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RESUMO 

 
Os fungos são encontrados em diversos ecossistemas, agem como agentes 

decompositores e podem ser sapróbios, patógenos ou ambos. Fusarium solani e 
Trichoderma harzianum são fungos comumente encontrados no solo e adaptados à 
temperatura ambiente (~28°C). No entanto, relatos na literatura demonstram a 
capacidade patogênica desses fungos, causando infecções em humanos. Nesse 
contexto, fatores de virulência podem estar associados à patogênese dessas 
doenças, auxiliando na adaptação desses microrganismos ao hospedeiro. Alguns 
exemplos desses fatores incluem o crescimento na temperatura corporal (~37°C) e a 
secreção de enzimas hidrolíticas. Dessa forma, a proteômica pode auxiliar na 
elucidação de proteínas que estejam envolvidas no processo de infecção causada 
por esses fungos. Este trabalho teve como objetivo investigar o perfil proteico dos 
secretomas dos fungos Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e Fusarium solani 
(CFAM 1313), através de ferramentas proteômicas para analisar os processos 
moleculares e suas características patogênicas. Os fungos estudados, isolados da 
água de consumo de uma comunidade amazônica, foram reativados da Coleção de 
Fungos da Amazônia (CFAM). As características morfológicas desses 
microrganismos foram avaliadas por sete dias nas temperaturas de 28°C e 37°C. 
Posteriormente, ensaios qualitativos em meio de cultura com substratos específicos 
para proteases, fosfolipases e ureases foram realizados a 37°C. O perfil proteico do 
secretoma tanto a 28°C quanto a 37°C foi analisado por meio da eletroforese 
unidimensional e da proteômica shotgun. Macroscopicamente, Fusarium solani 
(CFAM 1313) não apresentou diferença aparente em ambas as temperaturas, ao 
contrário de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) que apresentou uma alteração da 
coloração dos conídios a 37°C. Por outro lado, microscopicamente, Fusarium solani 
(CFAM 1313) foi o único que demonstrou mudanças entre as temperaturas. 
Adicionalmente, Trichoderma harzianum (CFAM 1308) obteve melhor crescimento 
em 37°C, enquanto Fusarium solani (CFAM 1313) em 28°C. Nos ensaios qualitativos, 
ambos os fungos se mostraram positivos para produção de proteases, fosfolipases e 
ureases. Além disso, quanto à produção proteica ambos obtiveram melhor rendimento 
a 28°C em comparação com 37°C. A eletroforese unidimensional revelou um perfil 
diferencial entre as temperaturas de cada cultura fúngica e por meio da proteômica 
shotgun foram identificadas proteínas que podem ser associadas à patogenicidade 
na temperatura de 37°C, e relacionadas à atividades ambientais em 28°C. Portanto, 
tais resultados demonstram o potencial de adaptação desses fungos, especialmente 
à temperatura corporal, produzindo proteínas, como, por exemplo, proteases 
aspárticas, lisofosfolipase ou carboxipeptidase. Tais proteínas participam de 
processos que podem ser prejudiciais ao organismo humano, como evasão do 
sistema imunológico ou invasão e adesão celular; sugerindo assim, perfis de 
patogenicidade de ambos os fungos e consequente risco à saúde da comunidade de 
onde foram isolados. 

Palavras-chave: Fungos ambientais, Proteômica shotgun, Fatores de 

patogenicidade. 
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ABSTRACT 

Fungi are found in various ecosystems, they act as decomposing agents and 

can be saprophytes, pathogens or both. Fusarium solani and Trichoderma harzianum 

are commonly found in soil and adapted to room temperature (≈28°C). However, 

reports in the literature demonstrate the pathogenic capacity of these fungi, causing 

infections in humans. In this context, virulence factors can be associated with the 

pathogenesis of these diseases, helping in the adaptation of these microorganisms to 

the host. Some examples of these factors include growth at body temperature (≈37°C) 

and secretion of hydrolytic enzymes. So, the proteomics can help in the elucidation of 

proteins that are involved in the process of infection caused by these fungi. The 

objective of this work was to investigate the protein profiles (secretome) of 

Trichoderma harzianum (CFAM 1308) and Fusarium solani (CFAM 1313), using 

proteomic tools to improve the knowledge about the molecular processes and their 

potential pathogenic characteristics. To this, the fungi studied, isolated from the 

drinking water of an Amazonian community, were reactivated from the Amazonian 

Fungi Collection (CFAM). The morphological characteristics of these microorganisms 

were evaluated for seven days at temperatures 28°C and 37°C. Subsequently, 

qualitative assays in culture media with specific substrates for proteases, 

phospholipases and ureases were performed at 37°C. The protein profiles of the 

secretome both at 28°C and 37°C were analyzed by unidimensional electrophoresis 

and shotgun proteomics. Macroscopically, Fusarium solani (CFAM 1313) showed no 

apparent difference at both temperatures, unlike Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) which showed a change in the color of conidia at 37°C. On the other hand, 

microscopically, Fusarium solani (CFAM 1313) was the only one that showed 

alterations between temperatures. Additionally, Trichoderma harzianum (CFAM 1308) 

obtained better growth at 37°C, while Fusarium solani (CFAM 1313) at 28°C. In the 

qualitative assays, both fungi proved to be positive for production of proteases, 

phospholipases, and ureases. Besides, for protein production, both obtained better 

yield at 28°C compared to 37°C. One-dimensional gel electrophoresis revealed a 

differential profile between the temperatures of each fungal culture and by shotgun 

proteomics, proteins were identified that can be associated with pathogenicity at 37°C 

and related to environmental activities at 28°C. Therefore, such results demonstrate 

the adaptation potential of these fungi, especially at body temperature, producing 

proteins, such as aspartic proteases, lysophospholipase or carboxypeptidase. These 

proteins participate in processes that can be harmful to the human organism, as 

immune system evasion or cell invasion and adhesion, thus suggesting pathogenicity 

profiles of both fungi and consequent health risk of community from which they were 

isolated. 

 

Keywords: Environmental fungi, Proteomic shotgun, Pathogenicity factors. 
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ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

2-DE  Eletroforese bidimensional 

ANOVA Análise de variância 

CID Dissociação induzida por colisão (do inglês: collision-induced    

dissociation) 

CFAM  Coleção de Fungos da Amazônia 

CO2  Dióxido de carbono 

DDA  Aquisição dependente de dados (do inglês: data dependent acquisition) 

DTT  Ditiotreitol 

ESI  Ionização por Eletrospray (do inglês: Electrospray Ionization) 

FT-ICR Ressonância ciclotrônica de íons por transformada de Fourier (do 

inglês: Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance) 

HCO3
- Íon Bicarbonato 

HIV Vírus da Imunodeficiência Humana 

Hsp  Proteínas de Choque Térmico (do inglês: heat shock protein) 

IAA  Iodoacetamida 

I.D.  Diâmetro interno (do inglês: Internal Diameter) 

IgA  Imunoglobulina A 

IgE  Imunoglobulina E 

IgG  Imunoglobulina G 

kDA  Kilodaltons 

LTQ  Linear Trap Quadrupolo 

M  Molar 

m/z  Razão massa/carga 

MALDI Dessorção/ionização a laser auxiliada por matriz (do inglês: matrix 

assisted laser desorption/ionization)  

MEC Membrana em Éster de Celulose 
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MS/MS Espectrometria de massas sequencial (do inglês: Tandem Mass 

Spectrometry) 

NAD+ Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo 

nLC Nano-cromatografia líquida (do inglês: nano-Liquid Chromatography) 

NH4HCO3 Bicarbonato de amônio 

NSAF Fator de abundância espectral normalizado (do inglês: normalized 

spectral abundance fator) 

PSM Correspondências espectro-peptídeo (do inglês: Peptide Spectrum 

Match) 

p/v Razão peso/volume 

PVDF  Membrana de Fluoreto de polivinilideno 

Pz  Atividade enzimática 

Rpm  Rotação por minuto 

Rcf  Força Centrífuga Relativa (do inglês: Relative Centrifugal Force) 

Saps  Proteases aspárticas secretadas 

SisGen Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado 

SDS  Dodecil sulfato de sódio 

TCA  Ácido Tricloroacético 

TCC  Complexo de ataque à membrana 

TEMED Tetrametiletilenodiamina 

TFA  Ácido Trifluoroacético 

Th2  T helper 2 

TOF  Tempo de voo (do inglês: Time of Flight) 

Tris-HCl Tris(hidroximetil)aminometano – ácido clorídrico (do inglês: Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane - Hydrochloric acid 

UFRJ  Universidade Federal do Rio de Janeiro 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os fungos são organismos que desempenham um papel importante em 

diversos ecossistemas atuando como agentes decompositores e podem ser 

sapróbios, patógenos ou ambos (OLIVEIRA, 2009). Alguns organismos do Reino 

Fungi (i.e., fungos filamentosos e leveduras) são encontrados no meio ambiente ou 

participam da microbiota normal do ser humano, contudo, em certo momento são 

capazes de passar de sapróbios a patogênicos. Essa adaptação pode desencadear 

diversas doenças, principalmente, em pacientes imunocomprometidos (HUFFNAGLE 

& NOVERR, 2013). 

Trichoderma e Fusarium são exemplos de fungos sapróbios com grande 

capacidade de adaptação (DELABONA et al., 2015). Caracterizam-se por serem 

ubíquos, embora sejam encontrados predominante no solo. Como são organismos 

tipicamente da natureza, se desenvolvem em temperatura ambiental e, na maioria 

das vezes, se nutrem com fonte de carbono a partir de matéria orgânica inanimada 

(CORABI-ADELL, 2005; MONTEIRO, 2012; LABORDE, 2014). Porém, há relatos na 

literatura da atuação patógena desses fungos em humanos (LEITE, 2012). 

Sabe-se que existem mecanismos de adaptação os quais os fungos possuem 

para conseguirem se instalar e ocasionar doença ao ser humano. Alguns exemplos 

são: a produção de proteases, fosfolipases, ureases, adesinas e a capacidade de 

desenvolvimento a 37°C (FERRÃO-GONZALES et al., 2013). Esses mecanismos 

podem estar envolvidos tanto na defesa quanto na instalação dos microrganismos em 

seu hospedeiro. As proteases extracelulares são importantes por contribuir na 

degradação de proteínas envolvidas na integridade do tecido e imunidade do 

organismo. Já as fosfolipases e adesinas atuam, respectivamente, na invasão/adesão 

dos tecidos pela degradação de lipídios da membrana celular e aderência do 

microrganismo na célula. Enquanto que as ureases estão envolvidas, principalmente, 

na elevação do pH desfavorável e na lesão celular do hospedeiro (PESSOA et al., 

2012; ANDREOLA et al., 2015). 

 Para explorar esses fatores, a proteômica surge como uma área que pode 

auxiliar na melhor compreensão da adaptação patogênica desses fungos. Dessa 

forma, a abordagem Shotgun proteomics permite a inferência de proteínas a partir de 

seus peptídeos e, consequente, pode possibilitar a descoberta de proteínas 

envolvidas nos processos e metabolismos dos fungos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Fungos 

 A diversidade fúngica consiste em um grupo heterogêneo de microrganismos, 

podendo ser encontrado em diversos ambientes como a água, plantas, animais, 

estrume, alimentos, matéria orgânica em decomposição, ser humano e solo 

(OLIVEIRA, 2009). 

 Os organismos que compõem o reino Fungi são basicamente divididos pela 

capacidade de apresentar a forma filamentosa ou leveduriforme (KOOLEN, 2011). 

Estes são constituídos de uma parede celular rígida, possuem filamentos 

denominados de hifas, cujo conjunto destas (micélio) compõe a estrutura do fungo. 

Além disso, são eucariontes, heterotróficos, realizam um importante papel como 

decompositores nos mais variados ecossistemas, e podem ser sapróbios ou 

patógenos (OLIVEIRA, 2009; KOOLEN, 2011). 

 Os fungos têm uma nutrição bem diversificada, podendo utilizar substâncias 

simples, como por exemplo, fontes de carbono a partir de matéria orgânica inanimada 

para o seu desenvolvimento; como também podem nutrir-se de maneira mais 

complexas, sendo parasitas de hospedeiros vivos. São microrganismos bastante 

toleráveis, ao ponto de conseguir se desenvolver em condições ambientais extremas, 

como lugares com escassez de água ou alta pressão osmótica, por exemplo (LIU et 

al., 2015). Adicionalmente, estes produzem metabólitos, secretam proteínas e 

enzimas de interesse industrial e médico, podendo ser alvo de estudos em diversas 

áreas do conhecimento (KLITGAARD et al., 2014; MALACHOVÁ et al., 2014). 

 No Brasil, a região Amazônica destaca-se por apresentar uma grande 

biodiversidade, especialmente genética, a qual reflete em determinadas funções que 

esses microrganismos possam ter para sustentar o biossistema. Relatos na literatura 

mostram a importância e a necessidade de pesquisas sobre fungos nessa região, 

constituindo um universo relevante a ser explorado (LODGE, 1997; OLIVEIRA, 2009). 

 2.1.1 Gênero Fusarium spp. 

O gênero Fusarium spp. possui uma vasta distribuição em diversos 

ecossistemas, sendo encontrado predominantemente no solo ou junto a várias 

espécies de vegetais. Sua sobrevivência pode ser na forma saprofítica durante longos 
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períodos, se nutrindo de matéria orgânica presente no solo (MARTINS, 2005; 

MÜLLER, 2017).  

As espécies do gênero Fusarium são caracterizadas por serem capazes de se 

disseminarem de forma rápida, causando assim grandes prejuízos em diversas 

culturas; sendo as sementes dos vegetais um dos principais veículos da propagação 

de doenças nas plantas. Logo, é essencial a identificação a nível de espécie para que 

as alternativas de controle biológico sejam direcionadas da melhor forma (MACIEL, 

2016; WALKER et al., 2016).  

