
~terbA7/ /MSF
-+ terbA10/ /USF_|

Diametro - cm

0 0,1 0,2 0,3 0,4
£ . - l
LOG(1+concentragdo p g/ml)
gens diploides heterozigotos
ctivas linhagens parentais

(sensivel ) MSF.

Fi .
igura 6- Curvas dose-Tespostd das linha
(lerb47//MSF) e (terbAl 0//MSF) e suas respe

haplGides (resistentes) 1erbA7 € rerbA10 € dO parental
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3.3 — ANALISE GENETICA

. 331 - DETERMINACAO DO NUMERO DE LOCI
VOLVIDO NA RESISTENCIA DE CADA LINHAGEM.

gregacao meidtica dos cruzamentos lerbA7 x

O resultado da se
a resisténcia a

MS
F e terb410 x MSF mostraram que a marca d
ples (proporgao 1:1)

terbi

n ; ~ . .
afina ¢ um padrdo de heranga mendeliana Sim
téncia em ambos 0s

Ou Se- y y .
Ja, um unico gene deve ser responsavel pela rests

Mutante
S.
e experimento analisado

A Tabela 2 mostra 0 resultado dest
_quadrado ) € aplicando
ferenga entre 0S sensivels €

estatisti .
atisticamente pelo teste x> (qui -se a hipotese

1 resistente. A di

d
a proporgdio 1 sensivel :
nfirmando a hipotese.

resjs ~ . . .
tentes, ndo se mostrou significativa, €0

Tabela 2 — Analise dos segregantes oS cruzamentos ferbA7 X MSF e

terbA10 x MSF
Cruzamento | Segregantes Segregantes m
t Sensiveis Resistentes
zirbA7X MSF 137 ﬂﬂi-ﬂ-
DS NSE | LT e [ | L

o DO CROMOSSOMO QUE

332 - LOCALIZACA
NCIA ATERBINAFINA

C ; X
ONTEM O GENE DE RESISTE
toticos provenientes dos cruzamentos
o gene responsavel pela
agdo IV, pois entre

houve qualquer

t A anglise dos segregantes ™!
erbA7 x MSF e terbA10 x MSE mostrou que

resi & M Al . .
sténcia a terbinafina esta Jocalizado DO grupo de lig
0S8 B
20 Segregantes analisados de cada cruzamento, 10
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d

ree : ~
ombinagdo entre os marcadores pyroA4, presente 1

o cromossomo IV,

e Al .
0 de resisténcia a terbinafina (tabelas 3 e 4 ¢ Figura 7).

Tabela 3 — Analise mitotica dos segregantes h

¢
Tuzamento ferbA7 x MSF quanto a segregacd

T
Marcadores Genéticos Grupo de ligagio Segregantes Segregantes
Sensiveis Resistentes
pabad” 1 4 5
6 5
—— pabad
acrd” 1l 4 5
7 4
acrd”
galq” 1l 6 3
5 6
~——__gald
pyrod” IV 0 12
8 0
pyroA 5
JacA® Vv 6
5 9
JacA
] 7
sBA™ VI 3 4
8 5
sBA //,//—5——
nicA” VI 5
6 4
nicA ///’/4’-"
ribod” Vil 3
I
riboA” /

aploides do

o da marca de resisténcia a
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Fi
Cultiyag gura 7 — Segregantes mitéticos do cruzamen
ados .
em meio completo na presenca da terbinafind 1,0 pg/ml, por 3
Segregante

resistente; 1I-

diaS. I-
Segregante

hiper §egrethe sensivel, 1I-
resistente; V- terbA10 € V- MSF

|
|




Tabela 4 — Andlise mitotica dos segregantes hapléides do

Cruza »
mento ferbAI0 x MSF quanto 2 segregagdo da marca de resisténcia

a terbinafina,
M
arcadores Genéticos Grupo de ligagio Segregantes Scgregantes
Sensiveis Resistentes ‘
PabaA+ I 2 5 ;:
~—pabad’ ° 8
acrA” I 5 4
acrd” 2 7
gald” il 5 7
—__gald’ ’ _/___—6
pyroA” v 0 13
7 0 -
\BKOA- e
JacA™ % 4 7
3 6
~——_ JacA ]
sBA™ VI 5 7
2 6
sBA I i
nicA”* Vil 5 6 j
2 7 g
nicA" I
riboA™ vl 3 3 I 1
4 8 L
riboA” / ;

