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A levedura Candida albicans é um importante patógeno em humanos. A principal 

característica deste microorganismo é a sua habilidade de sobreviver em diferentes 

ambientes do hospedeiro, com diferentes tensões de oxigênio. Acredita-se que esta 

flexibilidade deve-se à expressão de vias alternativas de redução do oxigênio e ao controle 

do fluxo de elétrons entre elas e a cadeia respiratória clássica. A presença destas vias pode 

ainda estar relacionada à alta resistência do fungo a drogas, uma vez que a inibição de uma 

delas pode ser suprida pela atividade das outras. Neste sentido, um entendimento detalhado 

do transporte de elétrons destas leveduras torna-se imprescindível. Neste trabalho,  

após a confirmação da existência de três vias de transporte de elétrons nas mitocôndrias de 

C. albicans: a cadeia clássica (CRC), uma via paralela (PAR) e a oxidase alternativa 

(AOX), avaliou-se a importância de cada uma delas para o crescimento celular.  

Assim, foram feitos tratamentos com compostos que possuem efeito inibitório sobre pontos 

específicos a cadeia respiratória da levedura, e avaliações de curvas de crescimento dos 

organismos. A antimicina e o KCN, que inibem os Complexos III e IV da CRC, 

respectivamente, preveniram totalmente o crescimento quando comparadas à cultura 

controle. O BHAM, um inibidor da AOX, também promoveu a inibição da proliferação 

celular. A presença de rotenona, um inibidor do Complexo I da CRC,  

não inibiu completamente o crescimento da levedura. Estes experimentos foram então 

correlacionados com medidas de consumo de oxigênio nas suspensões mitocondrial e 

celular, onde nós observamos que a rotenona e o BHAM foram capazes de promover 

apenas inibições parciais da respiração. As concentrações de antimicina e KCN que 

promoveram inibições respiratórias parciais proporcionaram efeitos distintos sobre o 

crescimento. Enquanto a antimicina preveniu totalmente o crescimento, o KCN não 

apresentou efeito inibitório. Avaliamos ainda os níveis de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e glutationa oxidada (GSSG) nas células incubadas na presença dos inibidores 

respiratórios. Os níveis de EROs nas mitocôndrias tratadas com antimicina foram 

significativamente aumentados em relação aos outros grupos. Observamos também um 

aumento de GSSG nas células incubadas com antimicina e BHAM. Nossas descobertas 

experimentais sugerem que as inibições do Complexo III da CRC e a AOX previnem o 

crescimento da levedura por promover estresse oxidativo de origem mitocondrial. 
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Candida albicans is an important pathogen in humans. A crucial feature of this 

microorganism is its ability to survive in different environments within the host with 

distinct oxygen tensions. It is believed that this flexibility is due the expression of 

alternative oxygen reduction pathways and the control of electron flux between them and 

the classical respiratory chain. The presence of these pathways may also be related to the 

high resistance these fungi present to drugs, since the inhibition of one electron transport 

pathway can be compensated by the activity of the others. In this study we confirm the 

presence of three electron transport pathways in Candida albicans: the classical respiratory 

chain (CRC), a parallel chain (PAR) and an alternative oxidase (AOX). We also evaluated 

the contribution of each pathway toward yeast growth. To do so, we measured cellular 

proliferation in the absence and presence of electron transport inhibitors. Antimycin A and 

KCN, which inhibit Complexes III and IV, respectively, totally prevented cellular growth. 

BHAM, an AOX inhibitor, also promoted inhibition of yeast growth. Surprisingly,  

the presence of rotenone, an inhibitor of respiratory Complex I, inhibited yeast growth only 

partially. These results were then correlated with oxygen uptake in mitochondrial and cell 

suspensions, which revealed that rotenone and BHAM promote only partial respiratory 

inhibitions. Concentrations of antimycin and KCN which promoted partial respiratory 

inhibition had distinct effects on growth. While antimycin totally prevented cell 

proliferation, KCN did not. We also evaluated the levels of reactive species of oxygen 

(ROS) and oxidized glutathione in the cells incubated in the presence of respiratory 

inhibitors. The levels of ROS in antimycin-treated cells were significantly higher than in 

the other groups. Finally, we observed an increase of oxidized glutathione in cells 

incubated in the presence of antimycin and BHAM. These experimental findings suggest 

that inhibitions of complex III of the CRC and AOX prevent Candida albicans growth by 

promoting oxidative stress, indicating the importance of these pathways to ensure yeast 

viability. 
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1.1- Candida albicans e sua importância clínica  

O aumento da incidência de infecções por fungos unicelulares tem 

impulsionado diversas pesquisas acerca da fisiologia destes organismos a fim de  

combatê-los (Anaissie et al., 1989). Dentre estas leveduras, o gênero Candida representa a 

maior causa das infecções fúngicas nos seres humanos (Segal, 2005) e a C. albicans é 

responsável por mais de 50% destes casos. 

Pacientes oncológicos são altamente suscetíveis a infecções fúngicas devido à 

deficiência imune, sendo que as leveduras do gênero Candida, particularmente a  

C. albicans e C. tropicalis, são responsáveis por 46% destes casos (Carlisle et al., 1993). 

Além disso, estas infecções têm se tornado a maior causa de mortalidade entre outros 

indivíduos imunossuprimidos, sobretudo os pacientes com síndrome da imunodeficiência 

adquirida (Georgopapadakou e Tkacz, 1995; Rex et al., 1993; Vanden Bossche et al., 

1994). 

Até a década de 1970, a anfotericina B era a única droga disponível para o 

combate destas infecções. Porém, a sua fórmula convencional é pouco tolerada, 

apresentando alto risco de comprometimento renal, principalmente quando ministrada 

concomitantemente com outras drogas nefrotóxicas, como quimioterápicos (Cesaro et al., 

1993). Contudo, ela ainda permanece como a droga de escolha para pacientes com 

confirmação de infecção fúngica sistêmica (Rocco et al., 2000). O mecanismo de ação da 

anfotericina B foi elucidado por Elewski em 1993. O composto liga-se ao ergosterol da 

membrana celular do fungo, causando rompimento celular e conseqüente extravasamento 

dos seus componentes. 

A partir dos anos 80 o surgimento dos imidazólicos e triazólicos representou 

um grande avanço para o tratamento das infecções fúngicas sistêmicas (BODEY, 1992). 

Entretanto, o uso extensivo destes quimioterápicos, em especial o fluconazol, resultou num 

aumento do número de relatos de casos de resistência (Ghannoum e Rice, 1999).  

Nos fungos estes compostos interagem com o citocromo P-450, enzima responsável pela 

conversão do lanosterol em ergosterol (Elewski e Ohio, 1993; Christine e Terrel, 1999), 

inibindo a síntese deste composto. Devido à enzima citocromo P-450 dos mamíferos estar 
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envolvida na síntese de importantes esteróides como a testosterona e o cortisol, as drogas 

com uma afinidade por esta enzima podem estar associadas à toxidade. Neste sentido,  

o desenvolvimento de novos antifúngicos e novos alvos biológicos para suas ações vem 

ganhando interesse (Wenisch et al., 1997). 

Estudos conduzidos recentemente revelaram que uma família de peptídeos 

secretados na saliva, as estatinas, apresenta atividade contra fungos patogênicos,  

incluindo a Candida albicans (Oppenheim et al., 1998; Rayhan et al., 1992). 

Posteriormente, demonstrou-se que um destes peptídeos, a estatina 5, liga-se a receptores 

da membrana plasmática, sendo captada pelas células e associando-se intracelularmente às 

mitocôndrias. Na organela, estes peptídeos provocam uma série de eventos citotóxicos, 

como diminuição da atividade respiratória, formação de espécies reativas de oxigênio e 

depleção do ATP intracelular, (Helmerhorst et al., 2001). O composto acarreta ainda perda 

de volume celular e interrupção do ciclo de vida do organismo (Kavanagh e Dowd, 2004). 

Este exemplo ilustra como moléculas de ação mitocondrial possuem acentuado efeito 

antifúngico. Portanto, uma melhor compreensão dos mecanismos pelos quais a função 

mitocondrial pode afetar a sobrevivência destas células faz-se necessária, e pode evidenciar 

novos alvos para a ação de drogas. 

 

1.2- A cadeia respiratória das leveduras 

Enquanto nos organismos vertebrados a cadeia respiratória exibe uma 

organização bem determinada e praticamente linear no transporte de elétrons, nas leveduras 

este transporte ocorre por vias mais complexas e flexíveis, apresentando características 

bastante peculiares e ainda pouco conhecidas. (Guérin e Camougrand, 1994; Milani et al., 

2001, ver Esquema 1). A C. parapsilosis, por exemplo, possui três vias respiratórias:  

a cadeia respiratória clássica (via dos citocromos - CRC), uma via oxidativa “alternativa”  

(a oxidase alternativa - AOX) (Guérin e Camougrand, 1986) e uma cadeia paralela (PAR) 

(Guérin e Camougrand, 1994). A presença destas vias confere a estes organismos uma alta 

resistência às drogas, haja vista que a inibição de uma delas pode ser suprida pela atividade 

das outras. 
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Esquema 1- Representação esquemática da cadeia respiratória de C. albicans.  