Dentre as espécies existentes de maior importância, pode-se citar o Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense, sendo o agente que provoca o mal-do-panamá em 

bananeiras; o Fusarium oxysporum f.sp. glycines responsável pela doença murcha-

do-fusário em soja; o Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Fusarium oxysporum f.sp. 

lycopersici também causadores de murcha de fusarium, porém em feijão e tomateiro, 

respectivamente. Além dessas espécies, o Fusarium solani também apresenta 

grande importância por causar a deterioração de fusário em Citrus sp., do caule em 

café e a podridão-radicular-vermelha em soja (LAZAROTTO, 2013). 

Apesar de serem considerados fungos fitopatógenos, pode-se observar na 

literatura infecções humanas causadas por esse gênero, sendo denominadas 

fusarioses. Um exemplo disso é demonstrado por MUHAMMED et al. (2013) num 

estudo realizado no Hospital Geral de Massachusetts, onde foram apontados 26 

casos de fusariose, dentre elas a fusariose disseminada, fusariose cutânea e 

fusariose pulmonar, sendo a cutânea a mais ocorrente.  

Ainda que a apresentação clínica da fusariose seja mais comum em pacientes 

imunocomprometidos, infecções como sinusite, pneumonia, tromboflebite, fungemia 

com ou sem envolvimento de órgãos, endoftalmite, artrite séptica, osteomielite 

ceratite e onicomicose  podem se manifestar em indivíduos imunocompetentes, 

sendo essas duas últimas as mais frequentes (NUCCI & ANAISSIE, 2007; NUCCI & 

ANAISSIE; 2012) 

A fim de buscar infecções causadas pelo gênero Fusarium spp., MUHAMMED 

et al (2013) realizou também uma revisão literária encontrando as mesmas fusarioses 

citadas em seu estudo (fusariose disseminada, cutânea e pulmonar) como também 

outras formas de infecções desse gênero fúngico, como por exemplo, na cavidade 

nasal, peritonite e hepáticas, onde a espécie mais comumente isolada dessas 

infecções foi o Fusarium solani. 
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O fungo Fusarium solani é uma das espécies do gênero mais virulentas já 

descritas. Um estudo avaliou a virulência de 4 espécies de Fusarium em murinos 

imunocompetentes, sendo que Fusarium solani foi responsável pelo óbito de todos os 

animais testados com ele (MAYAYO et al., 1999; NUCCI & ANAISSIE, 2007). Em 

contrapartida, o resultado com as outras 3 espécies estudadas incluindo Fusarium 

oxysporum, Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum foi de 100% de 

sobrevivência dos animais infectados com tais fungos (MAYAYO et al., 1999; NUCCI 

& ANAISSIE, 2007).  

Dessa forma, esses fungos possuem uma importância tanto como fitopatógeno 

quanto como patógenos para humanos, necessitando assim de maiores 

investigações sobre as espécies que acometem possíveis doenças ao homem (MEHL 

& EPSTEIN, 2007; MUHAMMED et al, 2013). 

2.1.2 Gênero Trichoderma spp. 

 O gênero de fungos filamentosos Trichoderma foi primeiramente descrito por 

Persoon em 1794 e hoje compreende um grupo de mais de 100 espécies identificadas 

por ferramentas de análise morfológica e molecular (SPECHT et al., 2014; LEONG et 

al., 2015; SEIDL et al., 2015; TAKAHASHI-NAKAGUCHI et al., 2015; YANG et al., 

2015). 

 Trichoderma spp. são anamórficos e estão entre os fungos mais comumente 

distribuídos na natureza, sendo encontrados em ecossistemas que variam de tundra 

a tropicais, e a sua presença em diferentes substratos pode influenciar tanto na sua 

fisiologia quanto no desenvolvimento (RAMADA et al., 2016; DI COLOGNA, 2017; 

RODRIGUES et al., 2014).  

 Tais fungos respondem rapidamente às variações externas ambientais como 

a fonte de carbono e a temperatura, podendo regular seu crescimento, produção de 

conídios (esporos assexuados) e síntese de biomoléculas em geral (DI COLOGNA, 

2017). As condições ótimas para propagação e esporulação variam entre as espécies, 

mas a maioria delas é classificada como mesófila, se desenvolvendo bem em pH 

entre 5,5 e 7,5, em temperatura entre 25° e 30°C e em agitação em torno de 150 rpm 

para o cultivo em meio líquido (SINGH et al., 2014). 

 A esporulação assexuada, ou conidiogênese, desse gênero é relacionada à 

sobrevivência e dispersão, as quais são guiadas por sinais como pH, lesões no 

micélio e presença de nutrientes. Esse processo é feito por vias relacionadas à 
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proteína quinase A dependente de AMP cíclico (cAMP-PKA), à proteína quinase 

ativada por mitógenos (MAPK) e às cascatas de sinalização mediadas pela proteína 

G (DI COLOGNA, 2017). 

 A capacidade desses organismos se desenvolverem nos mais variados 

habitats tem resultado na produção e descoberta de um grande número de enzimas, 

as quais têm sido bastante estudadas, devido à aplicabilidade em bioindústrias como 

a têxtil, de papel, de alimento e de bebidas, entre outras (GIRARD et al., 2013; DI 

COLOGNA, 2017). Além disso, análises genômicas do gênero Trichoderma têm 

demonstrado também sua capacidade em antagonizar, parasitar e matar fungos 

fitopatogênicos; promovendo assim, informações úteis na compreensão de interações 

de Trichoderma spp. com outros organismos tais como animais e plantas 

(RODRIGUES et al, 2014).  

 No entanto, já existem relatos na literatura que demonstram infecções 

causadas por esse gênero, sendo considerados patógenos humanos raros, porém, 

emergentes. Alguns exemplos são: sinusite invasiva alérgica e aguda, ceratite, otite 

externa, infecções cutâneas e subcutâneas, peritonite, pulmonares, endocardite e 

abscesso cerebral, em casos mais graves (SANDOVAL-DENIS et al, 2014). Em 

adição, pacientes diagnosticados com qualquer tipo de infecção causada por 

Trichoderma possuem um mal prognóstico, com uma média de 10 mortes entre 25 

casos. Espécies como Trichoderma citrinoviride, Trichoderma longibrachiatum e 

Trichoderma harzianum já foram descritas como agentes de infecções humanas, 

sendo detectadas por meio de técnicas moleculares (KANTARCIOĞLU et al., 2009). 

 Apesar do maior número de casos serem diagnosticados com a presença de 

Trichoderma longibrachiatum, relatos envolvendo Trichoderma harzianum descrevem 

pacientes que evoluíram a óbito devido infecções ocasionadas por essa espécie 

(KANTARCIOĞLU et al., 2009). Segundo a literatura, o primeiro caso clínico com 

Trichoderma harzianum foi em um paciente imunocomprometido de 82 anos, que 

mesmo tratado com cetoconazol e flucitosina, teve um desfecho fatal (GUISERIX et 

al, 1996). Outro caso fatal foi relatado por ser uma infecção sistêmica tendo como 

agente Trichoderma harzianum (strain CBS 102174) que foi identificado em abscesso 

cerebral e pulmonar do paciente (GUARRO et al., 1999; SANDOVAL-DENIS et al., 

2014). 

 Portanto, observa-se uma certa gravidade nas infecções causadas por fungos, 

como do gênero Trichoderma, em pacientes com algum grau de comprometimento 
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imune. Além disso, as oportunidades de um diagnóstico correto e precoce de 

infecções fúngicas invasivas são reduzidas, uma vez que os sintomas costumam ser 

atípicos e pouco específicos. Em tais circunstâncias, são indicadas técnicas mais 

complexas para detectar o agente, que muitas vezes possui resistência a uma gama 

de antifúngicos levando o paciente a óbito (KANTARCIOĞLU et al., 2009; 

SANDOVAL-DENIS et al., 2014).   

 
2.2 Patogenia por fungos 

A maioria das espécies fúngicas se desenvolvem em temperaturas em torno 

de 25°C a 30°C, sendo que algumas demonstram características 

patógenas/oportunistas, podendo se propagar em temperaturas mais elevadas, o que 

possibilita o estabelecimento de infecções em seres humanos (MCCOTTER et al., 

2016; VALLABHANENI et al, 2016).  

Os locais anatômicos mais frequentemente acometidos em humanos são os 

olhos, unhas, cabelo e, especialmente, a pele, atingindo cerca de um quarto da 

população mundial (LOO, 2006, BALDIN et al., 2015). Além disso, a micologia tem 

aumentado de relevância para a área da saúde nos últimos anos, uma vez que as 

micoses têm evoluído de quadros rotineiros e previsíveis para situações clínicas mais 

complexas e muitas vezes de alto risco (NIELSEN & HEITMAN, 2007, BALDIN et al., 

2015). 

As doenças infecciosas causadas por fungos também contribuem 

consideravelmente para a morbidade e mortalidade humana (BALDIN et al., 2015). 

Apesar do número crescente de indivíduos que correm risco de desenvolver ou já 

apresentam alguma doença fúngica, essas infecções continuam sendo 

negligenciadas internacionalmente pelo sistema público e privado de saúde 

(GIACOMAZZI et al., 2016). 

No Brasil, um país com uma população superior a 200 milhões de pessoas, 

nenhuma dessas infecções estão listadas como doenças oficialmente notificáveis. Tal 

situação dificulta a obtenção de dados epidemiológicos e oculta a real incidência de 

infecções fúngicas superficiais e/ou invasivas no país (GIACOMAZZI et al., 2016). 

 Estima-se que no Brasil mais de 3,8 milhões de pessoas sofrem com infecções 

graves causadas por fungos e ao redor do mundo em torno de 1,5 milhões de pessoas 

evoluem a óbito a cada ano por causa de micoses invasivas (GIACOMAZZI et al., 

2016; BALDIN et al., 2015). 
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 Alguns exemplos de doenças em humanos ocasionadas por fungos são: 

aspergilose, candidíase, coccidioidomicose, criptococose, histoplasmose, 

micetomas, esporotricose e paracoccidioidomicose. Adicionalmente, infecções 

causadas pelos gêneros Aspergillus, Candida, Penicillium, Cryptococcus, 

Trichoderma, Histoplasma, Fusarium e Pneumocystis têm se tornado mais frequentes 

(LOO, 2006; NIELSEN & HEITMAN, 2007).  

Uma das principais explicações da patogenicidade desses fungos estaria 

associada à evolução dos fatores de virulência desses organismos, para permitir sua 

resistência à defesa e ao estresse do ambiente hospedeiro. Alguns desses 

determinantes de virulência incluem: transformações morfológicas, comutação 

genética induzida por processos metabólicos em resposta ao ambiente de 

acolhimento, produção de adesinas de superfície que se ligam às membranas 

celulares e componentes da parede celular que resistem à fagocitose, além de 

secretarem uma gama de enzimas que degradam os substratos hospedeiros 

(ARVANITIS et al., 2014).  

 Além disso, diversos microrganismos patogênicos/oportunistas usam o 

mecanismo de secreção de proteínas não somente para obter energia, mas também, 

para manifestarem suas características patogênicas e sobreviverem nas condições 

desfavoráveis em que o hospedeiro proporciona. De forma que, tais proteínas 

secretadas e a maquinaria utilizada na síntese dessas podem ser definidos como 

secretoma (MCCOTTER et al., 2016). 

 O secretoma compreende em torno de 30% do proteoma total do 

microrganismo, sendo que sua composição se modifica de acordo com as respostas 

aos estímulos do ambiente em que ele se encontra. Por essa razão, o secretoma de 

um fungo pode ser caracterizado de acordo com o seu comportamento; assim, sendo 

sapróbio, desenvolverá atividades fundamentais para sua sobrevivência na natureza, 

já se for patogênico, desempenhará mecanismos que o permitam propagar-se em um 

hospedeiro (HU et al., 2014; GILBERT et al., 2015). 

Logo, analisar o secretoma de fungos se torna interessante, uma vez que a 

verificação das proteínas presentes no mesmo auxilia na melhor compreensão do 

comportamento fúngico em determinada condição submetida, quanto a possíveis 

características sapróbias ou patogênicas (GIRARD et al., 2013). 

 

 



27 
 

2.2.1 Enzimas hidrolíticas e a virulência microbiana 

 As proteínas extracelulares secretadas por fungos, como fosfolipases, 

proteases e ureases têm um papel fundamental no sucesso da colonização e 

desenvolvimento das infecções causadas por esses agentes (FIGUEIREDO-

CARVALHO et al, 2017). Para isso, algumas enzimas hidrolíticas participam de 

processos necessários para a instalação do microrganismo, incluindo adesão e 

invasão celular, capacidade de evasão do sistema imunológico e modulação de pH 

do ambiente hospedeiro (SARDI et al., 2015). 

Enzimas, como as fosfolipases, têm um importante papel na virulência dos 

microrganismos e sua principal função está ligada à hidrólise de fosfolipídios (ALVES 

et al., 2017). 

Os fosfolipídios, organizados em uma bicamada, constitui o tecido primordial 

da membrana celular, fornecendo barreira e estabilidade para a célula (REECE et al. 

2011; OPENSTAX COLLEGE, 2013). As fosfolipases são enzimas que catalisam as 

ligações éster presentes nos fosfolipídios da membrana, sendo divididas em classes 

A, B, C e D (BUDZYŃSKA et al., 2014; DEEPA et al, 2015; BARMAN et al., 2018). 

As Fosfolipases A são responsáveis por clivar os ésteres carboxílicos nas 

posições sn-1 (fosfolipase A1) ou sn-2 (fosfolipase A2) da estrutura do glicerol. As 

Fosfolipases B são consideradas enzimas multifuncionais com uma ampla 

especificidade de substrato possuindo três atividades catalíticas diferentes, incluindo 

uma atividade hidrolítica da ligação éster nas posições sn-1 e sn-2 dos 

glicerofosfolipídios; uma atividade lisofosfosfolipídica que resulta na liberação de 

ácidos graxos; e uma atividade transacilase para a síntese de fosfolipídios dos 

lisofosfolipídios. Já as fosfolipase C e D são fosfodiesterases, sendo que a C é 

responsável pela hidrólise de uma ligação glicerofosfato que liga o grupo da 

extremidade polar a um esqueleto de glicerol, resultando em diacilglicerol e trifosfato 

de inositol; e ainda a D catalisa a hidrólise de um grupo da extremidade polar, 

liberando grupos polares não fosforilados e o ácido fosfatídico (HAAS & STANLEY, 

2007; BARMAN et al., 2018). 