333 - MAPEAMENTO DOS LOCI MUTANTES EM SEUS 1‘

C

ROMOsSsoMOs

fere resisténcia 3 terbinafina foi ‘
em 2.84. 0 g

gisténcia a

A localizagdo do locus que con

deﬁ . . .
Nida através da analise meiotica, conforme descrito no it

¢io que confere 1€

Tesul
tado desta analise confirma que 4 muta

terb' )
Mafina no mutante ferbA7 estd locahzada no cro

a o
Uma distancia de cerca de 3407 Unidades d¢ Recombinagdo do
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marcad .

. or pyroA4, também presente no grupo de ligagdo IV de 4

Idulans . o e A . . -
ns. O calculo da distancia génica fol realizado pela relagdo entre 0

ombinantes € O numero de individuos

nﬁme . .
ro de individuos rec
foi de

analis Y
ados. A distancia génica entre pyroA4 ¢ a mutac#o, terbA10

31,06 uni
unidades de recombinagdo (Tabelas 5 €6 ¢ Figura 8).

eiotica do cruzamento terbA7 x MSF.

Tabela 5 — Analise m

Tabela 6 — Analise

meiotica do cruzamento

M
arcador Genético | Segregantes Segregantes Porcentagem de
ero do Resistentes Sensiveis recombinantes
mossomo IV gunidades de mapa)
pyrod” 99 31
[})

o 59 75 34,09 %

Total 158 106 264

erbA10 X MSEF.

38

Marcador Genético |Segregantes Segregantes Porcentagem de
do Resistentes Sensiveis recombinantes
cromossomo IV (unidades de mapa) i
pyrod” 33 28 i
e 54 % 31,06 %
04 // »
Total INEL 127 264 |
j.



e N T Sl vl VAT e

cos do cruzamento terAl10 x MSF,

rbinafina 1,0ul/ml.  I-

Figura 8- Segregantes meidti
Cultivados em meio completo nad P .
sisten

Segregante sensivel, 1I- Segregante 1€

Tesistente, [V- ferbA10 e V- MSF-
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3.3.4 - TESTE DE ALELISMO

Para determinar se as mutagdes que conferem resisténcia

terbi .
nafina mapeadas no mesmo cromossomo, Sao alélicas ou ndo, foi

real , e
alizado um cruzamento entre do1s segregantes mitoticos terbA7(6) x

tes meioticos deste cruzamento mostrou

0% das colonias

afina (1,0

A andlise dos segregan
alelismo entre os genes terbA7 € terbA10, pois 10

se , . .
gregantes deste cruzamento se mostraram resistentes a terbin

Hg/ml). Os resultados podem ser vistos na tabela 7.

eiotica do cruzamento 1erbA7(6) X

Tabela 7 — Analise m

lerbA]() 9 ) .
Cruzamento Segregantes Segregantes Porcentagem de
Sensiveis resistentes recombinantes
‘erbd7(6)x
' 0
B 0 72
3.4 _ DETERMIN ACAO DA CONCEN TRACAO

INIBITORIA (CIM) PARA A TERBINAFINA

a concentragdo minima inibitoria (CIM) da
as linhagens pabaAl,

gem Ho de I rubrum © para
ados na tabela 8.

t Os wvalores d
Crbinafing para a linha
7

erb47 o diploide de A. nidulans estdo mostr

40




Valores da concentragdo Inibitoria (CIM) de
ara as linhagens pabaAl,

Tabela 8 -
terbinafina para linhagem H6 de T. rubrum, € p

terbA7 e diploide (terbA7/MSF) de A. nidulans.

[\
CIM (pg/ml)
Linhagens Terbinafina
H6 0,1
pabadl 0,1
terbA7 >20,0
terbA7//MSF >20,0

3.5-METODO DE DETECCAO DE MUTACOES

INDUZIDAS

3.5.1 -EFEITO DO ANTIMICOTICO TERBINAFINA NA

SOBREVIVENCIA E FREQUENCIA DE REVERSAO DA
[NDEPENDENCIA  DE

LINHAGEM  bidImethGl ~ PARA

METIONINA
Os resultados mostraram que a terbinafina aumentou a frequéncia
independente quando

de aparecimento de revertentes metionina-

Comparada com a reversdo espontdnea (Tabela 9).