Os elétrons provenientes do NADH são transferidos para o Complexo I (C I) 

ou para as NADH desidrogenases alternativas (interna e externa).  

Estes elétrons são então doados para a coenzima Q (CoQ), que pode ser 

reduzida também pelos elétrons transferidos pela succinato desidrogenase  

(C II). Os elétrons coletados pela CoQ podem ser dirigidos ao O2 pela AOX, 

PAR ou CRC, que contém os complexos III (C III), o citocromo c (cito c)  

e o complexo IV (C IV). As setas indicam as possíveis rotas para o fluxo de 

elétrons. Os pontos de ação dos inibidores estão indicados. 

 

1.2.1- A cadeia clássica (CRC) 

A cadeia respiratória clássica das leveduras assemelha-se em diversos aspectos 

à das plantas. Ambas contêm quatro grandes complexos enzimáticos: a NADH 

desidrogenase (Complexo I); a succinato desidrogenase (Complexo II); o citocromo bc1 

(Complexo III); e a citocromo c oxidase (Complexo IV). Com a exceção da succinato 

desidrogenase, o fluxo de elétrons através dos demais complexos está acoplado ao 

bombeamento de H+ para o citosol, contribuindo para a formação do gradiente 

eletroquímico de prótons (� � H+), que é utilizado para a síntese de ATP. Além destes 
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complexos, as plantas e os fungos expressam ainda NADH desidrogenases alternativas 

(interna e externa, voltadas para a matriz mitocondrial e citosol, respectivamente).  

Estas desidrogenases não transportam prótons e apresentam uma sensibilidade apenas 

parcial à rotenona. 

 

1.2.3- A oxidase alternativa (AOX) 

Outro ponto de convergência entre a cadeia transportadora de elétrons dos  

dois reinos é a presença de uma via alternativa, a AOX, que se ramifica da cadeia principal 

ao nível da ubiquinona, reduzindo oxigênio à água e evitando o bombeamento de H+  

da matriz para o espaço intermembranas. Assim, o fluxo de elétrons através da proteína não 

é acoplado à síntese de ATP. Análises laboratoriais identificaram que a AOX das leveduras 

é sensível a ácidos hidroxâmicos, como o ácido benzohidroxâmico (BHAM) e o ácido 

salcilhidroxâmico (SHAM) (Siedow et al., 1995). Por outro lado, a AOX é insensível a 

cianeto, azidas, monóxido de carbono e óxido nítrico, que inibem a citocromo c oxidase, 

assim como nas mitocôndrias vegetais. Enquanto a inibição da AOX dos fungos é bastante 

similar à das plantas, a regulação e estrutura parecem menos conservadas entre os  

dois reinos. A AOX dos vegetais possui regulação positiva por piruvato, enquanto o 

composto não apresenta efeito nas leveduras (Joseph-Horne et al., 2000; Umbach et al., 

2000). No entanto, a AOX fúngica pode ser estimulada por nucleotídeos de purina,  

que também regulam a enzima das plantas (Siedow e Umbach, 2000). A regulação da AOX 

nas plantas apresenta uma complexidade adicional: a existência de uma forma monomérica 

(alta atividade) e uma dimérica (baixa atividade) (Esquema 2). O dímero é estabilizado 

através da formação de pontes dissulfeto entre as cisteínas terminais dos monômeros.  

Como resultado, redutores tiólicos como o ditiotreitol ativam a enzima (Vanlerberghe et al., 

1995). Na maioria dos fungos, a proteína não apresenta estas cisteínas identificadas em 

plantas, embora a proteína já tenha sido observada na forma dimérica (Joseph-Horne et al., 

1998). Cada monômero da proteína possui duas porções hidrofóbicas que ligam a proteína à 

bicamada lipídica e um sítio ativo formado por um centro diférrico ligado a quatro hélices 

empacotadas que constituem a região hidrofílica da enzima (Berthold et al., 2000). 
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Esquema 2- Representação esquemática da AOX de fungos (a) e plantas (b) segundo 

Siedow e Umbach (2000). Cada monômero possui duas porções hidrofóbicas 

que ligam a proteína à camada lipídica (cilindros superiores), um sítio ativo 

formado por um centro diférrico (círculos negros no interior da cavidade 

formada pelas hélices) e quatro hélices empacotadas (cilindros inferiores). 

 

Em C. albicans foram identificados dois genes (AOX1a e AOX1b) que 

codificam duas proteínas de 379 e 365 aminoácidos, respectivamente, correspondendo à 

AOX (Huh e Kang, 1999, 2001). O gene AOX1a é expresso constitutivamente, enquanto a 

expressão do AOX1b é dependente da fase de crescimento e pode ser induzido por 

tratamentos com inibidores do transporte de elétrons como antimicina A e KCN.  

A expressão do AOX1b pode ainda ser aumentada quando as células são cultivadas em 

meio contendo fonte de carbono não fermentável, como o glicerol ou etanol  

(Huh e Kang, 1999; 2001). Posteriormente, foi demonstrado que a indução da AOX não 

afeta a expressão dos outros complexos respiratórios nas mitocôndrias de C. albicans 

(Helmerhorst et al. 2005).  

A co-expressão das diferentes vias respiratórias pode permitir ao organismo 

uma dissociação entre os processos de síntese de ATP e consumo de oxigênio mitocondrial. 

Isso permite regular os níveis de oxigênio do microambiente e de da coenzima Q 

mitocondrial, uma fonte importante de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Kowaltowski 

e Vercesi, 1999; Nicholls e Ferguson, 2001). De fato, foi observado anteriormente que a 

inibição da AOX em mitocôndrias vegetais está associada à formação de EROs  
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(Popov et al., 1997). Corroborando com estas constatações experimentais,  

Vanlerberghe et al. (2006) verificaram um aumento das defesas antioxidantes em folhas e 

culturas celulares de tabaco onde a expressão da AOX foi silenciada. Além disso,  

foi descrito também que a inibição da proteína em plantas promove morte celular 

programada (Vanlerberghe et al., 2002). 

Do ponto de vista bioenergético, é importante ressaltar que o fluxo de elétrons 

através da AOX não é acoplado ao bombeamento de H+, sendo a via menos eficiente na 

conservação de energia. Nesta rota de fluxo de elétrons, o bombeamento de H+ é mantido 

apenas pelo complexo I (ver esquema 1), enquanto que pela via clássica dos citocromos o 

bombeamento é mantido pelos complexos I, III, IV. 

A expressão da AOX nas leveduras patológicas pode ser clinicamente 

importante. Durante a infecção fúngica, os neutrófilos e macrófagos mononucleares 

reduzem o O2 a ânion radical superóxido (O2
-•) (Yamada et al., 1987) Estes radicais são 

subseqüentemente reduzidos a peróxido de hidrogênio (H2O2) pela enzima antioxidante 

cobre-zinco superóxido-dismutase (CuZnSOD) presente no citosol. Tanto o O2
-• quanto o 

H2O2 têm sido descritos como indutores da expressão da AOX nas leveduras e plantas 

(Wagner, 1995; Wagner e Moore, 1997). Assim, a expressão da proteína pode ser 

estimulada não apenas em resposta as EROs produzidas pelo próprio microorganismo,  

mas também pelos radicais de oxigênio gerados por estas células do sistema imune dos 

mamíferos. Concomitantemente à geração de EROs, os macrófagos ativados produzem 

também óxido nítrico (NO•), um potente inibidor do complexo IV da cadeia respiratória 

dos mamíferos (Torres et al., 1998). Assim, é provável que a expressão da AOX também 

constitua uma estratégia de defesa contra o NO• produzido pelas células do sistema imune 

do hospedeiro. 