 Processos como invasão e aderência celular são fundamentais para o sucesso 

da instalação do microrganismo no ambiente hospedeiro. A invasão consiste na 

infiltração e lesão da membrana externa da célula, sendo mediada, provavelmente, 

por mecanismos físicos e/ou enzimáticos (GHANNOUM, 2000) 
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 Devido as fosfolipases hidrolisarem um dos principais constituintes químicos 

da membrana celular, os fosfolipídios, elas têm uma alta probabilidade de 

participarem do processo de clivagem membranar durante a invasão microbiana na 

célula hospedeira (GERALDINO et al, 2016). Estudos com microrganismos sugerindo 

a participação dessas enzimas na penetração, dano e clivagem celular já foram 

relatados para Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica e Candida albicans, por 

exemplo (SCHALLER et al, 2005). 

 Além disso, o processo de adesão celular também é um fenômeno biológico 

primordial para a patogênese microbiana. Devido à clivagem dos fosfolipídios 

membranares, sugere-se que as fosfolipases alterem características superficiais das 

células, auxiliando na aderência (NAVES et al., 2013). Contudo, os mecanismos 

exatos para o sucesso da aderência celular dos fungos ainda não são completamente 

esclarecidos, principalmente quando se trata da função das fosfolipases nesse 

processo. Porém, vale frisar que estudos relacionando essas enzimas com o 

processo de adesão celular já foram descritos (MANE et al., 2011; RICHARDSON, 

2018) 

 Semelhantemente as fosfolipases, as proteases são enzimas que auxiliam os 

microrganismos a se estabelecerem em um hospedeiro. Isso porque são capazes de 

hidrolisar proteínas importantes tanto da matriz extracelular quanto do sistema 

imunológico, tendo relação com os processos de invasão/aderência celular e evasão 

imune (HARTMANN et al, 2016). 

 Após o primeiro contato do microrganismo com o hospedeiro, diversas vias 

regulatórias do sistema imune interagem para evitar/eliminar a infecção e 

reestabelecer a homeostase (MARSHALL et al., 2017).  

No caso de infecções fúngicas, especificamente nas vias aéreas, as partículas 

do microrganismo são eliminadas pela ação do sistema complemento e pelas 

proteínas surfactantes, otimizando a fagocitose. No entanto, as proteases fúngicas 

são capazes de inibir essas defesas, interagindo com componentes do sistema 

complemento (YIKE, 2011). 

YIKE (2011) descreve relatos a respeito da evasão imune fúngica através da 

produção de proteases aspárticas secretadas (Saps) por Candida spp., onde uma das 

funções, dentro da patogênese, está ligada à degradação de componentes 

específicos do sistema complemento hospedeiro como C3b, C4b e C5, e na 

impossibilidade de formação do complexo de ataque à membrana (TCC). Além disso, 
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as Saps também podem atingir outros substratos como albumina, imunoglobulina e 

proteínas da matriz extracelular, atuando nos processos não só de evasão imune, 

mas também na invasão tecidual (SILVA-ROCHA et al, 2015). 

Outro exemplo que auxilia no desenvolvimento das infecções fúngicas são as 

proteases alcalinas. BEHNSEN et al. (2010) e RAMBACH et al. (2010) descreveram, 

respectivamente, a participação de protease alcalina de Aspergillus fumigatus na 

degradação de componentes do sistema complemento e na redução de receptores 

de CR3 em aspergilose cerebral, tornando a doença mais letal. 

Os microrganismos também podem sintetizar e secretar ureases, permitindo a 

utilização da ureia como fonte de nitrogênio e, em determinados casos, colaboram 

como fator de virulência para infecções em humanos. Diversos fungos produzem 

essas enzimas, incluindo Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, 

Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii e espécies de Trichosporon e 

Aspergillus (FEDER et al, 2015).  

A ureia, substrato das ureases, está presente em várias localidades do 

organismo humano, incluindo sistema nervoso central, soro sanguíneo, tecido 

adiposo subcutâneo e fluido de revestimento epitelial. Alguns microrganismos, 

incluindo fungos e bactérias, produzem ureases hidrolisadoras de ureia, cuja reação 

resulta em amônia e ácido carbâmico, sendo este último clivado espontaneamente 

em ácido carbônico e gerando uma molécula adicional de amônia (Figura 1). Essas 

moléculas estão em equilíbrio, porém em circunstâncias fisiológicas, o efeito líquido 

dessas reações resulta na elevação do pH local (MOBLEY et al., 2011; MORA & 

ARIOLI, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Reação da enzima urease hidrolisando a ureia, resultando em amônia e ácido 
carbônico (adaptado de MORA & ARIOLI, 2014). 
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Em algumas doenças, essa modulação do pH no ambiente hospedeiro é 

fundamental para a sobrevivência do agente infeccioso. Em casos como infecções 

ocasionadas por Helicobacter pylori, as ureases atuam para tornar o ambiente 

gastroduodenal mais alcalino e propício para sua instalação e desenvolvimento, 

progredindo com futuras lesões ao hospedeiro (UBERTI, 2010; RUTHERFORD, 

2014). 

Além disso, estudos com fungos como Cryptococcus neoformans e 

Coccidioides posadasii propõem que variações de pH ocasionadas por ureases 

também estão relacionadas à evasão do sistema imunológico e que o dano causado 

pela amônia em células hospedeiras promove a doença sistêmica (RUTHERFORD, 

2014). 

 OSTERHOLZER et al. (2009) observaram que camundongos infectados com 

Cryptococcus neoformans, produtores de ureases, demonstravam resposta imune do 

tipo T helper 2 (Th2), apresentando níveis mais altos de Imunoglobulina E (IgE) sérica, 

citocinas Th2 e macrófagos alternativamente ativados em comparação com 

camundongos controles infectados com uma cepa negativa para urease. Com isso, 

uma resposta do hospedeiro Th2 também pode fornecer ao patógeno uma molécula 

de ureia adicional proveniente do hospedeiro, uma vez que os macrófagos 

alternadamente ativados convertem a arginina em ornitina e ureia; resultando em 

mais dano tecidual para o hospedeiro (GORDON, 2003, MAY et al, 2016). 

Em adição, outras funções dessa enzima já foram descritas como ativação de 

plaquetas, atividade pró-inflamatória e ativação de neutrófilos, que contribuem 

potencialmente para a patogênese (FEDER et al, 2015). 

Sendo assim, o conjunto de enzimas hidrolíticas secretadas por um 

microrganismo é essencial para o sucesso de sua instalação, colonização e 

desenvolvimento da infecção (Figura 2). Por essa razão, estudá-las auxilia na 

compreensão da interação patógeno-hospedeiro, o que pode ser benéfico tanto para 

futuros diagnósticos quanto para possíveis tratamentos de doenças causadas por 

estes organismos (GHANNOUM, 2000; RUTHERFORD, 2014). 

 

 

 

 

 



31 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representação esquemática da ação de enzimas hidrolíticas secretadas por fungos 
para estabelecer a infecção. (A) Ação das fosfolipases no processo de invasão e adesão 
celular, atuando especificamente nos fosfolipídios presentes na membrana plasmática. (B) 
Atividade enzimática das ureases hidrolisando a ureia e resultando na liberação de amônia, 
a fim de modular o pH desfavorável para o desenvolvimento fúngico, ocasionando a lesão 
tecidual. (C) Proteases atuando tanto em proteínas da matriz extracelular para invasão 
tecidual quanto em imunoglobulinas e componentes do sistema complemento para evasão 
imune do fungo. 

 

2.2.2 Tolerância à temperatura humana como fator de virulência 

Dentre as milhares de espécies de fungos catalogadas, apenas um pequeno 

número é patógeno para humanos, comparado com infecções fúngicas em plantas, 

insetos e anfíbios. Isso porque a endotermia dos seres humanos é um fator crucial 

para a maioria dos fungos não conseguirem desenvolver características patogênicas 

no individuo (ROBERT & CASADEVALL, 2009, KIBBLER et al, 2017).  

A B C 
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Porém, infecções causadas por espécies de alguns gêneros como Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium e Trichoderma (fungos comumente encontrados no solo) têm 

se mostrado mais frequentes nos últimos anos. Isso pois a quantidade de indivíduos 

imunocomprometidos têm aumentado significativamente, devido alguns fatores como, 

por exemplo: o aumento de transplante de órgãos, pessoas com câncer e/ou com o 

vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) (KAUFFMAN et al., 2014; DOS SANTOS et 

al., 2016; VALLABHANENI et al., 2016; DENNING & CHAKRABARTI., 2017).  

Tal característica sugere que esses fungos, mesmo tendo desenvolvimento 

ótimo em condições ambientais, possuem características que mostram resistência a 

endotermia dos seres humanos (PEDROSO, 2008; POESTER et al, 2015). Com isso, 

eles possuem a capacidade de se desenvolverem em temperaturas mais elevadas, 

como é o caso da temperatura corpórea de um indivíduo (~37oC), podendo apresentar 

mecanismos de adaptação capazes de causar infecções (BEYHAN et al, 2013; 

RICHARD et al, 2014; YANG et al, 2017). 

Com relação a esses mecanismos, a expressão da classe de proteínas de 

choque térmico (Hsp) tem sido relatada. Essas proteínas auxiliam a célula, que foi 

submetida a uma temperatura mais elevada, a sintetizar e maturar proteínas que irão 

substituir aquelas que foram danificadas pelo estresse ocasionado. Também tem 

como função auxiliar na identificação de proteínas degradadas irreversivelmente, 

encaminhando-as para um sistema proteolítico adequado e ajudando assim a eliminar 

proteínas que não são mais úteis à célula. Além disso, tem um papel importante na 

inibição da apoptose e no processo de viabilidade celular naquele ambiente hostil que 

o microrganismo se encontra (CASTRO et al, 2014).  

 

2.3 Proteômica 

A proteômica por definição é um conjunto de técnicas utilizadas para estudar 

o proteoma de um determinado organismo, verificando como ele se comporta as 

mudanças temporais e/ou as diversas condições que é submetido. Enquanto que o 

proteoma pode ser entendido como um conjunto de proteínas que são expressas por 

uma célula, órgão, tecido ou até mesmo fluidos biológicos. Essas proteínas que 

compõe o proteoma de um organismo são essenciais para a vida, participando em 

quase todos os processos celulares e moleculares (AQUINO, 2012; ALMEIDA et al., 

2017). 
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De forma geral, essa abordagem permite identificar e acompanhar a expressão 

de proteínas específicas quando o organismo é submetido à determinada condição, 

analisar interações entre proteínas de um complexo biológico e verificar modificações 

pós-traducionais. Neste sentido, possibilita a observação de possíveis padrões 

proteicos abundantes e/ou distintos que podem ter relação a fatores ecossistêmicos 

ou, até mesmo, patogênicos (EMIDIO et al., 2016). 

No entanto, estudar o proteoma de um organismo tem os seus desafios, uma 

vez que o mesmo possui uma grande flexibilidade, podendo ser modificado de acordo 

com a condição em que é submetido. Devido isso, as ferramentas proteômicas têm 

sido cada vez mais aprimoradas, pois com tais análises podem surgir informações 

interessantes e complementares à análise genômica (NOGUEIRA & DOMONT, 

2014). 

Existem várias ferramentas que auxiliam no esclarecimento das proteínas 

expressas por um organismo. Dentre elas pode-se citar as técnicas de separação 

proteica e/ou peptídica, como: a cromatografia líquida e a eletroforese unidimensional 

ou bidimensional, que auxiliam na diminuição da complexidade de determinada 

amostra; e as de elucidação e identificação tais como: a espectrometria de massas e 

a bioinformática, que em conjunto possibilitam a inferência e quantificação de 

proteínas presentes na amostra (CHIARADIA et al., 2008; DI COLOGNA, 2017).  

2.3.1 Espectrometria de massas 

A espectrometria de massas é uma ferramenta analítica que tem sido bastante 

utilizada em estudos de larga escala, possuindo a capacidade de gerar íons em fase 

gasosa, estabelecendo uma posterior separação de acordo com a razão massa/carga 

(m/z) de cada íon; o que possibilita uma identificação tanto qualitativa quanto 

quantitativa. O equipamento empregado para essa análise é o espectrômetro de 

massas, que apresenta uma alta sensibilidade, resolução, precisão e acurácia. De 

maneira geral, é dividido em uma fonte de ionização, analisador de massas e detector 

de íons, sendo auxiliado também por um instrumento computacional para adquirir os 

dados resultantes da análise (Figura 3) (CANTÚ et al., 2008; YATES et al., 2009). 
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  Figura 3. Esquema ilustrativo de um espectrômetro de massas. 
 

Dentre as fontes de ionizações mais empregadas para o estudo de 

biomoléculas, tem-se o MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption Ionization) e o 

Electrospray (ESI), que realizam a ionização da amostra de maneira branda, 

conseguindo preservar a integridade da estrutura polipeptídica (TANAKA et al., 1988; 

FENN et al., 1989). Já os analisadores de massas têm como função separar os íons 

pelas suas razões massa/carga. Alguns exemplos dos mais utilizados para essas 

análises são: o quadrupolo, ion-trap, tempo de voo (TOF-time-of-flight), orbitrap e o 

FT-ICR (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance), sendo que podem ser usados 

de forma independente ou em conjunto entre si (equipamentos híbridos), para fazer 

uso das vantagens de cada analisador. Posteriormente, todas as informações obtidas 

são encaminhadas ao detector, onde o sinal da corrente de íons presente na amostra 

é detectado, amplificado e transmitido para o sistema de processamento de dados. O 

tipo de detector depende do analisador, mas geralmente os mais empregados são os 

fotomultiplicadores (ARDREY 2003; MELANI, 2016). 