352 _ INDUCAO DE SETORES EM LINHAGENS

HAPLOIDES E DIPLOIDES DE 4 nidulans.
tentes € sensiveis) mostraram um alto

terbinafina, como mostrados

car que a frequéncia

Linhagens analisadas (rests

'ndice de setorizagio na presensa da droga
"2 Figura 9 ¢ Tabela 10. Na Tabela 10 pode-

. ntra
do aparecimento de setores depende da conce ¢

se verifl
5o da droga © também

d .
a hnhagem analisada.
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pléides e haploides

tores em linhagens di
Setores do diploide em

Figura 9- Produgdo de se

de A. nidulans. 1- Dipléide em meio completo; II-
do com terbinafina (0,1 pg/ml); M- Setores da

-

eio completo suplementa

li , 2

nhagem bidlmethiG1 em mei10 completo suplementado com terbinafina
hA7 em meio completo

(0,03 pg/ml); 1V- Setores da linhagem 7€’

suplemento com terbinafina (6,0 pg/ml)
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s3 _ INDUCAO DO DESENVOLVIMENTO  DE

CLEISTOTECIO

trou capaz de estimular a produgio de

A terbinafina se mos
cleistotécio nas linhagens haploides terbA7 ¢ biAlmethGl e também em
dipléides, quanto cultivados em meio completo. O aparecimento destas
estruturas na linhagem ferbA7 ocorreu em varias conc

ra a linhagem frerbA7

terbinafina (4,0-12,0 pg/ml). A Figura 10 most
m meio completo suplementado

entragdes de

Inoculada por suspensao de conidios €

formagdo de manéis”" de cleistotécios

com terbinafina. Observa-s€¢ a

durante o desenvolvimento das colonias.

em lerbA7 de A.

stotécio pela linhag
(12,0 pg/ml) (1)

Figura 10- Produgao de clel
Midulans na presenga terbinafina (6,0 pg/mb) () €
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3.6 — OBTENCAO DE TRANSFORMANTES DE T. rubrum

A Tabela 8 nos mostra que 0S resultados dos CIMs (concentragdes

erbinafina foi de 0,1pug/ml tanto p
para a H6 de 7 rubrum, € de >20,0 pg/ml
do transformante

minimas inibitorias) da t ara a linhagem

pabaAl de A. nidulans, quanto
rbA7 e terbA 7//MSF. Para obtengao
eio seletivo 1,0 pg/ml de terbinafina,

os citados acima. A figura 11 mostra

yum com O DNA da linhagem terbA7

para as linhagens e
de 7 rubrum utilizamos como 1M
concentracio deduzida dos resultad
uma coldnia tranformante de T- rub

de A. nidulans. Verifica-se que €ste transformante € pelo menos 10 vezes

a linhagem receptora H6. Nio foi

ante em concentragdes maiores queé
verificado na Figura 11 a

pouco diferente da linhagem

mais resistente a terbinafina que
avaliada a viabilidade deste transform
Ing/ml de terbinafina. Como pode S€r

morfologia da colonia transformante é um
QOutro fato observado neste

original H6 cultivada em Sabouraud.
resenga de uma pigmenta
género
da como receptora neste

¢do esverdeada no reverso

transformante foi a p Trichophyt '
Tric op y on, mas €

da colonia. Esta pigmentago ¢ comum 1o

ausente na linhagem HO, qQue foi utiliza

experimento.
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4 — DISCUSSAO

4.1-ANALISE GENETICA

terbA10 mostrou que, em

A anglise genética dos mutantes terbA7 €
ene, localizado no cromossomo IV, estava

ambas as linhagens, um unico g
envolvido com a resisténcia a terbinafina e que estas mutagdes sdo alelos

(Tabelas 2,3,4 e 7). Além disso, 0S dados da
terbA10 possuem valores de ED50 muito

tabela 1 e da figura 5 mostram

que os mutantes ferbA7, terbA8,
sugere que a mutag¢do qu

do em unico gene.

proximos. Este resultado ¢ confere resisténcia a

terbinafina aos mutantes poderia ter ocori
e os diploides provenientes dos cruzamentos