 

1.2.4- A proteína desacopladora (UCP) 

Além da dissipação de energia promovida pelas NADH desidrogenases e AOX, 

que diminuem a eficiência da fosforilação oxidativa, outro mecanismo dissipativo foi 

descrito recentemente nas mitocôndrias de C. albicans através da descoberta da proteína 
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desacopladora (UCP) nesta espécie (Cavalheiro et al., 2004). Esta proteína, descrita 

inicialmente em mitocôndrias de tecido adiposo marrom de mamíferos hibernantes 

(Nicholls, 1978), possibilita a reentrada de prótons na matriz mitocondrial interna através 

de um ciclo de ácidos graxos (Garlid et al., 1996). Neste ciclo, a UCP catalisa o transporte 

de ácidos graxos desprotonados da matriz para o citosol. O retorno destes ácidos graxos 

através do mecanismo de “flip-flop” (Skulachev, 1991; 1999, veja esquema 3) resulta num 

ciclo fútil de prótons, dissipando a energia protomotiva gerada pela oxidação de substratos 

na cadeia respiratória (Jezek et al., 1996). O ciclo de H+ estimulado pela proteína 

desacopladora é sensível à inibição alostérica por nucleotídeos de purina como ATP e GTP, 

e é extremamente sensível a BSA, que remove ácidos graxos, essenciais ao ciclo de  

H+ (Jezek et al., 1996; Sluse et al., 1998). A descoberta da proteína desacopladora nas 

mitocôndrias de C. albicans foi obtida a partir de estudos funcionais envolvendo os efeitos 

de ATP, GTP e BSA no acoplamento mitocondrial. Estes sistemas dissipadores de energias 

presentes em fungos, que alteram a eficiência da fosforilação oxidativa, podem exercer um 

papel relevante no balanço energético da célula. De fato, o suprimento de substratos 

redutores, a energia e a demanda de carbonos para a biossíntese estão acoplados à 

respiração (Jarmuszkiewicz et al., 2001). Condições metabólicas que induzem um aumento 

dos substratos e do potencial de fosfato (imprescindível para a síntese de ATP) levam a um 

desequilíbrio entre o suprimento e a demanda energética. Um aumento da atividade da 

AOX, que não é diretamente controlada pelo status energético da célula, diminuirá o poder 

redutor do microorganismo. Por outro lado, um aumento da atividade da UCP,  

que consome o ΔμH+, diminuirá o potencial de fosfato. Assim, a atividade das duas 

proteínas pode teoricamente corrigir este desbalanço. Deste modo, uma possível conexão 

entre a atividade da AOX e da UCP através de uma regulação comum e suas possíveis 

complementaridades pode ser extremamente importante para a eficiência da fosforilação 

oxidativa e para o status energético da célula. Esta conexão pode ser uma das razões para a 

coexistência de dois sistemas de dissipação energética nos fungos. 
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Esquema 3- Representação esquemática do mecanismo de ação da UCP segundo 

Vercesi et al. (2006) (modificado). Neste mecanismo a UCP funciona como 

um carreador de ânions de ácidos graxos da matriz para o citosol. Os ácidos 

graxos são então protonados, retornando a matriz através do mecanismo de 

“flip-flop”.  

 

1.2.5- A cadeia respiratória paralela (PAR) 

Em contraste às plantas, Guérin et al. (1989) observaram que a oxidação de 

substratos exógenos como o NADH e o NADPH pelas mitocôndrias de C. parapsilosis 

ocorria preferencialmente através de um via diferente da cadeia respiratória clássica (CRC) 

ou da AOX. Posteriormente, Guérin e Camougrand (1994) propuseram um modelo da 

cadeia respiratória das leveduras no qual esta segunda via alternativa seria paralela à cadeia 

dos citocromos, permitindo que os elétrons fossem desviados ao nível do complexo bc1,  

de maneira insensível à antimicina A, mas inibida por amital (Camougrand et al., 1988), 

SHAM, altas concentrações de mixotiazol (Camougrand et al.,1991) e cianeto  

(Guérin et al., 1989). A presença desta via pode ser uma reposição funcional da via 

fermentativa, ausente nestas leveduras, possibilitando a estes organismos o crescimento em 

ambientes não fermentativos e na presença de drogas que inibem o fluxo de elétrons através 

da cadeia respiratória.  
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A partir destes estudos, um novo modelo de cadeia respiratória da  

C. parapsilosis foi proposto recentemente por nosso grupo de pesquisa  

(Milani et al., 2001). Através de medidas de consumo de oxigênio, observou-se que as 

mitocôndrias destas leveduras, cultivadas na ausência de inibidores da cadeia respiratória, 

possuem três oxidases terminais e quatro rotas para o fluxo de elétrons que levam à redução 

do oxigênio. Por meio da determinação das razões ADP/O destas mitocôndrias, os autores 

verificaram que a via clássica dos citocromos e a AOX compartilham elétrons ao nível da 

ubiquinona, sendo que a capacidade da via dos citocromos é duas vezes maior do que a da 

AOX. Outra constatação experimental obtida refere-se à interligação entre as cadeias  

CRC e PAR, que ocorre também entre o citocromo c da CRC e a oxidase terminal da PAR, 

tornando o transporte de elétrons ainda mais ramificado e flexível.  

Os autores demonstraram ainda que a capacidade da via paralela corresponde a 

aproximadamente um décimo da respiração total. 

 

1.3- A geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) pela mitocôndria 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são geradas naturalmente nas células 

aeróbicas como subprodutos de reações metabólicas e, sobretudo, pela respiração 

mitocondrial. Estima-se que 0,01 a 1% do oxigênio consumido pela organela seja reduzido 

a radicais superóxido (O2
•-) em estágios intermediários da cadeia respiratória (Liu, 1997; 

Turrens, 1997). Dentre os complexos respiratórios, as principais fontes de formação dos 

O2
•- são a NADH desidrogenase (complexo I) e a coenzima Q (ver esquema 4)  

(Boveris e Chance, 1973; Turrens et al., 1985). 

A geração de O2
•- pelo complexo I é promovida por substratos dependentes de 

NAD tais como o malato, glutamato e piruvato. A produção de EROs neste complexo pode 

ser estimulada também por inibidores da NADH desidrogenase, como a rotenona, quando 

na presença de substratos que geram NADH (Turrens e Boveris, 1980; Turrens, 1997).  

Na ausência destes equivalentes redutores, a formação de O2
•- neste ponto da cadeia 

respiratória pode ser estimulada ainda pelo succinato. A oxidação deste substrato pela 

succinato desidrogenase resulta num fluxo reverso de elétrons do complexo II para os 
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componentes do complexo I (Gyulkhandanyan e Pennefather, 2004; Liu et al., 2002).  

Neste caso, a geração de EROs pela NADH desidrogenase é prevenida pela rotenona. 

Em condições fisiológicas, os elétrons são transferidos da NADH desidrogenase 

para a coenzima Q (UQ), promovendo sua redução (UQH2). A UQH2 transfere então os 

elétrons para a citocromo c oxidase, convertendo-se no ânion semiquinona (UQ.-), que é um 

radical livre capaz de gerar radicais superóxido (Kowaltowski e Vercesi, 1999).  

O vazamento de elétrons neste ponto da cadeia respiratória é estimulado pelo cianeto e 

antimicina A (Boveris et al, 1976; Cadenas et al., 1977; Turrens et al., 1985; Turrens, 

1997;). Por outro lado, protonóforos e sistemas dissipadores de energia, como a AOX e a 

UCP, diminuem a produção destes compostos através do aumento da velocidade 

respiratória. Este aumento provoca uma diminuição do tempo de vida da UQ.- e redução da 

tensão de oxigênio, resultando na diminuição da probabilidade de doação de elétrons da 

UQ.- para o O2 (Turrens, 1997). 

 

1.4- Defesas antioxidantes mitocondriais 

Ao longo do processo evolutivo, a mitocôndria desenvolveu um grande número 

de enzimas antioxidantes, responsáveis pela remoção das EROs, mantendo assim a 

integridade da organela. O radical superóxido (O2
·-), gerado naturalmente em pequenas 

quantidades pela cadeia respiratória, é reduzido a H2O2 pelas superóxido dismutases 

(Esquema 4), como a manganês superóxido-dismutase (MnSOD). O H2O2 é então 

convertido à H2O pelas enzimas antioxidantes catalase (em mitocôndrias de coração), pela 

glutationa peroxidase (GPx) e pela tiorredoxina peroxidase (TPx). Estas duas últimas 

funcionam às custas da oxidação da glutationa (Inoue et al., 1999) e da tiorredoxina, 

respectivamente. Nos fungos, a glutationa está presente em altas concentrações e 

desempenha uma função importante em resposta a diversos tipos de estresse  

(Pocsi et al., 2004). A forma reduzida da glutationa (GSH) é o doador de elétrons para a 

GPx e a sua forma oxidada oxidada (GSSG) é reduzida à GSH pela glutationa redutase 

(GRx), utilizando o NADPH como doador de elétrons (Izawa et al., 1995).  

O NADP+ formado é então reduzido pelo NADH, numa reação catalisada pela enzima 
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NADP transhidrogenase (TH). A transferência de elétrons do NADH para o NADP+  

é acoplada ao bombeamento de H+ pela proteína, que ocorre do citosol para a matriz 

mitocondrial (Hoek e Rydstrom, 1988). Deste modo, a atividade da enzima proporciona um 

efeito antioxidante indireto, uma vez que a diminuição do ΔμH+ é acompanhada pelo 

aumento da respiração mitocondrial. Como discutido acima, este aumento do fluxo de 

elétrons através da cadeia respiratória previne a geração de EROs mitocondrial. 
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Esquema 4- Representação esquemática da geração e remoção de EROs 

mitocondriais. Os principais sítios de geração dos O2
•- são os complexos I 

e III (C I e C III, como indicado na figura. Estes radicais são reduzidos a 

H2O2 pelas enzimas ZnCuSOD (no citosol) e pela MnSOD (na matriz).  