2.3.2 Proteômica shotgun 

         Com o avanço das diversas técnicas, três abordagens principais se destacam 

para o estudo de proteínas, as quais são: top-down, middle-down e bottom-up 

(SALVATO, 2010; PETRAS et al., 2015). 
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         A abordagem top-down consiste na análise da amostra a partir das proteínas 

intactas, sendo estas inseridas no espectrômetro de massas sem nenhum processo 

de clivagem durante o preparo de amostra. Em contrapartida, a middle-down realiza 

a identificação das proteínas por meio de seus peptídeos, onde estes possuem uma 

cadeia de aminoácidos longa. Adicionalmente, tem-se a abordagem bottom-up, a qual 

infere as proteínas de determinada amostra também por meio dos peptídeos 

resultantes de uma digestão proteolítica, contudo, esses peptídeos apresentam uma 

cadeia de aminoácidos mais curta (GILLET et al., 2016; MELANI, 2016). 

         A abordagem bottom-up, especificamente a shotgun proteomics, é realizada 

por meio da extração de proteínas de um sistema biológico complexo, as quais são 

digeridas por enzimas como a tripsina (mais comumente utilizada), e resultam em 

peptídeos. Técnicas cromatográficas podem ser empregadas para o fracionamento 

de acordo com as propriedades físico-químicas desses peptídeos e então, serem 

analisados no espectrômetro de massas. Os dados provenientes dessa análise são 

submetidos a ferramentas proteômicas computacionais que fazem a identificação e 

quantificação dos peptídeos e, consequentemente, das proteínas presentes nas 

amostras (Figura 4) (CARVALHO et al., 2010; ZHANG et al. 2013; DONNARUMMA 

& MURRAY, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 4. Esquema ilustrativo da análise por Shotgun proteomics. 
 

         De forma geral, a abordagem shotgun proteomics tem sido bastante utilizada 

em estudos de larga escala, demonstrando resultados satisfatórios e tornando-se um 

caminho para esclarecer o conteúdo proteico expresso por organismo, sendo ele 
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humano, animal, vegetal ou até mesmo microbiológico (ZHANG et al., 2013; 

RAUNIYAR & YATES, 2014). 

2.3.3 Proteômica aplicada à micologia 

A proteômica pode ser aplicada em diversas áreas, inclusive aos estudos com 

fungos. Grande parte das pesquisas com esses microrganismos estão voltadas para 

a elucidação do proteoma total, incluindo o esclarecimento de proteínas 

extracelulares presentes nos secretomas de fungos. Isso porque os processos 

biológicos executados por tais organismos, seja relacionado ao parasitismo, 

saprofitismo ou interação com algum hospedeiro, estão diretamente ligados às 

habilidades de secretar proteínas e enzimas para o ambiente extracelular (DI 

COLOGNA, 2017; OLIVEIRA & ROCHA, 2017).  

Nesse contexto, realizar análises proteômicas para tentar elucidar mais 

detalhadamente os secretomas de fungos pode revelar aplicações nas áreas clínica, 

agrícola, biotecnológica e/ou industrial. Estudos proteômicos com o gênero 

Trichoderma e Fusarium estão concentrados principalmente na área agrícola e 

biotecnológica (YANG et al, 2009; HERMOSA et al., 2010; YANG et al., 2013; JI et al, 

2013). Algumas espécies de Trichoderma têm sido estudadas como agente de 

biocontrole; um exemplo disso é o estudo de Yang et al. (2009) que demonstrou esse 

potencial de Trichoderma harzianum ETS 323 frente ao fungo fitopatogênico Botrytis 

cinérea, utilizando ferramentas proteômicas. Tal estudo revelou proteínas 

relacionadas à degradação da parede celular fúngica que estão diretamente 

relacionadas ao mecanismo de biocontrole frente a fungos fitopatógenos, incluindo 

endoquitinases, β-1,3-glucanases, β-1,6-glucanases, quitinases e proteases (YANG 

et al, 2009). 

Adicionalmente, as ferramentas proteômicas também têm auxiliado em 

estudos com o gênero Fusarium, principalmente na melhor elucidação de sua 

interação com plantas, pois algumas de suas espécies são fitopatogênicas (YANG et 

al., 2013; JI et al., 2013). O estudo de JI et al. (2013) revelou, por meio da proteômica 

shotgun, proteínas presentes no secretoma do fungo fitopatogênico Fusarium 

graminearum. Proteínas estas que ainda não foram caracterizadas, mas que tem 

função relacionada ao processo de hidrólise de xilana, celulose e hemicelulose, 

indicando grande potencial na degradação de componentes da célula vegetal, 
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incluindo a parede celular; podendo assim, desempenhar papéis extracelulares 

importantes durante a infecção causada por esse fungo nas plantas (JI et al, 2013). 

A proteômica também está presente em estudos na área da micologia médica, 

onde tem mostrado resultados promissores no entendimento entre a interação dos 

fungos com o seu hospedeiro durante o processo infeccioso (CHAMBERGO & 

VALENCIA, 2016; KIM, 2016, PIGOSSO, 2016). Um exemplo disso foi o estudo de 

PIGOSSO (2016) que fez uma análise transcriptômica e proteômica de 

Paracoccidoides brasiliensis após 6 horas de infecção em células pulmonares de 

murinos. Seus resultados revelaram que o microrganismo, no início da infecção, 

remodela o seu metabolismo de carbono, utilizando preferencialmente lipídios, para 

sobreviver no interior do hospedeiro. Além disso, também observaram a secreção de 

uma serina proteinase no tecido pulmonar após 6 h de infecção, provavelmente 

permitindo a invasão tecidual para sua instalação no pulmão (PIGOSSO, 2016). 

Inicialmente, análises do perfil proteico de secretomas fúngicos eram 

realizadas apenas em eletroforese bidimensional (2-DE), com a assimilação dos spots 

resultantes a certas proteínas, de acordo com os pontos isoelétricos e massas 

moleculares mediante o uso de software específicos (DI COLOGNA, 2017). Exemplos 

de trabalhos utilizando essa técnica, tem-se o DE GODOY et al. (2014) e CORREA 

(2009), os quais avaliaram o perfil proteico do secretoma dos fungos Conidiobolus 

lamprauges e Cryptococcus gattii, respectivamente, em diferentes temperaturas. 

Nesses estudos foram possíveis verificar mudanças entre os perfis, sugerindo que 

tais fungos produzem proteínas específicas que auxiliam na instalação no hospedeiro 

humano (CORREA, 2009; DE GODOY et al, 2014). 

No entanto, a análise por eletroforese 2-DE possui algumas limitações, 

principalmente relacionadas à reprodutibilidade e quantificação; sendo atualmente 

complementada ou substituída com ferramentas mais sensíveis, acuradas e 

quantificáveis, como a espectrometria de massas (JAISWAL et al, 2015). Uma 

pesquisa realizada por SCHNEIDER et al (2012) demonstrou, por meio da 

espectrometria de massas, proteínas presentes no secretoma de Paracoccidioides 

brasiliensis, um fungo causador da micose sistêmica Paracoccidioidomicose. Tais 

proteínas incluem enzimas antioxidantes, proteínas de choque térmico, relacionadas 

ao metabolismo energético, de sinalização celular e adesinas que estão relacionadas 

ao processo de nutrição, desintoxicação do ambiente celular, evasão do sistema 

imunológico do hospedeiro e virulência desse fungo (SCHNEIDER et al, 2012). 



38 
 

Outro estudo aplicando a espectrometria de massas, mais especificamente a 

shotgun proteomics, é o de RODRIGUES et al. (2014) mostrando a presença de 

proteínas com atividades imunológicas e patogênicas nas vesículas extracelulares 

dos patógenos humanos Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum e 

Paracoccidioides brasiliensis; interferindo assim, na atividade de células efetoras 

imunes do hospedeiro e aumentando a patogênese fúngica. 

Além disso, também por meio de técnicas proteômicas, FERNANDEZ-

ARENAS et al. (2007) demonstraram alterações proteicas nas células de levedura de 

Candida albicans devido ao confronto de macrófagos. Eles revelaram que a 

abundância de chaperonas e proteínas desintoxicantes relacionadas ao estresse, 

aumentou com a interação com macrófagos, indicando um potencial para evasão 

imune promovida pela Candida albicans (FERNANDEZ-ARENAS et al., 2007). 

Portanto, de forma geral, o presente trabalho pode ser justificado pelos 

seguintes fatores: 

❖ Os fungos dos gêneros Trichoderma spp. e Fusarium spp. são 

considerados fungos sapróbios, no entanto existem relatos de casos de infecções 

humanas causadas por eles.  

❖ Nos últimos anos, a micologia tem aumentado de relevância para a área da 

saúde, uma vez que as micoses têm evoluído de quadros rotineiros e previsíveis para 

situações clínicas mais complexas e muitas vezes de alto risco (BALDIN et al., 2015).  

❖ As espécies estudadas neste trabalho - Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) e Fusarium solani (CFAM 1313) - isoladas da água de consumo da comunidade 

Lago do Limão, no município de Iranduba (Amazonas), demonstraram em um estudo 

anterior (LIMA et al. 2017) a capacidade de crescimento a temperatura de 37°C; 

sugerindo assim, uma possível adaptação de caráter oportunista para humanos e que 

pode ser prejudicial aos habitantes daquela comunidade.  

❖ A proteômica aplicada a fungos, em especial na área médica, tem se 

tornado uma ferramenta interessante para contribuir no melhor entendimento de 

algumas infecções em humanos, bem como os possíveis fatores de virulência. 

❖ No Amazonas, estudos envolvendo a caracterização em larga escala de 

biomoléculas, como as proteínas, utilizando novas técnicas de análise e relacionados 

ao potencial patogênico ou biotecnológico dos microrganismos são pioneiros; 
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necessitando ser alavancados na Região, principalmente frente à grande 

biodiversidade existente. 

❖ Além disso, o estudo do secretoma desses microrganismos pode ajudar 

também no entendimento a nível molecular sobre a capacidade desses fungos de se 

consolidarem no hospedeiro, causando alguma doença; o que pode auxiliar tanto para 

futuros diagnósticos quanto para possíveis tratamentos da doença (OLIVEIRA & 

ROCHA, 2017). 

  



40 
 

3. OBJETIVOS 

 

3.1  Geral 

• Investigar o perfil proteico dos fungos Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

Fusarium solani (CFAM 1313), através de ferramentas proteômicas para 

analisar os processos moleculares e suas características patogênicas. 

 

3.2  Específicos 

• Analisar mudanças morfofisiológicas dos fungos quando cultivados a 28°C e 

37°C; 

• Verificar fatores de virulência em Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

Fusarium solani (CFAM 1313); 

• Determinar o tempo de maior produção proteica dos fungos para a análise 

proteômica; 

• Analisar e comparar o secretoma de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

Fusarium solani (CFAM 1313) quando submetidos às temperaturas de 28°C e 

37°C; 

• Buscar proteínas que possam estar associadas à patogenicidade desses 

fungos. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1  Cultivo fúngico 

As espécies fúngicas estudadas nesse trabalho foram: Trichoderma harzianum 

(CFAM 1308) e Fusarium solani (CFAM 1313), cuja atividade de acesso ao Patrimônio 

Genético foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob número de cadastro A93C32F. 

Tais culturas são provenientes da água de consumo da comunidade Lago do Limão 

situada em Iranduba (52,4 km de Manaus), no Amazonas; e também estão 

depositadas na coleção de fungos da Amazônia (CFAM) do Instituto Leônidas e Maria 

Deane (ILMD). Essas culturas fúngicas foram reativadas em meio de cultura extrato 

de malte (peptona, dextrose, extrato de malte, ágar e água destilada) e autenticadas 

de acordo com as suas características morfofisiológicas. É importante frisar que tais 

microrganismos também já haviam sido identificados por técnicas moleculares (LIMA 

et al, 2017). 

Posteriormente, os fungos foram submetidos a uma avaliação macroscópica, 

por meio da observação da macrocolônia em placa de Petri (Ø=90mmx15mm); sendo 

feita também uma análise comparativa de crescimento das colônias ao longo de 7 

dias, frente às temperaturas de 28°C e 37°C. Por conseguinte, os fungos foram 

analisados microscopicamente, através de lâminas provenientes da técnica de 

microcultivo, utilizando o microscópio Leica Microsystems (DM 1000) tanto na 

temperatura de 28°C quanto na de 37°C, a fim de verificar as diferenças 

demonstradas por cada colônia quando submetidas a essas condições. 

 

4.2  Ensaios qualitativos relacionados a patogenicidade 

 

4.2.1 Protease  

O meio de cultura utilizado para esse ensaio foi o ágar leite, suplementado com 

gelatina a 5% (gelatina em pó, leite desnatado, ágar e água destilada) (TEIXEIRA et 

al, 2011). Nesse ensaio, os fungos foram repicados em um ponto central em duas 

placas de Petri (Ø=90mmx15mm) distintas, sendo submetidos a 37°C por 72 horas. 

A positividade do teste é visualizada por meio de um halo translúcido formado ao 

redor da colônia fúngica. 
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4.2.2 Fosfolipase 

O meio de cultura utilizado para esse ensaio foi o ágar gema de ovo (dextrose, 

peptona, cloreto de sódio, cloreto de cálcio, ágar, emulsão de gema de ovo e água 

destilada). Para esse teste, o secretoma coletado de cada fungo a cada 24 horas foi 

utilizado para a detecção da produção de fosfolipases. Foram feitos 3 poços com 

diâmetro de 9 mm em cada placa de Petri contendo o meio de cultura, e foi adicionada 

em cada poço uma alíquota de 100µL do referido secretoma para ambos os fungos; 

sendo as placas armazenadas a 37°C por 72 horas. A positividade do teste ocorre 

mediante a visualização de um halo formado ao redor do poço com o secretoma 

fúngico e a atividade da enzima foi obtida pela seguinte fórmula:  

Pz = diâmetro da colônia/diâmetro da colônia + zona precipitada 

Onde Pz se refere a atividade enzimática. 