Também foi observado qu

lerbA7 x MSF e terbA10 x MSFE, em baixa
nante ou de dominancia parcial, mas

e médias concentragdes de

terbinafina possuiam um carater codomi

em altas concentragOes comportavam-s¢ como dominante (Figura 6).
E provavel que este carater dominante da resisténcia nos diploides,
a, seja devido a uma interagdo entre o

quando em altas concentragdes da drog
e confere resisténcia a

gene de resisténcia 4 terbinafina com 0 £EN¢ acrAl, qu
r, 1957), presente no cromossomo II. Segregantes
mitdticos e meiodticos dos cruzamentos das linhagens terbA7 e terbA10 com a

is resistentes a esta droga

MSF que possuiam esta interagdo mostraram ser mal
ene de resisténcia a terbinafina.

suiam apenas 0 &
pias eram maiores qu

1 e a linhagem MSE se

acriflavina (Roper € Kafe

que os segregantes que poS
e das linhagens

tros destas col6
g o gene acrA
o a linhagem controle pabaAl

Além disso, os didme

fesistentes que possuiam apen?

mostraram tdo sensivels a terbinaﬁna quant

(sensivel 4 terbinafina € @ acriﬂavina).
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MSF fjr)::cc;cr)lértlia.s hiper-resistentes, provenientes do cruzamento terbA7 x
) Eetes <o ac erlz‘adas quando ao ED50 e denominadas de segregantes 1 ¢
com gregantes tiveram um perfil de ED50 muito semelhante entre si e

provaram a alta resisténcia conferida pela interagdo génica (Tabela 1 e

Figura 5).

Quando mais de um loco confere resist
dos nas linhagens recombinantes que

&ncia a uma determinada droga
2

efei it
tos aditivos podem ser observd
Tal interagdo positiva nos

carre .
gam mais que uma mutac¢ao (Tuyl, 1977).
<amida em S. cerevisiae (Wilkie e

Ireco . P .
mbinantes é conhecido para ciclohe
,-Rossi e Azevedo, 1989),

Le
¢, 1965) para benomil em 4 nidulans ( Martine

entre outros.
ja mencionado,

fico o alelo acrAl, como

No entanto, neste caso especi
gens que possuem 0 alelo terbA

nafina nas linha

ndo oA .
confere resisténcia a terbi
anto, de interag0es

génicas classicas.

Selva ¥, A .
gem. O fendmeno difere port
nafina e a acriflavina,

de resisténcia a terbi
a ndo estd esclarecido. Varias

o a de que o gene

A interagdo entre 0S genes
tes 1 ¢ 2, aind
lica-la, por exempl
o beneficiando o gene ou

Que ocorrem nos segregan
para exp
de algum mod
binafina. Uma outra
m transportadores de

hipg
poteses podem ser levantadas

da .

r A : Ry . . ,
esisténeia a acriflavina esta

a resisténcia a ter hipotese € a
m envolvidos co

anscrigdo do mecanis

I n -
z oduto génico que confere
e

que os genes terbA € acrd esteja
multy .

ltidrogas tipo ABC ou 3 reguladores da tr

fesposta ao estresse provocado por drogas.
produtos dos gene
portada primeiramente pelos 1€
crevem €m C. albicans um gene

ive a terbinafina. Além

mo de

g terbA € acrd sejam

A hipotese de que 05
sultados de

tra

: nsportadores de multidrogas € U
a
nglard e ol (1995, 1996, 1997) 4% des

qQue : 1
promove resisténcia a VArios idores, inclus

inib
a acriflavina ©

m resisténcia simultamente

dis

SO

, alelos mutantes que confere
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N . )
akashima, 1996) e para 0 proprio
Portanto, tanto o acrA quanto O

fung
0s e

devem ser abordados, futuramente, sob o pont
ompreendermos suas funcdes nas células

alelo acrAl de A. nidulans (Pereira, 1997)
terbA sio genes relevante para os

o de vista molecular e

fisiologi
iologico para melhor ¢

4.2 — SETORIZACAO, MUTAGENICIDADE E PRODUCAO DE

CLEISTOTECIO

sistentes ¢ sensiveis de A. nidulans analisadas neste
indice de setorizacdo €
a 10). partindo desta observagao foi

possuia atividade mutagénica
2

As linhagens re
m determinadas

fra
abalho mostraram um alto

con O 1
centracdes de terbinafina (Tabel

realiza : i
do um teste para verificar s¢ 2 terbinafina

ma de reversao para inde

utagdo do tipo pontual (
e reversdo para metionina para se

uti]ir . .