Na matriz o H2O2 é convertido à H2O pelas enzimas catalase  

(em mitocôndrias de coração), glutationa peroxidase e tiorredoxina 

peroxidase. A redução do H2O2 pela glutationa peroxidase e pela 

tiorredoxina peroxidase ocorre às custas da oxidação da glutationa e 

tiorredoxina, respectivamente. Estas enzimas são reduzidas pela glutationa 

redutase e pela tiorredoxina redutase utilizando o NADPH como doador de 

elétrons. O NADP+ é então reduzido a NADPH pela NADP 

transhidrogenase (TH), às custas da oxidação do NADH e do gradiente de 

prótons transmembranar. 
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1.5- Estresse Térmico 

Uma grande variedade de microorganismos eucarióticos e procarióticos sofre 

uma rápida perda de viabilidade quando exposta a temperaturas não compatíveis com a 

ideal (Argüeles, 1997). Entretanto, estas células possuem alguns mecanismos que 

possibilitam à sobrevivência sob condições de estresse térmico. Quando submetidas a um 

choque de temperatura, as leveduras sofrem alterações expressivas na sua atividade 

genética (Piper, 1993). Estas alterações incluem o re-direcionamento da transcrição gênica, 

levando à síntese de mRNAs que codificam proteínas chamadas “heat-shock proteins” 

(hsp). Estas proteínas desempenham um papel importante para a fisiologia celular, 

auxiliando no dobramento de outras proteínas e no estabelecimento da conformação 

apropriada e prevenção da agregação destes compostos sob condições de estresse térmico 

(Rikhvanov et al., 2002). 

Ao nível bioenergético, há poucas informações disponíveis sobre a fisiologia 

respiratória de leveduras expostas ao choque térmico. Estudos recentes com o fungo 

Cryptococcus neoformans (Akhter et al., 2003; Steen et al., 2002) mostraram que a 

transferência das células de 25°C para 37°C induziu a expressão do gene da AOX, 

sugerindo que a proteína está envolvida na resposta ao estresse térmico. Anteriormente, 

Habel et al. (1991), verificaram que a capacidade respiratória do fungo N. crassa foi 

reduzida significativamente quando as células foram submetidas a um aumento de 15°C,  

e que esta respiração foi insensível ao KCN, indicando também um aumento da expressão 

da AOX. 
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2.1- Caracterizar os diferentes componentes da cadeia respiratória de C. albicans. 

2.2- Verificar a contribuição das vias de redução do oxigênio, bem como o estado redox de 

seus componentes, para o crescimento do microorganismo. 

2.3- Observar as atividades das diferentes vias de redução do oxigênio sobre condições de 

estresse térmico, evidenciando as vias essenciais para resistência ao choque térmico.  
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3.1- Origem e preparo do material biológico e reagentes  

A cepa ATCC (American Type Culture Collection) 90028 de C. albicans foram 

gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Angélica Z. Schreiber do Departamento de Patologia 

Clínica (Faculdade de Ciências Médicas – UNICAMP). 

A maioria dos reagentes utilizados foi adquirida junto à Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, EUA). Todos eram de grau de pureza analítica ou maior. 

Os inibidores da respiração mitocondrial antimicina A, BHAM e rotenona 

foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) e mantidos à temperatura ambiente, 

protegidos da luz. O KCN foi dissolvido em H2O destilada e o pH da solução foi ajustado 

para aproximadamente 7.2 utilizando-se NaOH. 

 

3.2- Manutenção das células de C. albicans 

As cepas de C. albicans foram mantidas em ASD - Ágar Sabouraud Dextrose 

(10 mg/mL de peptona, 40 mg/mL de glicose e 15 mg/mL de ágar) e repicadas com 48 h de 

antecedência ao início de cada experimento. Vários repiques foram mantidos em água 

destilada estéril e reativados sempre que a cepa apresentou alteração de suas características 

macroscópicas, microscópicas e/ou bioquímicas. 

 

3.3- Preparação do pré-inóculo 

Foram realizados dois repiques do microrganismo em ASD, a fim de garantir a 

pureza e a viabilidade das amostras. Uma alçada do segundo repique foi emulsionada em 

50 mL de meio de cultura YEPG (extrato de levedura 1%, glicerol 2% e bactopeptona 2%), 

incubando-se durante 24 h a 37ºC. 

 

3.4- Preparação do inoculo 

Após 24 h de incubação do pré-inóculo, foram transferidos aproximadamente 

10 mL para um erlenmeyer contendo 600 mL de meio YEPG. O inóculo foi então incubado 

por 24 h, sob agitação a 200 rpm, a 37oC. 
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3.5- Preparo de esferoplastos de C. albicans 

Os esferoplastos (leveduras depletadas de sua parede celular) foram preparados 

como descrito por Milani et al., 2001. As leveduras foram coletadas a partir de 1 L do meio 

de cultura por centrifugação e lavadas em água fria e tampão tris - HCl 50 mM, pH 7,8, 

contendo 1 mM de sorbitol e 10 mM de MgCl2. As células foram ressuspensas no mesmo 

tampão contendo 30 mM de ditiotreitol. Após 15 minutos de incubação a temperatura 

ambiente com agitação, as células foram coletadas por centrifugação diferencial e 

ressuspensas no tampão inicial contendo liticase (1 mg/mL de células) e ditiotreitol 1 mM e 

incubadas a 30oC até 90% serem convertidas em esferoplastos. Para confirmar a conversão 

a esferoplastos, uma pequena amostra foi retirada, adicionada à água e monitorada 

espectrofotometricamente a 530 nm, uma vez que a permeabilização da parede celular é 

acompanhada pelo inchamento das células e conseqüente diminuição da densidade óptica 

da suspensão. A digestão foi interrompida por resfriamento da suspensão em banho gelado. 

Os esferoplastos obtidos foram então lavados duas vezes no mesmo tampão. 

 

3.6- Isolamento de mitocôndrias 

As mitocôndrias das leveduras foram isoladas como descrito por 

Jarmuszkiewicz et al., 2000. Após a obtenção dos esferoplastos, o pellet foi ressuspenso em 

tampão de tris–HCl 10 mM, pH 7,4, contendo 0,6 mM de sorbitol, 1 mM de EDTA, 0,5% 

de BSA e 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF). Os esferoplastos foram 

rompidos mecanicamente com o auxílio de um homogenizador Dounce. As células 

danificadas foram separadas do sobrenadante através de uma centrifugação de 10 min a 

1089 g. As mitocôndrias foram então coletadas do sobrenadante por centrifugação  

(10 minutos a 3415 g) e lavadas em meio contendo 0,6 mM de manitol, 1 mM EDTA,  

1% BSA e 10 mM de tris-HCl, pH 7,0.  

 

3.7- Dosagem de proteínas 

A concentração de proteína das suspensões mitocondriais foi determinada pelo 

método de biureto (Gournall et al., 1949), modificado pela adição de 1% de colato  

(Kaplan e Pedersen, 1983). O princípio do método baseia-se na determinação da 
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concentração de ligações peptídicas através da medida da absorbância do complexo  

cobre-nitrogênio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm.  

A absorbância é considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na 

solução analisada. Uma solução de BSA a 1% foi utilizada como padrão. 

 

3.8- Obtenção das curvas de crescimento 

As leveduras foram incubadas por aproximadamente 16 h a 37oC sob agitação 

(200 rpm) no meio de crescimento YEPG, na presença e ausência de inibidores da cadeia 

respiratória. Alíquotas da cultura foram retiradas a cada hora, medindo-se a densidade 

óptica da suspensão a 530 nm num espectrofotômetro U-3000 Hitachi. 

 

3.9- Medida do consumo de O2 

A respiração das suspensões celulares e mitocondriais foi determinada 

polarograficamente através de um eletrodo tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) 

conectado a um oxígrafo Gilson, em câmara de vidro fechada e termostatizada,  

com agitação magnética. O eletrodo tipo Clark compreende um cátodo de platina e um 

ânodo de prata, imersos numa solução eletrolítica (geralmente KCl). A superfície do cátodo 

é revestida por uma membrana de teflon ou polietileno, permeável ao oxigênio. Quando 

uma pequena voltagem é aplicada entre os eletrodos, a platina torna-se negativa em relação 

à prata, tornando-se polarizada. O oxigênio é então reduzido a peróxido de hidrogênio na 

superfície da platina, funcionando como aceptor de elétrons, segundo as reações: 

 

O2 + 2 H2O + 2 e-              H2O2  +  2 OH- 

H2O2 + 2 e-            2 OH- 

Na superfície do ânodo a prata é oxidada, gerando cloreto de prata, segundo as 

reações: 

4 Ag                 Ag+  +  2 e- 

4 Ag+  +  4 Cl-               4 AgCl 
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A corrente gerada pela diferença dos eletrodos é relacionada 

estequiometricamente à concentração de O2 na superfície do cátodo. Os impulsos elétricos 

são transmitidos ao oxígrafo tipo Gilson, onde foi realizada a leitura.  