Quando o resultado dessa razão é igual a 1, a atividade é negativa; se for entre 

0,64 e 0,99 a atividade é positiva e ainda se expressar um número menor ou igual a 

0,63, a ação enzimática é considerada fortemente positiva (PRICE et al, 1982). 

 
4.2.3 Urease 

O meio de cultura utilizado para esse ensaio foi o ágar Christensen (fosfato 

monobásico, dextrose, vermelho de fenol, ágar, ureia e água destilada). Este foi 

preparado em tubos de ensaio e os fungos foram repicados e submetidos a 

temperatura de 37°C, sendo acompanhados durante 7 dias. A positividade do teste 

ocorre através da alteração da cor do meio de cultura, devido à mudança no pH de 

ácido para básico. Tal fato se deve a ureia presente no meio, a qual é degradada pela 

enzima urease liberada pelo microrganismo tendo como principal resultado a amônia. 

Esta ao ser formada alcaliniza o pH, que é indicado pelo vermelho de fenol, fazendo 

com que o meio antes amarelo se torne rosa (LIMA et al, 2017). 

 
4.3 Quantificação de proteases e proteínas totais 

Inicialmente, foi realizado um inóculo a uma concentração final de 2,2 x 105 

esporos/mL em erlenmeyers distintos contendo meio de cultura extrato de malte. Para 

uniformizar essa concentração final de cada fungo, a contagem de esporos foi feita 

com o auxílio da câmara de Neubauer, empregando o software CALIBRA®. 

Posteriormente, para a quantificação de protease foi realizada uma suspensão 

de conídios em água destilada e transferiu-se o equivalente a 2,2 x 105 esporos/mL 
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para os erlenmeyers contendo meio de cultura extrato de malte, sendo o experimento 

realizado em duplicata biológica. A fermentação submersa ocorreu em 100 mL de 

meio de cultura sob agitação de 150 rpm, a 37°C, sendo o fungo Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308) acompanhado durante 216 horas e o Fusarium solani 

(CFAM 1313) até 168 horas. A quantificação de proteases foi realizada a cada 24 

horas, retirando duas alíquotas de cada erlenmeyer, a fim de verificar o melhor tempo 

de produção proteica de cada fungo. 

Para isso, a biomassa foi separada do secretoma mediante uma filtração a 

vácuo utilizando uma membrana em éster de celulose (MCE) (FilterPro®), com 

0,45µm de porosidade. Com o intuito de determinar uma curva de produção de 

proteases, os secretomas obtidos foram submetidos a uma avaliação quantitativa 

utilizando a caseína como substrato, em tampão fosfato 0,15 M, conforme descrito 

por OBATA et al. (1977). Resumidamente, foi adicionado 0,5 mL de cada secretoma 

em uma solução contendo 1,5 mL de caseína (2,0%) e 1,0 mL de tampão fosfato (0,15 

M pH 7,5). Em seguida, a solução enzimática foi incubada a temperatura ambiente 

por 30 minutos, com ausência de luz. A reação foi paralisada pela adição de 3,0 mL 

de ácido tricloroacético (TCA) a 0,4 M em cada amostra. Por fim, as amostras foram 

centrifugadas à 4 °C por 20 minutos a 4000 rpm e a absorbância foi determinada a 

280 nm no espectrofotômetro BioDrop®. A fim de determinar o maior tempo de 

produção de proteases, utilizou-se a seguinte fórmula para inferir a atividade 

proteolítica (FLEURI & SATO 2008; DE SOUZA 2015):  

 U/mL = [(X / 0,01) * 1000] / 500       

Onde X se refere a absorbância lida a 280nm 

Já a quantificação de proteínas totais presentes em cada secretoma foi 

realizada por meio do ensaio fluorimétrico Qubit® 3.0 (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante, com as alíquotas obtidas a cada 24 horas, como descrito 

anteriormente. 

 
4.4 Análise estatística 

A determinação do maior tempo de produção proteica dos fungos foi feita 

mediante a análise estatística utilizando o Programa R® e o programa GraphPad Prism 

7. Para isso, foi empregada a análise de variância (ANOVA), utilizando o pós teste de 

Tukey considerando o p-valor ≤0,05 (TUKEY, 1949; DE SOUZA et al, 2015), a fim de 
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verificar a diferença mínima significativa entre os tempos de produção proteica 

analisados. Vale frisar que nessa análise foi levado em consideração tanto os valores 

resultantes da quantificação de proteases quanto de proteínas totais. 

 
4.5 Obtenção do secretoma fúngico 

Após a determinação do melhor tempo de produção proteica de cada fungo, 

foi realizado um novo inóculo com uma concentração final novamente de 2,2 x 105 

esporos/mL em erlenmeyers distintos, sendo o experimento realizado em triplicata 

biológica. Posteriormente, os fungos foram submetidos à fermentação submersa nas 

condições de 150 rpm tanto na temperatura de 37°C quanto na de 28°C. Cada 

erlenmeyer foi retirado de acordo com o tempo determinado no item 4.4. O micélio 

fúngico foi separado do secretoma por meio de filtração a vácuo com uma membrana 

em éster de celulose (MCE) (FilterPro®), com 47 mm de diâmetro e 0,45µm de 

porosidade. Na sequência, tais secretomas foram submetidos a outra filtragem 

complementar usando filtros de seringa com membrana de fluoreto de polivinilideno 

(PVDF) (Whatman®) com porosidade de 0,22µm. 

 

4.6 Concentração, dessalinização das amostras e precipitação proteica 

Os secretomas resultantes da etapa anterior foram concentrados e 

dessalinizados utilizando tubos de filtração Centripep® com membranas de celulose 

de 3,0 kDa, os quais foram submetidos a centrifugações sucessivas por 90 minutos, 

a 4°C e 3,000 rcf.  

As proteínas presentes nas amostras foram precipitadas com ácido 

tricloroacético diluído em acetona gelada pura, utilizando uma proporção de 1:0,4 

(secretoma/solvente) em cada amostra (CORREA, 2009). Posteriormente, foi 

realizado um vórtex por alguns segundos e as amostras ficaram overnight a 4°C. No 

dia seguinte, foram submetidas à centrifugação a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C, 

descartando-se o sobrenadante. Então, o precipitado formado foi lavado duas vezes 

com acetona gelada pura, em uma proporção de 1:2 (precipitado/solvente), realizando 

uma centrifugação a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C em cada lavagem. 

 
4.7 Extração e quantificação de proteínas 

A extração de proteínas foi realizada com 80 μL do reagente RapiGest® 

(Waters) a uma concentração de 0,1% (p/v) preparado com bicarbonato de amônio 
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(NH4HCO3) a 50,0 mM para cada amostra. Em seguida, foi feita uma agitação por 

alguns segundos e uma centrifugação de baixa intensidade (“spin down”) em cada 

amostra. A quantificação de proteínas foi obtida através do ensaio fluorimétrico Qubit® 

3.0 (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. 

 
4.8   Eletroforese unidimensional 

Trinta microgramas (30µg) de proteínas de cada amostra foram usados para a 

eletroforese unidimensional. O volume correspondente a essa quantidade de 

proteínas foi diluído no tampão de amostra Laemmli [2x] contendo Tris-HCl 0,5 M pH 

6,8, SDS 10%, glicerol 20%, β-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol a 1%. 

Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho seco a 100°C durante 5 

minutos. Dez microlitros (10 µL) de marcador molecular com padrões pré-corados (n°. 

catálogo 161-0363, Biorad®) também foi utilizado. O gel de poliacrilamida foi 

preparado a 15% (Gel de corrida: 1,15 mL de água destilada, 2,5 mL de 30% 

acrilamida mix, 1,25 mL de Tris-HCl 1,5 M pH 8.8, 50 µL de 10% SDS, 50 µL de 10% 

de persulfato de amônio e 2,0 µL de TEMED). Enquanto o gel de empilhamento foi a 

5% (1,4 mL de água destilada, 330 µL de 30% acrilamida mix, 250 µL de 1,5M Tris 

pH 8.8, 20 µL de 10% SDS, 20 µL de 10% de persulfato de amônio e 2,0 µL de 

TEMED), conforme instruções do fabricante Mini Protean II (SAMBROOK et al., 

1989). A eletroforese foi realizada com o tampão de corrida Tris-HCl 0,25 M, glicina 

1,92 M e SDS 0,1%, a 80 volts e 15 mA/gel, durante 3 horas. 

 
 4.9 Coloração com Coomassie R-250 

Após as corridas, os géis foram deixados overnight em solução fixadora 

contendo etanol 40%, ácido acético 10% e água destilada. No dia seguinte, estes 

foram corados durante 3 horas com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2%, dissolvido 

em ácido acético 10%, etanol 40% e água destilada. Posteriormente, foram 

descorados em solução de ácido acético glacial, etanol e água destilada 1:4:5 (v/v/v). 

Então, essa solução foi descartada e foi adicionada água destilada para a completa 

descoloração. Por último, o gel foi escaneado. 

 
4.10 Digestão proteica em solução 

Foram utilizados 70 µg de proteínas de cada amostra para a digestão proteica 

em solução. Estas foram reduzidas com a adição de ditiotreitol (DTT) 50mM para uma 
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concentração final de 10mM, sendo as amostras incubadas a uma temperatura de 

60°C por 60 minutos. Após as amostras retornarem a temperatura ambiente, foi 

adicionada iodoacetamida (IAA) 150 mM por trinta minutos na ausência de luz. 

Posteriormente, foi acrescentado novamente DTT 50mM, dessa vez para uma 

concentração de 4,5mM e, então, a enzima tripsina (Promega) na proporção de 1/50 

(p/p) de enzima/substrato foi adicionada. As amostras foram incubadas a 37°C por 20 

horas. No dia seguinte, a reação foi paralisada com ácido trifluoroacético (TFA) a 10% 

(v/v) para uma concentração final de 1,0% (v/v), deixando por cinquenta minutos a 

temperatura ambiente. Por fim, foi realizada uma centrifugação a 14000 rpm, 4°C e 

por 30 minutos para a remoção do material insolúvel (AQUINO, 2012).   

 

4.11 Dessalinização, concentração e quantificação de peptídeos  

Os peptídeos trípticos de cada amostra foram dessalinizados em mini-colunas 

preparadas com resina Poros® R2 (Applied Biosystems). Resumidamente, cada 

coluna foi hidratada com acetonitrila 100% e equilibrada com ácido fórmico 0,1%. As 

amostras foram aplicadas à coluna e estas foram lavadas com ácido fórmico 0,1%. A 

eluição dos peptídeos ocorreu com as soluções de ácido fórmico 0,1% e acetonitrila 

50%; e ácido fórmico 0,1% e acetonitrila 70% em dois passos sucessivos.  Por fim, 

os peptídeos foram concentrados em baixa pressão no Speed Vacuum (Thermo 

Fischer Scientific), posteriormente foram ressuspensos em ácido fórmico 0,1% e 

quantificados pelo ensaio fluorimétrico – Qubit 3.0® (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 

4.12 Análise por cromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de massas 

sequencial (LC-MS/MS) 

Essa análise foi realizada na unidade proteômica do departamento de 

bioquímica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Em duplicata técnica, 

os peptídeos foram submetidos a um sistema de nanocromatografia, Easy-nLC II 

(Proxeon). Foi utilizada uma pré-coluna (Dr. Maish – ReprosilPur C18 Acqua, esferas 

de 5 µm, 2cm de comprimento e 100µm de I.D.) e uma coluna (Dr. Maish – 

ReprosilPur C18 Acqua, esferas de 3 µm, 15 cm de comprimento e 75 µm de I.D.). 

Os solventes A (95% de água/5% acetonitrila/0,1% de ácido fórmico) e B (95% 

acetonitrila/5% de água/0,1% de ácido fórmico) foram usados em gradiente de 120 

minutos (de 5% até 40% de B/ 80 minutos; de 40% até 95% de B/ 25 minutos; se 
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mantendo em 95% de B/ 15 minutos). À medida que os peptídeos foram fracionados, 

eles foram diretamente eluídos no espectrômetro de massas LTQ Orbitrap Velos 

(Thermo Fischer Scientific). 

A aquisição dos espectros foi realizada no modo data dependent acquisition 

(DDA), alternando automaticamente entre a aquisição do full scan (MS1) e MS/MS 

(MS2), com uma lista de exclusão de 60 s. De maneira geral em todas as análises, 

foram obtidos os doze íons mais intensos, com carga igual ou superior a 2+. Estes 

foram isolados e fragmentados por dissociação induzida pela colisão por gás (CID), 

usando uma energia de colisão normalizada de 30. Os parâmetros empregados na 

operação do espectrômetro de massas foram: voltagem no spray de 1,5 kV, 

temperatura de 200oC no capilar, resolução de 60,000 na varredura inicial do MS1 e 

um nível de 65,5% de RF na S-lens. 

 

4.13 Análise de dados 

As etapas para análise dos dados proteômicos foram realizadas utilizando o 

software PatternLab for proteomics (PL) versão 4.1 (CARVALHO et al. 2016). As 

sequências proteicas de Trichoderma harzianum e Fusarium solani foram obtidas do 

UniProt no dia 05 de dezembro de 2018 e dia 06 de dezembro de 2018, 

respectivamente. Foram utilizados dois bancos de referência para Trichoderma 

harzianum, um com 14049 e outro com 11497 entradas proteicas; e um banco de 

referência para Fusarium solani (Nectria haematococca) com um total de 15709 

sequências proteicas. Posteriormente, o banco de dados para a análise foi preparado 

do tipo “target-decoy”, que fornece estimativas falsas positivas visando um conjunto 

de identificações confiáveis na análise estatística (ELIAS & GYGI, 2010; AQUINO, 

2015); além disso, este incluiu também as sequências de 127 contaminantes comuns 

a experimentos de espectrometria de massas (AQUINO, 2015). A ferramenta de 

busca Comet foi utilizada para comparar os espectros de massas sequenciais 

(MS/MS) obtidos experimentalmente com os espectros teóricos gerados a partir do 

banco de dados; o que resultou nos prováveis candidatos (PSMs) (ENG et al., 2013; 

CARVALHO et al, 2016). De forma geral, a busca foi limitada a candidatos semi-

trípticos, considerando até duas falhas de clivagem no sítio enzimático (i.e. o número 

de possíveis ligações peptídicas não clivadas que correspondem à especificidade da 

enzima hidrolítica utilizada no experimento, como a tripsina (SIEPEN et al., 2007)); a 

carbamidometilação da cisteína foi imposta como uma modificação fixa e a oxidação 
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da metionina como variável. Nesta etapa, para cada espectro analisado, foi 

considerado uma tolerância de 40 ppm de erro e o XCorr foi utilizado como métrica 

de semelhança primária. 