zando-se para isto o siste pendéncia de metionina
cm A ] " A
. nidulans, que determina m Lilly, 1965)

Vanta ey ~ .

gem da utilizagdo deste sistema d
génica de uma drog
Os resultados mostraram que a

rtentes, quando

4 & que varios marcadores

det ..
ectar a atividade muta
ensaiados.

e aparecimento de reve
ontanea (Tabela 9). A terbinafina

nto de setores em linhagens

s resultados sugerem,

genét 5 :
ticos sio simultaneamente
terbi
1 ancl
nafina aumentou a freqiiencid d

Com ) .
parada com freqiiencia de reversdo €sp
e induzir O surgime

ans (Figura 9). Este
bidor enzimatico pos

també

. mbém, se mostrou capaz d
a 24 . .
ploides e diploides em 4. nidul

port , , ..
anto, que a terbinafina além de 1M1
génico em A. nidu

sul direta ou

indi
retamente um efeito muta
cia possa Ser facilmente

¢ de uma substan

Embora a mutagenecidad
e mormas para sua

ident: o
ntlﬁcada em Sistelnas S, fo1 sugerldo qu

procarionte
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utilizaci
¢do fossem elaboradas somente quando a sua atividade mutagénic
a

tivesse si ; ‘e g
e sido ensaiada em pelo menos dois sistema eucariontes (Sobels, 1977)

o, sabe-se que O ergosterol esta e
ular mitotica € que 0S inibidores da

No '
entant nvolvido na distribuigdo dos

cr . .
omossomos durante a divisdo cel
omo por exemplo 0s derivados

sta distribuicio cromossémica e

biossi

ossintese do ergosterol, ¢ do imidazol e
0s

e alguma forma interferir ne

trtazois, podem d
mossomos durante a fase da divisdo celular

determinar a ndo-disjun¢do dos cro
1980). Como a terbi

e ela interfira na distribui¢do dos

mitotica (Bellicampi ef al., nafina também atua na

biossi < prova
ossintese do ergosterol € provavel qu
ce ser verdade quando se observa a presenga

Cro i a
romossomos na mitose. Isto parc
preseng:a desta droga (F igura

de setores em linhagens haploides € diploides na

9 ¢ Tabela 10).

Além disso, foi observa
da cleistotécio na
meio completo na presenca da droga

é bem compreendida a

do o aparecimento de uma estrutura de

s linhagens haploides terbA7,

reprodugdo sexual chama
pabaAl, biAlmethGl € diploides, em
terbinafina (Figura 10). Em fungos filamentosos ndo
morfogénese do cleistotécio, mas sabe-se que seu desenvolvimento € a partir
mentosa chamada de conidioforo (Champe et al., 1987).

¢ a limitagdo nul
parte das hifas, assegurando a

de uma estrutura fila
pécie A. nidulan
s na hidrolise de
atentes (Cohen, 1977).

ansformagao morfologica

Na es ricional induz enzimas

proteoliticas, imprescindivel
rmas de esporos 1
que durante a tr
trutura esférica (cleistotécio),

sobrevivéncia destas fo
(1974) observou

nidioforo) em €5
pase que hidrolisa o

Zonneveld

da estrutura filamentosa (60
nzima o gluca
o a catalise enzi
o fonte de carbono e energia

(1-3)-glucana

0COFTi .
corria o aparecimento dae
hifa. Durant matica sdo liberadas
tilizadas com

cleistotécio. Mutante

d
a parede celular da
se que serdo U

Necessdria para a formagao da biomasssa do
51

moléculas de glico
s deficientes



para esta enzima sdo mutantes para a formagdo dos cleistotécios (Martinelli e

Bainbrige, 1974 e Polacheck e Rosenberger, 1977).

A terbinafina ¢ um inibidor da biossintese do ergosterol. A

e o acumulo de esqualeno provocados por

conseqiiente auséncia do ergosterol
A ma formagio da

esta imibigdo afetam a estrutura da membrana plasmatica.
¢strutura da membrana € consequentemente da parede celular poderia ser um
sinal para as enzimas proteoliticas iniciarem o processo de degradagdo das

hifas e consequentemente a formagao de cleistotécio.