 

3.10- Quantificação da liberação de EROs mitocondrial  

A produção de EROs pela organela foi monitorada fluorimetricamente a 28°C 

utilizando-se 10 μM da sonda 2,7- diacetato de diclorodihidrofluoresceína (H2DCFH).  

Este composto, que não é fluorescente, difunde-se passivamente através das membranas 

biológicas. Na matriz mitocondrial, a sonda sofre clivagem dos grupos acetato pelas 

esterases intramitocondriais, produzindo a diclorodidrofluoreceína (DCF), um composto 

fluorescente, que é retido no interior da organela. A liberação das EROs foi então medida 

através da oxidação do DCF nos comprimentos de onda de emissão e de excitação de  

525 nm e 450 nm, respectivamente. É importante ressaltar que este composto não é 

específico para o H2O2, podendo sofrer a oxidação de outras EROs. 

A produção de H2O2 mitocondrial foi determinada também através da oxidação 

de 30 � M de Amplex Red na presença de 1 U/mL peroxidase de raiz forte (“horseradish 

peroxidase” - HRP). A fluorescência da sonda foi monitorada nos comprimentos de onda de 

excitação e emissão de 563 nm e 587 nm, respectivamente. Na presença da peroxidase de 

raiz forte, o Amplex Red reage com o H2O2 na estequiometria de 1:1, sendo oxidado a 

resorufina e ocorrendo assim um aumento da fluorescência da sonda. 

 

3.11- Quantificação dos níveis de glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) 

Os níveis de glutationa oxidada foram calculados como descrito por  

Demasi et al. (2003). A glutationa intracelular foi extraída através da lise das células em  

1 volume de glass beads e 2 volumes de ácido sulfosalicílico 3.5% A suspensão foi então 

agitada em aparelho tipo Vortex por 20 minutos a 4°C e centrifugada 18000 g por  

5 minutos. Este procedimento foi repetido 2 vezes.  
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O princípio deste método baseia-se na reação entre a GSH e o  

5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzóico] (DTNB) na presença da glutationa redutase e do NADPH.  

O DTNB reage espontaneamente com a GSH, formando o ânion colorido TNB e o 

conjugado incolor GS-TNB. A glutationa redutase cliva este conjugado, utilizando o 

NADPH como co-fator, resultando em GSH e TNB, desenvolvendo mais cor. A GSH reage 

novamente com o DTNB, reiniciando o ciclo. A quantidade de GSH foi avaliada através da 

absorbância do produto gerado. No caso da quantificação da GSSG, inicialmente fez-se um 

pré-tratamento a N-etilmaleimida (NEM). Este composto reage com os grupamentos 

tiólicos reduzidos do tripeptídeo, indisponibilizando-os para a reação com o DTNB.  

Assim, a fração oxidada presente na amostra é inicialmente convertida à GSH pela ação da 

enzima glutationa redutase e, em seguida entra no ciclo. 

 

3.12- Análises estatísticas 

Os traçados mostrados são representativos de pelo menos 3 experimentos 

similares conduzidos usando preparações diferentes. As médias e os erros padrões das 

médias foram determinados utilizando-se o software OriginPro 7.5. As diferenças entre os 

grupos analisados foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0.05, 

utilizando-se o teste one-way ANOVA. 
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4.1- A cadeia transportadora de elétrons de C. albicans 

A fim de caracterizar os diferentes componentes da cadeia respiratória da  

C. albicans e suas participações no crescimento celular, nós inicialmente verificamos o 

transporte de elétrons na presença de inibidores das vias de redução do oxigênio já descritas 

em C. parapsilosis (Milani et al., 2001). 

A CRC tem sido descrita como a via principal via utilizada pelas espécies de 

Candida no transporte de elétrons (Milani et al. 2001; Helmerhorst et al., 2002).  

De fato, observa-se na Figura 1 que a velocidade respiratória da suspensão de mitocôndrias 

isoladas de células sadias, sustentada por substratos que geram NADH, é inibida 

significativamente após a adição de 4 μM de antimicina A (AA), um bloqueador do 

Complexo III da CRC. O fluxo de elétrons resistente à antimicina A é então desviado para 

PAR ao nível da coenzima Q (Esquema 1). A adição de 10 mM de KCN bloqueia as 

citocromo c oxidases de CRC e PAR, restando apenas a AOX como via para a redução do 

oxigênio. Finalmente, o fluxo de elétrons remanescente é interrompido pela adição de  

2mM de BHAM, um inibidor da AOX. Este resultado indica que o oxigênio nas 

mitocôndrias de C. albicans pode ser reduzido por três oxidases terminais:  

as citocromo c oxidases da CRC e PAR e pela AOX, assim como observado em  

C. parapsilosis (Milani et al., 2001). Além disso, estes dados estão de acordo com o modelo 

segundo o qual estes complexos respiratórios coexistem nas leveduras e o fluxo de elétrons 

pode ser partilhado entre eles, dependendo do inibidor respiratório utilizado  

(Helmerhorst et al., 2005). 
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Figura 1- Efeito de diferentes inibidores da cadeia respiratória nas mitocôndrias de  

C. albicans. A respiração da suspensão mitocondrial (0,5mg/mL) foi medida em 

tampão de Hepes 10mM (pH = 7,2), contendo 125mM de sacarose, 65mM de 

KCl, 1mM de MgCl2 e 2,5mM de K2HPO4 na presença de BSA 1%.  

A respiração foi sustentada por malato (5mM), piruvato (5mM) e  

α-cetoglutarato (5mM). As adições de antimicina A (AA), cianeto (CN-) e 

BHAM foram feitas como indicado pelas setas. Os números representam o 

consumo de O2 em nmoles. min-1 . mg proteína-1. Este experimento é 

representativo de uma série de 3 repetições semelhantes.  

 

4.2- Determinação da importância das diferentes vias de redução de oxigênio para a 

vitalidade da C. albicans 

Após a confirmação da presença de três vias para a redução do O2 nas 

mitocôndrias de C. albicans, nós investigamos as suas contribuições no crescimento do 

organismo. Assim, as leveduras foram crescidas na ausência e presença dos inibidores 

mencionados acima. 
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Na Figura 2 observa-se que os inibidores das vias respiratórias KCN e 

antimicina A preveniram significativamente o crescimento celular quando comparadas às 

leveduras cultivadas na ausência das drogas. A presença de 2 μM de rotenona,  

um bloqueador do Complexo I da CRC, não inibiu completamente o crescimento celular.  
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Figura 2- Curvas de crescimento de C. albicans. As leveduras foram cultivadas na 

ausência (traço controle) e na presença dos inibidores cadeia respiratória, 

conforme indicado na figura (Painel A). Este experimento é representativo de 

uma série de 4 repetições semelhantes. O painel B refere-se à média (± SEM) 

dos valores de densidade óptica das suspensões celulares após 16h de cultivo. 

Os asteriscos representam os grupos que apresentaram diferenças significativas 

em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

Este resultado indica que a inibição do Complexo I não é suficiente para inibir o 

crescimento da levedura. Além do Complexo I, a C. albicans também expressa NADH 

desidrogenases (interna e externa) que transferem elétrons do NADH para a ubiquinona 

(Joseph-Horne et al., 2001), mas não contribuem para o gradiente eletroquímico de prótons 

(ΔμH+), fundamental  para a síntese de ATP.  Helmerhorst et al. (2002) relataram que a 
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respiração mitocondrial sustentada por NADH exógeno não apresenta sensibilidade à 

rotenona, demonstrando que a NADH desidrogenase externa não é sensível à droga.  

Neste trabalho, os autores também observaram que a razão ADP/O foi aproximadamente 

30% maior quando se utilizou malato/piruvato, que gera NADH na matriz mitocondrial,  

do que para o NADH adicionado. Embora não seja possível estabelecer uma relação direta 

entre a síntese de ATP na presença de diferentes substratos e o crescimento da levedura 

(que ocorre em condições fisiológicas em que há disponibilidade de vários equivalentes 

redutores), nós observamos uma redução de aproximadamente 20% do crescimento na 

presença de rotenona quando comparada à cultura controle. Deste modo, esta diminuição da 

razão ADP/O, observada in vitro, parece refletir no crescimento da levedura.  