A validação das identificações proteicas foi realizada pelo Search Engine 

Processor – SEPro. De forma simplificada, este agrupa as identificações pelo estado 

de carga do precursor e os valores estatísticos resultantes do Comet (e.g. XCorr, 

∆CN) para gerar um discriminador Bayesiano a fim de determinar 

uma função discriminante entre as identificações não-decoys e decoys. Com isso, a 

lista final de identificação foi obtida levando em consideração esse discriminador e 

estabelecendo um false discovery rate (FDR) em torno de 1%. Em adição, os 

resultados foram pós-processados para que fossem aceitas apenas sequências com 

um mínimo de seis aminoácidos, candidatos prováveis com menos de 10 ppm de erro 

e uma métrica de semelhança primária mínima de 1,8 a proteínas identificadas com 

um único espectro. 

A quantificação de proteínas foi livre de marcação (label-free) utilizando os 

valores de Spectrum count, ou seja, o número de espectros MS2 adquiridos e 

mapeados para uma proteína, para inferir tais abundâncias. Além disso, tais valores 

foram normalizados utilizando o fator de abundância espectral normalizado (NSAF), 

o qual baseia-se tanto na quantificação de peptídeos exclusivos como nos 

compartilhados entre proteínas (CARVALHO et al., 2016).  

O módulo do programa PatternLab chamado Diagrama de Venn de área 

proporcional foi usado para identificar as proteínas exclusivamente identificadas em 

cada temperatura ou compartilhada entre elas para cada fungo (CARVALHO et al., 

2016). Esta análise considerou apenas proteínas encontradas em duas réplicas 

biológicas para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e uma réplica para Fusarium 

solani (CFAM 1313). Já para obter informações quanto às funções das proteínas 

identificadas, o módulo do Gene Ontology foi empregado para os dois fungos 

estudados nesse trabalho. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Cultivo fúngico 

Os fungos Fusarium solani (CFAM 1313) e Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) foram submetidos a um crescimento a 28°C e 37°C para demonstrar suas 

diferenças morfológicas, onde os resultados são mostrados na figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Visualização macromorfológica do crescimento dos fungos Fusarium solani (CFAM 
1313) e Trichoderma harzianum (CFAM 1308) nas temperaturas de 28°C e 37°C. 

 
 A macroscopia correspondente ao fungo Fusarium solani (CFAM 1313) não 

demonstrou diferenças aparentes quanto à colônia observada em 28°C e 37°C. Em 

contrapartida, a cultura de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) demonstrou 

diferença quanto à coloração, uma vez que na colônia crescida a 37°C expressou a 

coloração esverdeada dos conídios do fungo, enquanto na cultura a 28°C não foi 

observado. 

 Além disso, foi realizado também um comparativo de crescimento para os dois 

fungos tanto a 28°C quanto a 37°C, a fim de analisar em qual das duas temperaturas 

o fungo obteria um crescimento micelial mais adaptado durante 7 dias, conforme 

Fusarium solani 28°C Fusarium solani 37°C 

Trichoderma harzianum 28°C Trichoderma harzianum 37°C 
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visualizado na figura 6 para Fusarium solani (CFAM 1313) e na figura 7 para 

Trichoderma harzianum (CFAM 1308).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Culturas de Fusarium solani (CFAM 1313) crescidas ao longo de 7 dias nas 

temperaturas de 28°C e 37°C. 
 
 Em nossos resultados, observou-se um crescimento micelial maior na 

temperatura de 28°C para Fusarium solani (CFAM 1313), o que é coerente com dados 

mostrados por GUPTA (2010), onde o mesmo aponta que essa é a temperatura ótima 

de crescimento para essa espécie. De forma complementar, alguns estudos apontam 

que a temperatura ótima de crescimento para o gênero Fusarium spp. pode variar 

entre 25°C a 30°C (DOOHAN et al, 2003; PINHEIRO et al, 2012). No estudo de 

DOOHAN et al. (2003) com três espécies do gênero Fusarium spp. (Fusarium 

graminearum, Fusarium culmorum e Fusarium poae) verificou-se que nos três casos 

a temperatura de melhor crescimento foi a 25°C. Em contrapartida, PINHEIRO et al. 

(2012) estudou Fusarium oxysporum f.sp. Tracheipffhilum, no qual a temperatura de 

30°C foi a mais adequada para a espécie. 

 Contudo, é importante frisar que segundo os resultados do presente trabalho, 

a capacidade de adaptação de crescimento a 37°C não é descartada (Figura 6). Além 

disso, relatos na literatura demonstram a possível tolerância à temperatura corporal 

humana expressa por fungos do gênero Fusarium spp., uma vez que já foram isolados 

37°C 28°C 

4 dias de crescimento 

7 dias de crescimento 
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de infecções como queratite, onicomicose, endoftalmite e até mesmo de paciente com 

úlcera diabética crônica (PAI et al., 2010). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Comparação do crescimento entre as culturas de Trichoderma harzianum (CFAM 
1308) nas temperaturas de 28°C e 37°C. 

 
Com relação ao fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308), observou-se 

uma melhor adaptação na temperatura de 37°C, o qual com apenas 2 dias de 

crescimento já apresentava um crescimento micelial mais avançado em comparação 

com a colônia a 28°C (Figura 7). Estudos apontam que a faixa de temperatura ótima 

de crescimento para o gênero Trichoderma spp. varia de 22°C a 30°C (KOIKE & 

LUCON, 2003; FIPKE, 2009; SINGH et al., 2014).  

Em contrapartida, DRUZHININA et al. (2011) ao estudar a espécie 

Trichoderma longibrachiatum, verificou uma adaptação a alta temperatura por esse 

fungo, demonstrando a capacidade de crescimento a 37°C; o que é coerente com os 

resultados encontrados para Trichoderma harzianum (CFAM 1308). Adicionalmente, 

nossos resultados quanto à característica de crescimento a 37°C de ambos os fungos 

estudados nesse trabalho também corroboram com LIMA et al. (2017). 

Para verificar as possíveis diferenças microscópicas apresentadas pelos 

fungos nas duas temperaturas estudadas, foi realizada a técnica de microcultivo. Na 

figura 8, estão expressos os resultados para Fusarium solani (CFAM 1313). Nesta, é 

37°C 28°C 

2 dias de crescimento 

7 dias de crescimento 
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possível observar alterações na esporulação fúngica entre 28°C e 37°C, pois quando 

o fungo cresce a uma temperatura mais elevada, é maior a quantidade de esporos 

produzidos. Tais dados estão de acordo com a literatura, onde autores como 

PINHEIRO et al. (2012) e WINDER (1999) também observaram essa influência da 

temperatura para a esporulação entre diferentes espécies do gênero Fusarium spp. 

(Fusarium oxysporum f.sp. tracheipffhilum e Fusarium avenaceum, respectivamente). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Visualização microscópica expressa pelo fungo Fusarium solani (CFAM 1313) a 
28°C e 37°C com aumento de 40X. As setas vermelhas indicam a influência da temperatura 
na esporulação do fungo. Microscópio utilizado: Leica Microsystems (DM 1000). 

 

Já para o fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) foi considerado que não 

houve diferença aparente entre as lâminas, uma vez que a única modificação foi a 

disposição visual dos esporos entre as duas temperaturas (Figura 9). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9.  Visualização microscópica de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) entre as 
temperaturas de 28°C e 37°C com aumento de 40X. Microscópio utilizado: Leica 
Microsystems (DM 1000). 

37°C 28°C 

37°C 28°C 
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5.2 Ensaios qualitativos relacionados a patogenicidade 

 

5.2.1 Protease 

         Esse ensaio avalia a atividade enzimática expressa pelas proteases 

secretadas pelos microrganismos, na qual a positividade é observada pela presença 

de um halo translúcido ao redor de cada colônia fúngica. Na figura 10, verifica-se que 

ambos os fungos estudados apresentaram resultados positivos. Porém, o fungo 

Trichoderma harzianum (CFAM 1308) demonstrou uma atividade proteolítica maior 

em comparação com Fusarium solani (CFAM 1313). 

         Alguns trabalhos na literatura também têm demonstrado a produção de 

protease como um fator de virulência em microrganismos patogênicos, dentre eles 

estão fungos e bactérias. Alguns exemplos são: Cryptococcus gattii, Cryptococcus 

laurentii, Cryptococcus neoformans, Pseudomonas aeruginosas, Candida albicans, 

Aspergillus spp.; além dos mais diversos dermatófitos presentes na natureza 

(CAMPOS & BARONI, 2010; PERES et al., 2010; FERNANDES, 2010; PESSOA et 

al., 2012; SILVA, 2013; NAVES, 2013). 

 De forma complementar ao trabalho de LIMA et al. (2017), o qual mostrou o 

potencial de atividade de protease para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

Fusarium solani (CFAM 1313) na temperatura de 28°C, os dados deste estudo 

sugerem que mesmo quando essas culturas fúngicas estão presentes em uma 

temperatura mais elevada (37°C), como a do corpo humano, sua atividade não é 

inibida. 

 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Visualização da positividade quanto à produção de protease para cada fungo na 
temperatura de 37°C. (A) Halo e colônia de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) com 3 cm 
de diâmetro, (B) Halo e colônia de Fusarium solani (CFAM 1313) com 1,5 cm de diâmetro.  
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5.2.2 Fosfolipase 

Para esse ensaio, analisou-se uma alíquota de secretoma fúngico retirado a 

cada 24 horas. O fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) apresentou 

positividade a partir de 72 horas de crescimento (Figura 11). Em contrapartida, o 

fungo Fusarium solani (CFAM 1313) demonstrou atividade enzimática de fosfolipases 

apenas em 168 horas, sendo negativo para os outros tempos analisados (Figura 12). 

 

 

Figura 11. Visualização da atividade enzimática de fosfolipases pelo fungo Trichoderma 
harzianum (CFAM 1308) na temperatura de 37°C, demonstrando positividade nos tempos 
entre 72 horas e 192 horas.  

 

 
 

 

 

 

 
 
 
Figura 12. Visualização da atividade enzimática de fosfolipases no tempo de 168 horas para 
Fusarium solani (CFAM 1313) na temperatura de 37°C. 

  
 Assim como as proteases, as fosfolipases são também estudadas como 

fatores de virulência, principalmente em leveduras. Nestas, indícios apontam para a 

participação dessas enzimas no processo de infecção, atuando na degradação de 

fosfolipídios das membranas celulares do hospedeiro e consequentemente, 

auxiliando na invasão e aderência celular (HARTMANN et al., 2016). Logo, sugerimos 

que estas também possam realizar a mesma função quando produzidas por outros 
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microrganismos, como os fungos filamentosos, contudo outros ensaios in vitro ou in 

vivo são necessários para corroborar tal hipótese. 

 De forma mais específica, a atividade de fosfolipases também foi medida 

segundo a fórmula descrita por PRICE et al (1982). Na tabela 1, encontra-se os 

resultados encontrados para ambos os fungos, no qual se verificou que o Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308) teve uma atividade mais elevada em relação ao Fusarium 

solani (CFAM 1313), pois expressou produção fortemente positiva de fosfolipases a 

partir do tempo de 72 horas, enquanto o Fusarium solani (CFAM 1313) apenas em 

168 horas. 

 
Tabela 1. Dados da atividade enzimática de fosfolipases na temperatura de 37°C tanto de 
Trichoderma harzianum (CFAM 1308) quanto de Fusarium solani (CFAM 1313). 

Tempo 
Atividade enzimática 

(Trichoderma harzianum) 
Atividade enzimática 

(Fusarium solani) 

24 horas 1,00 1,00 

48 horas 1,00 1,00 

72 horas 0,56 1,00 

96 horas 0,50 1,00 

120 horas 0,45 1,00 

144 horas 0,45 1,00 

168 horas 0,39 0,52 

192 horas 0,36 ---- 

216 horas 0,41 ---- 

* Atividade enzimática igual a 1: atividade é negativa; entre 0,64 e 0,99: positiva e 

menor ou igual a 0,63: fortemente positiva (PRICE et al, 1982). 

 

5.2.3 Urease 

 A urease é uma enzima conhecida por clivar a ureia, alterando o pH do meio 

celular devido a liberação de amônia. Em nossos resultados, tanto Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308) como Fusarium solani (CFAM 1313) apresentaram a 

produção dessa enzima (Figura 13). Em um estudo realizado por UBERTI (2010), 

demonstrou-se que ureases produzidas por Helicobacter pylori estão relacionadas à 

síntese de citocinas inflamatórias, ativação de fagócitos e podem ser responsáveis 

pelo desenvolvimento de um microambiente de caráter neutro/levemente alcalino no 

lúmen do estômago. Neste contexto, essa enzima está associada não somente a 
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sobrevivência de patógenos em ambientes hostis, mas também pode estar 

relacionada ao desenvolvimento de lesões celulares/teciduais do seu hospedeiro; 

sendo considerada, portanto, um fator de virulência em microrganismos (UBERTI, 

2010). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 13. Visualização da produção de urease pelos fungos estudados na temperatura de 
37°C. (A) Controle, (B) Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e (C) Fusarium solani (CFAM 
1313). 