4.3 - TRANSFORMACAO

génicos © de interesse econémico sao pouco

ta o estudo de seus genes.

v
e A. nidulans sao,

Muitos fungos pato
caracterizados geneticamente, 0 qUe dific
revisiae, N. crassd

Organismos modelos tais como S. ce
to da estrutura e fungdo

portanto, valiosos instrumentos pard o conhecimen

- &€nica nestes fungos.

Genes clonados de fungos
tos em fungos pa
netal, 1997).

gma linhagem de 4.

modelos podem ser utilizados para

Identifn. . &ni ssumindo-se
dentificar e isolar genes correla togénicos, & a

Conservagio de seqiiéncia € de fungdo (Agna
Neste estudo, foi utilizado © genoma tal de
na para complementar uma linhagem de T.
gem foi possivel
dipléide heterozigoto.

nid - . '
idulans resistentes, a terbinafl
porque o alelo

Fuby, ,

ubrum sensivel a esta droga. Esta aborda
Mutante zerb47 se mostrou codominante quando em
Neste caso a linhagem recepfora deve ter O alelo recessivo para Se€r

Complementada pelo alelo dominante.
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Embora nio exista um sistema de transformagao em T. rubrum, com

outr . . 1 \ . .
o marcador seletivo além da sensibilidade a terbinafina, obtivemos

al - anlan - :
gumas’ colonias que se desenvolveram muito bem em meio de cultivo

suplementado com esta droga.

O transformante analisado manteve a morfologia caracteristica da

lint i
lagem receptora H6, mas apresentou-se pigmentado no lado reverso da

coldnia (Figura 11).

O isolamento do fragmento de DNA
encontra integrado 1o plasmidio

ntos de transformagao

de A. nidulans, inserido no T

Yubrum, que provavelmente S€
Autorepliactivo pAB4-ARpl, deve ocorrer em experime
da bactéria I2.coli DHS o [supE44, AlacU169 (480 JacZAM13), hsdR17, recAl

endAl, thil, rel4 1], sensivel a ampicilina.

gaé mais provz’wel ocorrer entre organismos

Complementagdo heterolo
No entanto, genes clonados por

relacion: . .
acionados  filogeneticamente.
1 supressor da fungdo ou o proprio

Cor X ~
mplementagdo de fungdo podem ser Ul

gene ¢ . ~
¢ correspondente aquela fungao.

otoplastizagdo € 2 tra
para desvendar o genoma deste

De qualquer modo, a pr nsformacdo em 1. rubrum

$30 inéd; I
néditos e podem contribuir seguramente

im , »
Portante patogeno humano.




S-RESUMO

A terbinafina é um droga que vem sendo muito utilizada em humanos

no - 3
tratamento de infecgdes causadas por fungos. Este
atua blogueando a biossintese do

antimicotico,

ert . .
pertencente ao grupo das alilaminas,

ergosterol, o principal esterol do fungos, inibindo a enzima esqualeno
epoxidase. Com objetivo de melhor compreender O mecanismo da resisténcia
a esta droga, linhagens mutantes resistentes, obtidas apos irradiagdo com luz
ultravioleta, forma isoladas em Aspergillus nidulans € estudadas do ponto de

rbA7 e terbAl0), que

deste mutantes (fe

Vis " . :
ta genético ¢ fisiologico. Dois
08 , oA :
Possuem um alto nivel de resisténcia, foram cruzados com a linhagem Master
ie em ambos os mutante um inico gene

F - :
(MSF). A analise genética revelou q

ér . o e :
esponsavel pela resisténcia a terbinafina. Estes
4 unidades de recombinagdo do

genes a0 alelos e estao

l()c
alizados no cromossomo IV, a cerca de 3
4 terbinafina das linhagens

lnfl IE ’ M n .
arcador pyroA4. A analise do nivel de resistencia

diploides rerbA7 // MSF e terbA10 // MSF revelou que O

C A . ~ ,
bela tolerancia a esta droga nos mutantes ferbA7 € terbAl0 tém um carater
embora S€ comportem praticamente

s alelos responsaveis

codomi o .
ominte ou de domindncia parcial,
ntragdes de terbinafin

uma hiper-resisténcia a droga

€0mo dominantes em altas conce a. Além disto, alguns
Segregantes mitoticos ¢ meioticos apresentaram
fere resisténcia
no cromossomo II da

terbinafina com 0

devi .
vido a intera¢do entre o gene que con

u oA A oo ;
Que confere resisténcia a acriflaving, 0 acrAl, presente

linhagem MSF.