Assim, a inibição do Complexo I promove um efeito apenas moderado no crescimento, 

uma vez que os Complexos III e IV ainda podem sustentar o bombeamento de prótons 

através da oxidação de substratos citoplasmáticos, como NADH, NADPH e  

glicerol 3-fosfato. A respiração pode ser sustentada ainda pela oxidação do succinato pela 

succinato desidrogenase (Complexo II). A presença de 2 mM de BHAM também inibiu 

expressivamente o crescimento do organismo, evidenciando a importância da AOX na 

proliferação celular. 

O próximo passo do trabalho foi verificar o efeito dos inibidores sobre a 

respiração mitocondrial. Como observado na Figura 3, a velocidade respiratória é inibida 

em aproximadamente 40% em relação à respiração controle (ausência de drogas)  

na presença de 2 μM de rotenona. Adições de 1 mM de KCN e 2 μM de antimicina 

reduziram expressivamente o consumo de oxigênio, por volta de 80 e 85%, 

respectivamente. Na presença de BHAM houve uma diminuição de aproximadamente 30%, 

assim como observado nas mitocôndrias de C. parapsilosis (Milani et al., 2001).  
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Figura 3- Efeito de diferentes inibidores da cadeia respiratória nas mitocôndrias de  

C. albicans. A respiração da suspensão mitocondrial (0,5 mg/mL) foi medida 

nas mesmas condições da figura 1. Os valores mostrados são as médias ± SEM 

de 3 experimentos independentes. Os asteriscos representam os grupos que 

apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo controle (p < 0.05).  

 

É importante ressaltar que embora o efeito do BHAM tenha sido relativamente 

pequeno na respiração mitocondrial, o composto inibiu expressivamente a proliferação 

celular. Por outro lado, a rotenona proporcionou uma inibição maior da respiração 

mitocondrial, mas seu efeito sobre o crescimento do microorganismo foi significativamente 

menor. Estes resultados sugerem que o crescimento da levedura é afetado pela inibição de 

pontos específicos da cadeia respiratória e não pela quantidade de inibição da respiração. 

Deste modo, nós investigamos o efeito de baixas doses dos outros inibidores,  

que proporcionam inibições similares ao BHAM, sobre o crescimento da levedura. 

Uma vez que a inibição proporcionada pelo BHAM foi de aproximadamente 

30% da respiração total, nós realizamos primeiramente uma titulação de rotenona, 

antimicina e KCN com o intuito de se obter uma inibição de aproximadamente 30% da 

respiração nas organelas isoladas. Na Figura 4 observa-se que as concentrações de 

rotenona, antimicina e KCN que promovem inibições semelhantes ao do BHAM são de: 

500 nM; 800 nM e 15 nM, respectivamente. 
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Figura 4- Efeito de d s mitocôndrias de  

nsão mitocondrial (0,5 mg/mL) foi medida nas 

mesmas condições da figura 1. Os valores mostrados são as médias ± SEM de  

A partir dos valores obtidos na Figura 4, as leveduras foram cultivadas na 

ausência e presença destas concentrações das drogas. Como observado na Figura 5,  

não houve crescimento celular apenas na presença da antimicina, evidenciando a 

importância

 

 

iferentes inibidores da cadeia respiratória na

C. albicans. A respiração da suspe

3 experimentos independentes. Os asteriscos representam os grupos que 

apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

 da funcionalidade do Complexo III para a vitalidade celular. Com a inibição do 

Complexo III, o bombeamento de H+ é mantido somente pelo Complexo I, afetando assim a 

síntese de ATP. Por outro lado, as inibições do Complexo I e IV promovidas pela rotenona 

e pelo cianeto não foram suficientes para inibir o crescimento da levedura. 
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Figura 5- Curvas de crescimento de C. albicans. As leveduras foram cultivadas na 

ausência (traço controle) e na presença dos inibidores cadeia respiratória, 

nforme indicado na figura (Painel A). Este experimento é representativo de 

stas concentrações das drogas sobre o 

consumo de O2 das células intactas, para confirmar que realmente havia apenas inibição 

parcial do consumo de oxigênio sob estas condições experimentais. Na Figura 6 observa-se 

que a veloc

co

uma série de 3 repetições semelhantes. O painel B refere-se às médias (± SEM) 

dos valores de densidade óptica das suspensões celulares após 16h de cultivo. 

Os asteriscos representam os grupos que apresentaram diferenças significativas 

em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

O próximo passo foi verificar o efeito de

idade respiratória da suspensão de células, mantida por substratos endógenos,  

é inibida em 10% na presença de 500 nM de rotenona, enquanto que a presença de 800 nM 

de KCN provocou uma diminuição de aproximadamente 20% da respiração. O efeito 

causado por 15 nM de antimicina foi bastante significante, proporcionado uma inibição de 

aproximadamente 75% da respiração controle. A concentração de antimicina que 

proporcionou uma inibição de similar a do BHAM (aproximadamente 30%) foi de 7.5 nM. 
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Figura 6- Efeito dos inibidores da cadeia respiratória nas células de 

A respiração da suspensão celular (0,5 mg/mL) foi medida nas m

C. albicans.  

esmas 

ostrados são as médias ± SEM de  

3 experimentos independentes. Os asteriscos representam os grupos que 

funcionalidade do Complexo III da CRC para a proliferação celular, uma vez que a 

concentração de 15 nM de antimicina inibiu consideravelmente a respiração das suspensões 

celulares. Deste modo, as células foram cultivadas na presença de 7.5 nM de antimicina.  

Na figura 7 observa-s

condições da Figura 1. Os valores m

apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

A partir destes resultados ainda não é possível determinar a importância da 

e que esta concentração da droga também promoveu a inibição 

considerável da proliferação celular. Este resultado confirma a importância do Complexo 

III da CRC para o crescimento da levedura uma vez que a inibição de 30% da respiração 

celular promovida pela antimicina ocasionou a perda total da viabilidade celular.  

Este experimento confirma ainda a nossa hipótese inicial de que inibições respiratórias 

iguais em diferentes pontos da cadeia transportadora de elétrons da C. albicans 

proporcionam efeitos distintos sobre o crescimento da levedura. 
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Figura 7- Curvas de crescimento de C. albicans. As leveduras foram cultivadas na 

usência (traço controle) e na presença de 7.5 nM de antimicina, conforme 

indicado na figura (Painel A). Este experimento é representativo de uma série 

e 3 repetições semelhantes. O painel B refere-se às médias (± SEM) dos 

parciais, di dução da fosforilação oxidativa tenha 

sido responsável pela diminuição da proliferação celular. Outro ponto que reforça esta 

hipótese é o efeito do BHAM sobre o crescimento, que permitiria uma eficiência ainda 

maior da p

ência (traço controle) e na presença de 7.5 nM de antimicina, conforme 

indicado na figura (Painel A). Este experimento é representativo de uma série 

e 3 repetições semelhantes. O painel B refere-se às médias (± SEM) dos 

parciais, di dução da fosforilação oxidativa tenha 

sido responsável pela diminuição da proliferação celular. Outro ponto que reforça esta 

hipótese é o efeito do BHAM sobre o crescimento, que permitiria uma eficiência ainda 

maior da p

a

dd

valores de densidade óptica das suspensões celulares após 16h de cultivo.  

Os asteriscos representam os grupos que apresentaram diferenças significativas 

em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

Um ponto interessante a ser ressaltado é que as inibições obtidas acima foram 

minuindo assim a possibilidade que a re

valores de densidade óptica das suspensões celulares após 16h de cultivo.  

Os asteriscos representam os grupos que apresentaram diferenças significativas 

em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

Um ponto interessante a ser ressaltado é que as inibições obtidas acima foram 

minuindo assim a possibilidade que a re

rodução de ATP (Milani et al., 2001). Deste modo nós inferimos que a 

diminuição do crescimento celular devia-se ao estresse oxidativo, uma vez que o complexo 

III da CRC e a AOX são aceptores dos elétrons provenientes da CoQ, importante fonte de 

EROs mitocondrial. Assim, nós investigamos se a perda de viabilidade nestas condições 

experimentais estava relacionadas às alterações no estado redox da cadeia respiratória e a 

geração de EROs. 

rodução de ATP (Milani et al., 2001). Deste modo nós inferimos que a 

diminuição do crescimento celular devia-se ao estresse oxidativo, uma vez que o complexo 

III da CRC e a AOX são aceptores dos elétrons provenientes da CoQ, importante fonte de 

EROs mitocondrial. Assim, nós investigamos se a perda de viabilidade nestas condições 

experimentais estava relacionadas às alterações no estado redox da cadeia respiratória e a 

geração de EROs. 
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4.3- Efeito da inibição das vias de redução de O2 sobre a geração mitocondrial de 

espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Nós observamos que as mitocôndrias de C. albicans apresentaram um aumento 

(Rothe e Valet, 1990), quando tratadas com antimicina (Figura 8). Por outro lado,  

a rotenona e o KCN não aumentaram de maneira significativa a oxidação do DCF.  