 

Além disso, semelhante ao teste de protease (item 5.2.1), LIMA et al (2017) 

também realizou o ensaio de urease para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

Fusarium solani (CFAM 1313) na temperatura de 28°C, encontrando positividade para 

ambas as espécies. Logo, observa-se que mesmo em uma temperatura mais elevada 

(37°C), ocorre a atividade dessa enzima sem desnaturação, mostrando-se estável. 

Logo, sugere-se que tal enzima possa ter uma ampla faixa de atividade entre as 

temperaturas de 28°C a 37°C para os fungos estudados. 

 

5.3 Quantificação de proteases e proteínas totais 

 Nessa etapa, verificou-se que o fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

Fusarium solani (CFAM 1313) obtiveram uma produção mínima de proteases no 

tempo de 96 horas com 44,8 U/mL e 168 horas com 38,5 U/mL, respectivamente. Já 

em relação a produção máxima para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) foi no 

tempo de 192 horas com 97,8 U/mL, enquanto Fusarium solani (CFAM 1313) foi a 48 

horas com 59,1 U/mL conforme visualizado no gráfico 1.  

Mudança de 

coloração 

A B C 
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Gráfico 1. Produção de proteases pelos fungos Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 
Fusarium solani (CFAM 1313) na temperatura de 37°C. Dados representados pela média de 
cada tempo e seus respectivos desvios padrão. Letras diferentes indicam valores 
significativamente distintos (p-valor ≤0,05), conforme determinado pela ANOVA com o teste 
de Tukey. 
 

A produção de proteases por microrganismos tem sido relatada na literatura 

por alguns gêneros de fungos, como: Aspergillus, Mucor, Penicillium, Thermoascus, 

Rhizopus, Humicola, Thermomyces, Fusarium, entre outros (ANDRADE et al; 2002; 

BUENO et al, 2009; DE SOUZA et al, 2015; SOUZA, 2015). Adicionalmente, os 

resultados aqui encontrados são coerentes com SOUZA (2015), no qual foi apontado 

que a produção de protease em fungos inicia-se no tempo de 48 horas e o tempo 

máximo de produção varia de acordo com o gênero e espécie fúngica estudada. 

Exemplos dessa variação tem-se o Aspergillus foetidus, que segundo SOUZA (2015), 

o tempo de melhor produção foi a 168 horas; já para um fungo endofítico isolado do 

cerrado estudado por WERNECK (2017) foi a 192 horas. 

 Semelhantemente, o ensaio de proteínas totais demonstrou que Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308) obteve produção máxima e mínima nos tempos de 192 horas 

(0,873 µg/µL) e 96 horas (0,344 µg/µL), respectivamente. No entanto, para Fusarium 

solani (CFAM 1313) a produção máxima foi em 48 horas (0,806 µg/µL) e a mínima foi 

em 24 horas (0,351 µg/µL), como é visto no gráfico 2.  
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Gráfico 2. Proteínas totais produzidas pelos fungos Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 
Fusarium solani (CFAM 1313) na temperatura de 37°C. Dados representados pela média de 
cada tempo e seus respectivos desvios padrão. Letras diferentes indicam valores 
significativamente distintos (p-valor≤0,05), conforme determinado pela ANOVA com o teste 
de Tukey. 

 

5.4 Análise estatística 

 Como demonstrado nos gráficos 1 e 2 no tópico 5.3, a análise de variância 

(ANOVA) com o teste de Tukey permitiu determinar o tempo máximo de produção 

proteica para ambos os fungos. 

Para Trichoderma harzianum (CFAM 1308), o tempo que divergiu 

estatisticamente dos demais, tendo maior quantificação em ambos os ensaios, foi 192 

horas, representado pela letra “e” (produção de protease) e “g” (proteínas totais). 

Semelhantemente, para Fusarium solani (CFAM 1313) o tempo que divergiu 

significativamente, com maior quantificação, foi 48 horas, representado pela letra “d” 

tanto no ensaio de protease quanto de proteínas totais.  

Portanto, os tempos de 192 horas para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) 

e 48 horas para Fusarium solani (CFAM 1313) foram definidos como os tempos de 

maior produção proteica para a posterior análise proteômica. 
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5.5 Estudo proteômico 

 

5.5.1 Obtenção dos secretomas fúngicos, concentração, dessalinização e 

precipitação das amostras 

Para a obtenção das amostras a serem analisadas por proteômica, foi feita a 

fermentação submersa que, por meio de filtração (Figura 14A), resultou em 

aproximadamente 90 mL de secretoma recuperado de cada fungo (Figura 14B), que 

foram concentrados em 15mL, por meio de centrifugações sucessivas (Figura 14C). 

A precipitação com ácido tricloroacético (TCA) 20% diluído em acetona pura gelada 

resultou em um precipitado amarelado que foi ressuspenso em Rapigest® para 

extração proteica (Figura 14D).  

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Visualização da filtração do meio fermentado (A) do secretoma fúngico obtido no 
estudo (B); da amostra resultante da concentração e dessalinização (C) e do precipitado 
proteico ressuspendido em Rapigest® (D). 
 

5.5.2 Análise da extração de proteínas 

 
 Os dados referentes a concentração de proteínas extraídas de cada secretoma 

pelo ensaio fluorimétrico estão descritos na tabela 2 e podem ser visualizados 

também no gráfico 3. 
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Tabela 2. Leitura da concentração de proteínas pelo ensaio fluorimétrico Qubit 3.0® de cada 
réplica de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e Fusarium solani (CFAM1313). 

Amostra fúngica Concentração proteica (µg/µL) 

Fusarium solani 37°C Réplica 1 1,33 

Fusarium solani 37°C Réplica 2 1,36 

Fusarium solani 37°C Réplica 3 1,64 

Fusarium solani 28°C Réplica 1 1,67 

Fusarium solani 28°C Réplica 2 2,14 

Fusarium solani 28°C Réplica 3 2,18 

Trichoderma harzianum 37°C Réplica 1 1,61 

Trichoderma harzianum 37°C Réplica 2 2,26 

Trichoderma harzianum 37°C Réplica 3 2,28 

Trichoderma harzianum 28°C Réplica 1 2,88 

Trichoderma harzianum 28°C Réplica 2 2,54 

Trichoderma harzianum 28°C Réplica 3 3,80 
  

A triplicata do Fusarium solani (CFAM 1313) submetida a 37ºC obteve uma 

concentração proteica variando de 1,33 - 1,64 µg/µL, tendo uma média de 1,44 µg/µL 

de proteínas, enquanto as amostras submetidas a 28ºC obtiveram uma variação de 

1,67 – 2,18 µg/µL, com média de 2,00 µg/µL. Já a triplicata do Trichoderma harzianum 

(CFAM 1308) submetida a 37ºC obteve uma concentração proteica variando de 1,61 

- 2,28 µg/µL, tendo uma média de 2,05 µg/µL, enquanto as amostras submetidas a  

28ºC resultaram em concentrações variando de 2,54 - 3,80 µg/µL, com média de 3,07 

µg/µL. Considerando as médias de ambos os fungos em relação às temperaturas, é 

possível observar uma maior produção proteica a 28ºC tanto para Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308) quanto para Fusarium solani (CFAM 1313) (Gráfico 3). Tais 

resultados eram esperados pelo fato de serem fungos ambientais e tal temperatura 

simula seus habitats naturais. Em adição, a temperatura de 37°C pode fornecer ao 

fungo um ambiente de estresse, exigindo mais de sua maquinaria celular a ponto de 

produzir apenas proteínas essenciais para sua sobrevivência; o que pode ter 

influenciado quantitativamente na sua produção proteica em comparação com 28°C. 
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Gráfico 3. Rendimento proteico demonstrado pelas médias da concentração de proteínas de 
Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e Fusarium solani (CFAM 1313) nas temperaturas de 
28°C e 37°C, com desvio padrão.  
 

 
5.5.3 Eletroforese unidimensional 

 
Dentro do estudo proteômico também foi realizada uma eletroforese 

unidimensional de ambos os fungos, a fim de verificar um perfil proteico inicial de cada 

espécie estudada quando submetidas à temperatura de 28°C e 37°C. Devido a 

problemas com quantidade de amostra, tal etapa foi realizada com duas réplicas 

biológicas de cada. 

Tanto o gel do fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) quanto de 

Fusarium solani (CFAM 1313) obtiveram resultados que demonstram bandas 

proteicas bem distribuídas ao longo do gel tanto a 28ºC quanto a 37ºC (Figura 15 e 

16). No entanto, uma diferença notável entre as temperaturas foi observada para 

ambos os fungos, pois o perfil de 37ºC apresenta bandas entre 37 – 50 kDa, o que 

não é possível visualizar a 28ºC. Nossos resultados da shotgun proteomics 

demonstram proteínas com essa faixa de pesos moleculares encontradas a 37°C, 

como, por exemplo, a proteinase T de 40 kDa e a carboxipeptidase de 60 kDa 

expressas por Trichoderma harzianum (CFAM 1308), e uma proteína denominada 

como peptídeo hidrolase de 39 kDa por Fusarium solani (CFAM 1313), além de 
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proteínas ainda não caracterizadas de 46 e 48 kDa para ambos os fungos (Tabela 3 

e 4 em anexo). 

De maneira geral, segundo a literatura, proteínas nessa faixa de kDa podem 

estar relacionadas a determinados processos fundamentais para patogênese fúngica. 

OLIVEIRA e ROCHA (2017) relataram proteínas como a serina peptidase de 50 kDa 

encontrada em Candida albicans e a glicoproteína de 43 kDa encontrada em 

Paracoccidioides. Tais proteínas poderiam estar relacionadas, respectivamente, a 

capacidade de degradar Imunoglobulina G (IgG), facilitando a evasão do sistema 

imunológico do hospedeiro, e a mediação da adesão a componentes da matriz celular 

em células humanas; sendo esses processos auxiliadores da instalação fúngica e 

início da infecção no hospedeiro.  

Outras proteínas como a alpha-arrestina e a enolase possuem peso molecular 

de 46kDa e 48kDa, respectivamente, estando também na faixa diferencial entre as 

temperaturas de ambos os fungos. DONG et al. (2016) descreveu a alpha-arrestina 

de Magnaporthe oryzae, associada à regulação dos padrões de conidiação, o que 

auxiliaria na patogenicidade do microrganismo, e ainda revelou que mutantes do gene 

codificador dessa enzima deixavam de ser patogênico. Já a enolase foi descrita em 

diversos microrganismos, cuja função estava relacionada ao processo de interação 

patógeno-hospedeiro. Em Paracoccidioides brasilienses, essa enzima está associada 

à facilitação da invasão tecidual pelo microrganismo, pois após a enolase se ligar ao 

plasminogênio e ocorrer a conversão deste à plasmina, Paracoccidioides brasilienses 

adquire atividade proteolítica, contribuindo para patogenicidade fúngica (NOGUEIRA 

et al., 2010).  Além disso, em Saccharomyces cerevisiae e Conidiobolus lamprauges, 

a enolase foi associada ao controle do crescimento e tolerância térmica, visto que em 

temperaturas mais elevadas como a 37°C há uma superexpressão dessa enzima, 

podendo estar envolvida na sobrevivência do fungo no hospedeiro (NATASHA et al., 

2012; DE GODOY et al. 2014).  

O gel de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) também possui uma banda 

diferencial na temperatura de 37°C com aproximadamente 75 kDa (Figura 15). Nos 

resultados da shotgun proteomics, não foi identificada nenhuma proteína 

caracterizada com esse peso molecular, talvez por uma limitação do banco de dados; 

contudo, foi identificada uma proteína ainda não caracterizada de 72 kDa (Tabela 3 

em anexo). 
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De forma geral, proteínas com esse peso molecular (~75 kDa) podem estar 

relacionadas à resposta do fungo ao estresse devido à alta temperatura. Um exemplo 

são as da família de Proteínas de Choque Térmico (Hsp) de 70 kDa, incluindo a 

Hsp75, que atua em alguns processos celulares incluindo o controle de diferenciação 

celular e a proliferação do microrganismo (CASTRO et al, 2014). 

Já no gel do Fusarium solani (CFAM 1313), especialmente nas amostras de 

28°C, é possível observar bandas específicas entre 100 a 150 kDa e em torno de 25 

kDa (Figura 16). Em nossa análise por shotgun proteomics, foram identificadas 

apenas proteínas não caracterizadas com esses pesos moleculares, uma de 122 kDa 

e outra de 25kDa (Tabela 4 em anexo). Porém, devido essas proteínas terem sido 

identificadas a 28°C e por Fusarium solani ser um fungo fitopatógeno, supõe-se que 

possam estar associadas ao estilo de vida sapróbia do fungo, como as 

endoglucanases e a β-glucosidase. Em fungos, as endoglucanases podem variar de 

25 a 50 kDa, enquanto as β-glucosidases são de maior peso molecular variando de 

110 a 182 kDa (MARCO, 2012). MARCO (2012) cita um estudo com o fungo 

Phanerochaete chrysosporium, onde foram determinadas endoglucanases variando 

entre 28 e 37 kDa e uma β-glucosidase de 114 kDa para essa espécie. Além disso, 

SALES et al. (2011) estudou o efeito da temperatura na produção de endoglucanases, 

verificando as temperaturas de 30°C, 35°C e 40°C, no qual foi observado atividade 

mais expressiva no menor nível de temperatura (30°C). 

 

 

 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Eletroforese unidimensional demonstrando as diferenças do perfil proteico das 
amostras de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) submetidas às temperaturas de 28°C e 
37°C. Legenda: R1 - Réplica 1; R2 - Réplica 2. Retângulos vermelhos mostrando bandas 
proteicas diferenciais entre as temperaturas. 
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Figura 16. Eletroforese unidimensional demonstrando as diferenças do perfil proteico das 
amostras de Fusarium solani (CFAM1313) submetidas às temperaturas de 28°C e 37°C. 
Legenda: R1 - Réplica 1; R2 - Réplica 2. Retângulos vermelhos mostrando bandas proteicas 
diferenciais entre as temperaturas. 