adas ( resistentes © sensiveis) mostraram uim alto
s concentragdes dad
mos o sistema de reversao

Linhagens analis
roga. Para verificar

indj . .
Ice de setorizagdo em determinada
se : _ . -

a terbinafina possui atividade mutagénica, utiliza

Para independéncia de metionina €m A. nidu Os resultados indicaram

lans.
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que a droga aumentou a freqiiéncia de aparecimento de revertentes quando

comparada com a reversdo espontdnea. A terbinafina ainda se mostrou capaz

de induzir o surgimento de setores em linhagens diploides deste fungo. Estes

resultados sugerem, portanto, que a terbinafina, além de inibidor enzimatico,

possui efeito mutagénico em A. nidulans. A terbinafina também se mostrou

€apaz de induzir a produgdo de cleistotécios durante o crescimento vegetativo

deste fungo.
Experimentos de transformagao, que tiveram como objetivo verificar a

existéncia de recombinagdo heterologa de fungdo da resisténcia a terbinafina

de 4. nidulans no dermatofito Trichophyton rubrum, mostrar
ansformantes de 1. rubrum,

am-se positivos.
Os resultados preliminares indicaram que os tr
obtidos com o uso de um biblioteca instantanca do DNA de um mutante

ICsistente 3 terbinafina de A. nidulans,
a linha

apresentaram alta resisténcia a

terbinafing quando comparado com gem receptora, sugerindo uma

C ~ ~ ~ . A :
Xpressdo da fungdo de resistencia.

wn
W




6- SUMMARY

Terbinafine is a drug extensively used for the treatment of fungal
infections in humans. This antimycotic agent, belonging to the alilamine

group, acts by blocking the biosynthesis of ergosterol, the major esterol of
fungi, by inhibiting the enzyme squalene epoxidase. To better understand the

m - : . ) . .
echanism of resistance to this drug, resistant mutant strains obtained after

imadiation with ultraviolet light were isolated from Aspergillus nidulans and

studied from genetic and physiological viewpoints. Two of these mutants

(tebA7 and rerbA 10), which are highly resistant, were crossed with the Master
Strain F (MSF). Genetic analysis revealed that a single gene is responsible for
tesistance to terbinafine in both mutants. These genes arc alleles and are

located in chromosome IV at about 34 recomb
ance to terbinafine by the diploid strains

alleles responsible for

ination units from the pyroA4

Marker. Analysis of the level of resist

lerbA7 // MSF and terbA10 / MSF revealed that the
tolerance to this drug in the terbA7 and (erbA10 mutants are of a parcial
they practically behave as

dom X
Ominance or a codominant nature although
ations. Furthermore, Some mitotic

nce to the drug due to the

erbinafine and the gene

dominant genes at high terbinafine concentr

a .. . .
nd meiotic segregants presented hiper-resista

Nteraction between the gene that confers resistance to t
that confers resistance to acriflavin, qcrAl, present in chromosome II of the

MSF strain

The resistant and sensitive strain

S : . .
®Clorization at high concentrations of the

s analyzed showed a high index .of
drug. To determine whether

®rbinafing has mutagenic activity, W€ used the reversal system for mehionine

"dependence in A. nidulans. The results indicated that the drug increased the

ous reversal.

ffequgncy of appearance of revertants compared t0 spontane
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Terbinafine also showed the ability to induce the appearance of sectors in

diploid strains of this fungus. Thus, theses results suggest that terbinafine, in

addition to being an enzyme inhibitor, has a mutagenic effect on A. nidulans.

Terbinafine also proved to be able to induce the production of cleistothecia
during the vegetative growth of this fungus.

Transformation experiments carried out in order to determine the

existence of heterologous complentations of
terbinafine by A. nidulans in the dermatophyte Trichophyton rubrum yielded

the function of resistance to

Positive results. Preliminary data indicate that the transformants of 7. rubrum

obtained with the use of an instantaneous DNA library from an A. nidulans
nutant resistant to terbinafine showed high resistance to terbinafine compared

t . . . . i
0 the receptor strain, suggesting a expression of function.
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