Este resulta

 

 

significativo da produção de EROs, medido através do aumento da fluorescência do DCF 

do indica que a geração de radicais superóxido, catalisada pela inibição do 

Complexo I, não é tão significante como observado em outros tecidos (Kowaltowski e 

Vercesi, 1999; Turrens 2003), provavelmente devido à competição entre as diferentes 

NADH desidrogenases. As pequenas doses de KCN utilizadas em nossos experimentos 

provavelmente favoreceram a inibição da CRC, mas não da PAR, que apresenta uma 

sensibilidade menor ao composto (Milani et al., 2001). Como resultado, os elétrons são 

desviados ao nível do citocromo c para a citocromo c oxidase da PAR, prevenindo a 

formação de EROs. Diferentemente do KCN, a antimicina age diretamente no Complexo 

III, proporcionando uma redução maior da coenzima Q, maior fonte de radicais superóxido 

em vários tecidos (Kowaltowski e Vercesi, 1999). Infelizmente, não foi possível medir a 

liberação de EROs nas células incubadas com BHAM, devido a uma reação entre o 

composto e a sonda utilizada (resultado não mostrado). Deste modo, nós utilizamos ainda a 

sonda amplex red na presença de peroxidase de raiz forte (“horseradich peroxidase” 

– HRP) para monitorar a geração de EROs mitocondrial na presença do BHAM.  

Porém, novamente ocorreu uma reação entre o composto e a sonda (resultado não 

mostrado). Mas, como discutido abaixo, nós utilizamos um segundo parâmetro para avaliar 

o estado redox das células na presença dos inibidores respiratórios. 
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Figura 8- L g/mL) foi 

2DCF e os 

M de  

 

4.4- Deter

trans

(GSSG/GS s 

permitem uma avaliação do estado redox das células como resultado das alterações dos 

apre nificativo dos níveis de glutationa oxidada, confirmando que 

há desbalanço redox nas células em condições em que há inibição de crescimento.  

Embora a rotenona e o KCN ta

iberação mitocondrial de EROs. A suspensão mitocondrial (0.5 m

incubada nas mesmas condições da Fig. 1 na presença de 10 �M de H

inibidores indicados Os valores mostrados são as médias ± SE

3 experimentos independentes. Os asteriscos representam os grupos que

apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo controle (p < 0.05). 

 

minação dos níveis de glutationa nas células tratadas com os inibidores do 

porte de elétrons 

Nós medimos a razão entre os níveis de glutationa oxidada e reduzida 

H) nas células incubadas na presença dos inibidores respiratórios. Estas medida

níveis de EROs. Como observado na Figura 9, as células tratadas com antimicina e BHAM 

sentaram um aumento sig

mbém tenham aumentado os níveis de GSSG/GSH relativos 

à cultura controle, este incremento não foi estatisticamente significante. Este resultado 

indica que os tratamentos com o BHAM e a antimicina aumentaram o estado de redução da 

CoQ, resultando assim num maior vazamento de elétrons neste ponto da cadeia respiratória 

da levedura, aumentando a probabilidade de doação de elétrons da UQ.- para o O2  

(Turrens, 1997). 
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Figura 9- Níveis de GSSG/GSH em C. albicans. Os níveis celulare

foram medidos na presença dos inibidores indicados, sobre as mesm

condições experimentais da Fig. 8. Os valores mostrados são as m

de 3 experimentos independentes. Os asteriscos representam

apresentaram diferenças significativas em relação ao

s de GSSG/ GSH 

as 

édias ± SEM 

 os grupos que 

 grupo controle (p < 0.05). 

 

complexos

um aument

incubação,  

respiratória, observou-se às alterações das capacidades respiratórias das vias de transporte 

de elétrons.  

Na Figura 10 observa-se que a adição de antimicina (2 �M) às células 

incubadas 

4.5- Estudo da cadeia respiratória de C. albicans sobre condições de estresse térmico 

A fim de verificar o efeito do estresse térmico sobre a expressão dos diferentes 

 respiratórios nas mitocôndrias de C. albicans, as leveduras foram submetidas a 

o de temperatura de 17°C (de 25 para 42°C) por uma hora. Após este período de 

 através de medidas de consumo de oxigênio, utilizando os inibidores da cadeia

 

a 25oC reduz o consumo de O2 mitocondrial em aproximadamente 85% em 

relação ao grupo controle (ausência de inibidores). Por outro lado, nas células submetidas 

ao estresse térmico esta inibição foi por volta de 35%. Na presença da antimicina,  
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que bloqueia completamente a CRC, as únicas vias disponíveis para o transporte de elétrons 

são a AOX e a PAR (ver esquema 1). Na presença do KCN (10 mM), que inibe as 

citocromo c oxidases da CRC e da PAR , restando a AOX como única rota para o fluxo de 

elétrons, o perfil inibitório também foi significativamente alterado entre os dois grupos. 

Enquanto o com

 

 

Figura 10- Efeito C. albicans.  

edida nas mesmas condições da figura 1 nas células 
oC e 42oC. Os valores mostrados são as médias ± SEM de  

entos independentes. Os asteriscos representam as diferenças 

significativas em relação aos grupos comparados (p < 0.05). 

posto proporcionou uma inibição de aproximadamente 90% da respiração 

nas células incubadas a 25oC, no grupo submetido ao choque térmico esta inibição foi de 

65%. Curiosamente, a inibição da respiração mitocondrial promovida pelo BHAM não foi 

alterada significativamente nas duas condições experimentais. É importante ressaltar que na 

presença do BHAM o transporte de elétrons ocorre através da CRC e da PAR, uma vez que 

a AOX está completamente inibida. Embora estes resultados sugiram que o estresse térmico 

tenha alterado a capacidade das vias respiratórias, não é possível determinar ainda quais 

rotas alteradas. Deste modo, através da adição simultânea dos inibidores, nós investigamos 

os perfis inibitórios sob condições em que apenas uma via estivesse disponível para o 

transporte de elétrons. 
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Na Figura 11, observa-se que as células incubadas a 25oC apresentaram uma 

iminuição de aproximadamente 85% da respiração, em relação ao grupo controle,  

pós a adição concomitante de antimicina (2 �M) e BHAM (2 mM), que inibem totalmente 

térmico esta

(10 mM), que inibem

reduzida em 92%, enquanto que nas células es

Estes resultados indicam  

capacidade respiratória da AOX. O aumento da inibição respiratória observada na presença 

de antimicina e BHAM e a sua d

 

 

Figura 11- Efeito C. albicans.  

edida nas mesmas condições da figura 1 nas células 
oC e 42oC. Os valores mostrados são as médias ± SEM de  

3 experimentos independentes. Os asteriscos representam as diferenças 

 relação aos grupos comparados (p < 0.05). 

d

a

a CRC e a AOX, respectivamente. Por outro lado, nas células submetidas ao choque 

 inibição foi por volta de 91%. Na presença de antimicina (2 �M) e KCN  

 a CRC e a PAR, a respiração da suspensão controle (25oC) foi 

tressadas esta inibição foi de 78%.  

 que o choque térmico promoveu alterações significativas na

iminuição após a adição de antimicina e KCN sugerem que 

a atividade da proteína foi aumentada nas células submetidas ao estresse térmico.  

A presença de BHAM e KCN, que inibem a AOX e as citocromo c oxidases da CRC e 

PAR, fez com que a respiração fosse inibida completamente nas duas condições 

experimentais (ver esquema 1).  
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A levedura C. albicans é um patógeno oportunista e maior responsável por 

infecções fúngicas que acometem os seres humanos (Cavalheiro et al., 2004).  

Uma das características cruciais deste microorganismo é a sua habilidade de sobreviver em 

diferentes ambientes do hospedeiro, como cavidade oral, trato intestinal e sistema vascular. 

A capacidade de proliferação da levedura em diferentes habitats está intimamente 

relacionada à sua versatilidade e rápida adaptação a condições ambientais distintas  

(Romani et al., 2003). Estes fatores têm sido descritos como os mais importantes no 

desenvolvimento de virulência da espécie (Soll, 2002). 

A complexidade das interações entre a levedura e seu hospedeiro sugere que o 

fungo possui vários mecanismos que possibilitam a sua adaptação, sendo que esta 

plasticidade é expressa em vários graus. Ao nível celular, a C. albicans é capaz de mudar 

sua morfologia, aumentando sua aderência, penetração nos tecidos e virulência  

(Lo et al., 1997). Adicionalmente, o microorganismo pode ainda ajustar e modificar sua 

maquinaria respiratória, regulando a expressão dos diferentes complexos respiratórios 

mitocondriais e o fluxo de elétrons entre eles (Helmerhost et al., 2005). 

Dentre o gênero Candida, a Candida parapsilosis é a espécie melhor 

caracterizada do ponto de vista bioenergético (Guerin e Camougrand, 1986;  

Guerin et al., 1989; Guerin e Camougrand, 1994; Milani et al., 2001). Esta levedura, assim 

como a C.albicans, possui uma grande relevância clínica. Nesta espécie, além da cadeia 

clássica dos citocromos, foram descritas duas vias alternativas para a redução do oxigênio: 

uma via insensível ao cianeto (AOX) e uma cadeia paralela contendo os citocromos b e c 

alternativos (citobPAR e citocPAR) e uma oxidase terminal alternativa (oxcPAR), sensível a 

altas concentrações de cianeto. Recentemente, Helmerhost et al. (2005) observaram em 

mitocôndrias de C. albicans que a adição de cianeto, subseqüente à adição do BHAM, 

proporcionavam uma inibição respiratória de aproximadamente 90% na suspensão 

mitocondrial. Neste trabalho, os autores discutiram a possível existência de uma via 

alternativa de redução do oxigênio, além da AOX. Esta via contribuiria com apenas  

10% da capacidade respiratória total. Corroborando com esta constatação experimental,  

nós observamos, utilizando inibidores específicos dos complexos respiratórios (Figura 1), 

que o oxigênio nas mitocôndrias de C. albicans pode ser reduzido por três oxidases 
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terminais, assim como descrito em C. parapsilosis. Este resultado indica ainda que,  

como observado por Helmerhorst et al. (2005), os diferentes complexos coexistem e o fluxo 

de elétrons pode ser redistribuído entre eles dependendo do inibidor adicionado. 

A fim de observar e quantificar a contribuição destas rotas de redução do 

oxigênio para o crescimento do microorganismo, as células de C. albicans foram cultivadas 

na presença de inibidores específicos destas vias. Na figura 2 observa-se que a antimicina A 

e o KCN aboliram totalmente o crescimento da levedura, enquanto que a rotenona não 

preveniu o crescimento celular. Além disso, a rotenona promoveu uma inibição apenas 

parcial da respiração nas células intactas da levedura, enquanto que a antimicina e o KCN 

proporcionaram inibições bastante acentuadas (Figura 3). Por outro lado, concentrações 

menores de cianeto, que proporcionaram inibição parcial da respiração,  

não foram suficientes para inibir o crescimento da levedura, enquanto que inibições parciais 

promovidas pela antimicina cessaram o crescimento celular (Figura 5). Similarmente à 

rotenona, o BHAM promoveu uma pequena diminuição da respiração (Figura 3),  

porém impediu o crescimento do fungo (Figuras 2 e 5). Um ponto importante a ser 

ressaltado é que, embora a rotenona possua um efeito inibitório superior ao do BHAM,  

a inibição proporcionada por ela afetou apenas ligeiramente a proliferação celular, enquanto 

o BHAM preveniu fortemente o crescimento. Estes resultados indicam que a proliferação 

celular é dependente da inibição seletiva de determinados complexos respiratórios e não da 

taxa total de inibição da respiração. 

Uma vez que as inibições respiratórias foram parciais, a prevenção do 

crescimento da levedura não pode ser atribuída à diminuição da fosforilação oxidativa, que, 

de fato seria ainda mais eficiente na presença do BHAM (MILANI et al., 2001).  

Deste modo, nós inferimos que as variações na proliferação celular estavam relacionadas ao 

estresse oxidativo. Assim, nós medimos a geração de EROs mitocondrial, bem como os 

níveis de glutationa oxidada nestas células tratadas. Através destes experimentos foi 

possível observar um aumento significativo da geração de EROs nas células tratadas com 

antimicina (Figura 8). Nós observamos ainda um aumento dos níveis de glutationa oxidada 

nas células tratadas com antimicina e BHAM (Figura 9), confirmando que a diminuição da 

proliferação celular foi acarretada pelo desbalanço redox destas células. 
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Os organismos unicelulares desenvolveram diferentes estratégias,  

chamadas respostas adaptativas (Ruis e Schuller, 1995), para responder apropriadamente a 

mudanças ambientais. Variações dramáticas e repentinas, definidas como estresse,  

podem afetar diretamente a sobrevivência celular. Em geral, as células respondem ao 

estresse por meio de mudanças na expressão gênica, codificando produtos que protegerão 

as células destas injúrias (Estruch, 2000). A exposição das leveduras ao choque térmico, 

por exemplo, induz a transcrição de várias chaperonas, chamadas “heat shock proteins”, 

que auxiliam na estabilização das proteínas, evitando as suas desnaturações. A estabilização 

das proteínas é feita através da formação de um complexo chaperona-proteína, que requer a 

hidrólise de ATP. Assim, níveis insuficientes de ATP podem ser responsáveis pela 

desnaturação das proteínas, indicando que a mitocôndria pode estar diretamente envolvida 

na resposta ao estresse térmico. Outro ponto que reforça a participação da organela neste 

processo refere-se às alterações nas atividades das vias respiratórias observadas nos fungos 

Cryptococcus neoformans e N. crassa (Akhter et al., 2003; Steen et al., 2002,  

Habel et al., 1991). Nestes trabalhos, os autores observaram que as leveduras submetidas ao 

choque térmico apresentaram um aumento da expressão e da atividade de AOX. 

Corroborando com estas constatações experimentais, nós observamos um aumento da 

atividade da proteína nas células submetidas ao estresse térmico (Figura 11).  

Este incremento na atividade da AOX foi evidenciado pelo aumento da inibição respiratória 

proporcionados pela antimicina e BHAM (condição em que a CRC e a AOX estão 

totalmente inibidas) e pela diminuição da inibição na presença de antimicina e KCN 

(condição em que a CRC e a PAR estão inibidas, sendo que o fluxo de elétrons ocorre 

apenas através da AOX). 

Nossos resultados indicam que a C. albicans possui uma cadeia respiratória 

ramificada, similar a outras espécies de Candida. Adicionalmente, nós observamos que 

inibições respiratórias parciais ao nível do Complexo III da CRC ou o bloqueio da atividade 

da AOX promovem estresse oxidativo e conseqüente inibição da proliferação celular.  

Nós acreditamos que o estresse oxidativo ocorre sobre estas condições devido à redução da 

coenzima Q. De fato, a coenzima Q parcialmente reduzida, formada durante a transferência 

dos elétrons, é um radical livre (radical semiquinona) capaz de gerar radicais superóxido 

(Kowaltowski e Vercesi, 1999, Nicholls e Ferguson, 2001).  
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Finalmente, nossos resultados sugerem que o Complexo III da CRC e a AOX 

podem ser possíveis alvos para intervenções terapêuticas contra infecções causadas pela  

C. albicans. Neste sentido, a AOX é particularmente interessante, uma vez que ela não é 

expressada em células de mamíferos, podendo ser um alvo mais direto para a ação de 

drogas, sem grandes efeitos colaterais. A AOX pode desempenhar um papel importante 

durante o processo de biossíntese da levedura (Veiga et al., 2000). Os esqueletos carbônicos 

necessários para este processo são provenientes do ciclo do ácido cítrico. 

Conseqüentemente, este ciclo necessita reverter-se independente do estado energético da 

célula. Assim, esta via dissipativa pode lidar com o excesso de equivalentes redutores, 

fazendo com que ocorra a transferência de elétrons através da cadeia respiratória sem a 

concomitante produção de ATP. A AOX possibilita ainda o funcionamento da cadeia 

respiratória quando a via dos citocromos está saturada ou limitada, substituindo assim a 

necessidade da via fermentativa (Veiga et al., 2000). Adicionalmente, nossos resultados 

indicam que a enzima é capaz de prevenir a geração de EROs, uma vez que a inibição da 

proteína pelo BHAM resultou num aumento dos níveis de glutationa oxidada (Figura 9).  

De fato, foi observado recentemente que o silenciamento do gene da proteína em 

mitocôndrias de tabaco acarretou num aumento dos níveis das enzimas antioxidantes,  

tais como a glutationa peroxidase e a MnSOD (Vanlerberghe et al., 2006). 
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6.1- Há três vias de redução de oxigênio nas mitocôndrias de C. albicans: a via clássica dos 

citocromos (CRC), a oxidase alternativa e uma via paralela, assim como observado em 

outras espécies de Candida. 

6.2- A inibição parcial dos complexos III da CRC e da AOX previne o crescimento da 

Candida albicans devido ao estresse oxidativo, evidenciando a importância destas vias 

de redução do oxigênio para a viabilidade celular. 

6.3- A atividade da AOX é aumentada nas células de C. albicans submetidas a choque 

térmico por aquecimento. 

6.4- A AOX é um bom alvo para desenho de drogas com efeitos antifúngicos,  

pois sua inibição leva a eficiente controle do crescimento dessas células, devido a 

estresse oxidativo associado ao acúmulo de elétrons na coenzima Q.  
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