 
 

5.5.4 Análise diferencial dos cromatogramas 

Para inferir as proteínas presentes nos secretomas dos fungos foi utilizado a 

cromatografia líquida acoplado a espectrometria de massas. A análise cromatográfica 

dos peptídeos obtidos durou 120 minutos, sendo que nossos resultados demonstram 

diferenças entre os cromatogramas das amostras provenientes das temperaturas de 

28°C e 37°C de ambos os fungos. 

O gráfico 4 ilustra um exemplo de cromatograma de uma das réplicas técnicas 

da amostra de Fusarium solani (CFAM 1313) tanto a 37°C quanto a 28°C. Nesta, 

verifica-se picos diferenciais no que se refere tanto ao surgimento quanto na 

intensidade dos mesmos em ambas as temperaturas. Em 28°C, é possível observar 

um pico intenso e diferencial no tempo de 19.93 minutos e outro em 54.17 minutos, o 

qual não está presente a 37°C (Gráfico 4). 

Também foi possível observar ainda que, na temperatura de 28°C, há picos 

mais intensos na faixa entre 60-70 minutos e entre 80-100 minutos, enquanto que no 

de 37°C há um pico diferencial no tempo de 15.20 minutos, além de picos mais 

intensos na faixa de 20-40 minutos, 55-60 minutos e entre 100-110 minutos (Gráfico 

4). 
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Gráfico 4. Cromatogramas de uma réplica técnica de Fusarium solani (CFAM 1313) a 37°C 
(preto) e 28°C (vermelho) de uma corrida cromatográfica de 120 minutos. 

 

Além disso, também foi feita a análise cromatográfica para o fungo 

Trichoderma harzianum (CFAM 1308). O gráfico 5 ilustra um exemplo de 

cromatograma de uma das réplicas técnicas tanto a 37°C quanto a 28°C. 

Os cromatogramas de ambas as temperaturas para esse fungo apresentam 

diferenças maiores quanto à intensidade dos picos demonstrados. Em 37°C, é 

possível verificar uma distribuição de picos mais intensos entre os tempos de retenção 

de 20-50 e 70-90 minutos em comparação com 28°C. Já na temperatura de 28°C, 

observa-se maior intensidade entre os intervalos de 50 a 65 minutos. 

Outro diferencial é a aparição de picos nos tempos de 47.07 e 98.88 minutos 

em 37°C, os quais não são observados a 28°C; e nos tempos de 17.37 e 101.85 

minutos que se apresentam apenas no cromatograma de 28°C. 
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Gráfico 5. Cromatogramas de uma réplica técnica de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) 

a 37°C (preto) e 28°C (vermelho) de uma corrida cromatográfica de 120 minutos. 

 

5.5.5 Identificação proteica 

As proteínas presentes no secretoma de cada fungo foram inferidas através do 

software PatternLab for Proteomics (CARVALHO et al., 2016). Foram identificadas 

um total de 219 proteínas (com redundância), 3278 espectros, 583 peptídeos e 71 

proteínas únicas para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e para Fusarium solani 

(CFAM 1313) foram detectadas 72 proteínas (com redundância), 2091 espectros, 373 

peptídeos e 71 proteínas únicas, incluindo diversas classes de proteínas para ambos 

os fungos como pode ser visto no gráfico 6 e 7. A lista completa de identificações de 

ambos os fungos estudados encontra-se disponível no anexo 8.1. De forma geral, tais 

proteínas possuem diversas funções relacionadas a processos biológicos, 

componentes celulares e função molecular. 

O fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) apresentou aproximadamente 

o triplo de proteínas identificadas em relação a Fusarium solani (CFAM 1313). Isso 

pode ser explicado pela provável limitação com o banco de dados, pois estavam 
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disponíveis dois bancos de referência para Trichoderma harzianum e apenas um para 

Fusarium solani. 

Além disso, muitas proteínas dentre essas identificadas são ainda não 

caracterizadas para os organismos estudados, sendo 50% para Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308) e 64% para Fusarium solani (CFAM 1313), demonstrado no 

gráfico 6 e 7. Isso pode ser uma das explicações de não termos identificado proteínas 

expressas nos testes qualitativos desse estudo, como é o caso das ureases ou, até 

mesmo, proteínas de choque térmico. Outra suposição seria a possível baixa 

abundância dessas proteínas nas amostras, o que pode não ter permitido a detecção 

frente aos parâmetros estatísticos utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 6. Distribuição das classes de proteínas identificadas no secretoma do fungo 
Trichoderma harzianum (CFAM 1308), independente da temperatura submetida, 
demonstrada em porcentagem. 
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Gráfico 7. Distribuição das classes de proteínas identificadas no secretoma do fungo 
Fusarium solani (CFAM 1313), independente da temperatura submetida, demonstrada em 
porcentagem. 

 

De forma geral, mais da metade do secretoma tanto de Trichoderma harzianum 

(CFAM 1308) quanto de Fusarium solani (CFAM 1313), independente da temperatura 

submetida, é composto por proteínas relacionadas à função molecular (GO 0003674), 

sendo 57% para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 64,9% para Fusarium solani 

(CFAM 1313); mais especificamente referente a atividade catalítica (GO 0003824) de 

62,6% e 66,2%, respectivamente, como é representado nos gráficos 8 e 9. 

 Dentre essas proteínas identificadas com atividade catalítica estão inclusas 

proteases, como protease aspártica e carboxipeptidase; fosfolipases, como 

lisofosfolipases e fosfolipase C; amilases, como glicoamilase e alfa-amilase e também 

celulases, como beta-glucosidase e beta-1,3-endoglucanase para Trichoderma 

harzianum (CFAM 1308). Semelhantemente, Fusarium solani (CFAM 1313) também 

expressou protease, como carboxipeptidase; além de xilanase, como a beta-xilanase; 

e glicosil hidrolases das famílias 28 e 55. 

Tais proteínas podem exercer funções específicas no ciclo de vida fúngica, 

principalmente com relação a sua nutrição. Proteínas secretadas, com atividade 

catalítica, como essas que foram identificadas, são capazes de digerir moléculas 

maiores a fim de obter fontes de carbono para serem absorvidas como nutrientes, 

garantindo a sobrevivência do organismo (PANKE-BUISSE et al., 2015; WALKER & 

WHITE, 2017).  
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Gráfico 8. Resultado da análise no Gene Ontology de Trichoderma harzianum (CFAM 1308), demonstrando as funções das proteínas 

identificadas em porcentagem no secretoma do fungo. 
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Gráfico 9. Resultado da análise no Gene Ontology de Fusarium solani (CFAM 1313), demonstrando as funções das proteínas identificadas em 
porcentagem no secretoma deste microrganismo.  
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 Também foram encontradas proteínas relacionadas a processos biológicos 

(GO 0008150) com um total de 23.5% para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e 

18.9% para Fusarium solani (CFAM 1313), com maior porcentagem para processo 

metabólico (GO 0008152) sendo 50% para ambos os fungos (Gráficos 8 e 9). Um 

exemplo de proteína identificada com função metabólica de Trichoderma harzianum 

(CFAM 1308) foi a oxalato descarboxilase, que é responsável pelo catabolismo do 

ácido oxálico, gerando subprodutos como ácido fórmico, dióxido de carbono e água. 

Em fungos, essa proteína está relacionada com a regulação quantitativa de ácido 

oxálico no meio intra e extracelular, deixando a célula e o ambiente menos ácidos e 

propícios para seu desenvolvimento (DA SILVA, 2010; MÄKELÄ et al., 2010). 

Outro exemplo de proteína identificada de Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) relacionada a processo metabólico é a indoleamina 2,3-dioxigenase, que é 

capaz de catalisar o aminoácido Triptofano, sendo conhecida como uma potente 

enzima imunorreguladora em mamíferos (MUNN et al., 2005), mas que em fungos 

tem função de caráter energético relacionada à obtenção de NAD+ (nicotinamida-

adenina-dinucleotídeo) pela via quinurenina (CARDOSO et al., 2015). 

Já dentro dos 50% das proteínas de Fusarium solani (CFAM 1313) com função 

metabólica, a maioria foi identificada como proteínas não caracterizadas. Dentre as 

proteínas caracterizadas associadas a processos metabólicos, tem-se a beta-

xilanase que está envolvida no catabolismo de polissacarídeos (PEREIRA et al., 

2013). 

Além disso, foram identificadas proteínas pertencentes a componentes 

celulares (GO 0005575), sendo 19.5% para Trichoderma harzianum (CFAM 1308), 

principalmente da parte celular (GO 0044464) (34.7%), como por exemplo o antígeno 

nuclear de proliferação celular; e parte da membrana (GO 0044425) (33.7%), como a 

1,3-beta-glucanosiltransferase (Gráfico 8). O antígeno nuclear de proliferação celular 

é uma proteína evolutivamente bem conservada encontrada em células eucarióticas, 

mais especificamente no núcleo, tendo sua função relacionada com a regulação do 

ciclo celular e/ou na replicação do DNA, sendo importante no desenvolvimento dos 

organismos, incluindo os fungos (STRZALKA & ZIEMIENOWICZ, 2010). Já a 1,3-

beta-glucanosiltransferase é uma proteína parte da membrana que tem ligação com 

o alongamento das cadeias de 1,3-beta-glucano, sendo crucial para a morfogênese 

da parede celular fúngica e seu crescimento micelial (GASTEBOIS et al., 2010). 
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Já para Fusarium solani (CFAM 1313), 16.2% das proteínas identificadas são 

componentes celulares, predominando proteínas de parte celular (34.8%); porém, a 

maioria sem caracterização até o momento (Gráfico 9). Outras proteínas se 

destacaram por ser parte da membrana (17.4%), como a 1,3-beta-

glucanosiltransferase semelhantemente ao Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e a 

membrana plasma H+-ATPase, uma bomba de prótons que é o principal componente 

proteico da membrana plasmática em fungos. Esta desempenha uma função 

fundamental na fisiologia celular, fazendo o controle de funções celulares essenciais, 

incluindo absorção de nutrientes e regulação do pH intracelular (AZEVEDO et al., 

2016). 

  
5.5.6 Análise diferencial dos secretomas 

Na análise diferencial foram identificadas proteínas únicas, tanto a 28°C 

quanto a 37°C, assim como aquelas compartilhadas entre essas temperaturas, sendo 

representadas abaixo pelos diagramas de Venn para ambos os fungos. Para 

Trichoderma harzianum (CFAM 1308) foram identificadas 33 proteínas exclusivas à 

temperatura de 37°C, 55 proteínas à 28°C e 61 proteínas compartilhadas entre as 

temperaturas (Gráfico 10). Já para Fusarium solani (CFAM 1313), identificou-se 18 

proteínas exclusivas a 37°C, 20 exclusivas a 28°C e 52 presentes em ambas as 

temperaturas (Gráfico 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 10. Diagrama de Venn de Trichoderma harzianum (CFAM 1313) comparando as 
proteínas identificadas unicamente a 37°C (verde), 28°C (amarelo), e ainda as 
compartilhadas entre as temperaturas (verde claro). 

(1) 37°C: 94 

(2) 28°C: 116 
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Gráfico 11. Diagrama de Venn de Fusarium solani (CFAM 1313) comparando as proteínas 
identificadas unicamente a 37°C (verde), 28°C (amarelo), e ainda as compartilhadas entre as 
temperaturas (verde claro). 

  

Além disso, também foi possível verificar algumas proteínas mais abundantes 

tanto a 28°C quanto a 37°C (Gráficos 12 e 13). Para Trichoderma harzianum (CFAM 

1308), a proteína mais abundante a 28°C foi a 1,3-beta-glucanosiltransferase estando 

6.05 vezes mais abundante nessa temperatura em comparação com 37°C, seguida 

de duas proteínas ainda não caracterizadas, uma de 41.7 kDa e outra de 41.8 kDa, 

estando 2.79 e 2.38 vezes mais abundante a 28°C que a 37°C, respectivamente 

(Gráfico 12). 

 Já as proteínas mais abundantes a 37°C, estão inclusas uma proteína não 

caracterizada de 83 kDa, uma glicosil hidrolase da família 55 e uma protease 

aspártica eucariótica. Tais proteínas estão, respectivamente, 7.64, 7.37 e 3.02 vezes 

mais abundante na temperatura de 37°C em comparação com 28°C, como é 

demonstrado no gráfico 12 

 Para o fungo Fusarium solani (CFAM 1313), as proteínas mais abundantes de 

ambas as temperaturas são não caracterizadas. Na temperatura de 28°C, a mais 

abundante é uma de 29 kDa, seguida de uma de 64 kDa, estando, respectivamente, 

2.25 e 2.23 vezes mais abundante nessa temperatura em comparação com 37°C. Já 

a 37°C, foram observadas uma de 17 kDa e outra de 15 kDa, estando, 

respectivamente, 13 e 7.27 vezes mais abundantes em relação a 28°C (Gráfico 13). 

(1) 37°C: 70 

(2) 28°C: 72 
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Gráfico 12.  Proteínas mais abundantes expressas por Trichoderma harzianum (CFAM 1308) 
nas temperaturas de 28°C e 37°C.  
 
 

 

 

 

Gráfico 13. Proteínas mais abundantes expressas por Fusarium solani (CFAM 1313) nas 
temperaturas de 28°C e 37°C. 

 

Uma análise mais detalhada quanto a algumas funções específicas das 

proteínas diferenciais foi feita por meio do Gene Ontology, como é visto nos gráficos 

14 e 15. Foi possível observar que fatores como a temperatura influenciam em 

determinados processos fisiológicos dos fungos, modulando as proteínas expressas 

em cada condição. Ambos os fungos estudados apresentaram comportamento 

proteico diferencial tanto a 28°C quanto a 37°C.  
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Dessa forma, Trichoderma harzianum (CFAM 1308) expressou proteínas 

relacionadas à hidrólise de ligações glicosídicas e a resposta celular a estímulos 

ambientais predominantemente a 28°C em comparação a 37°C (Gráfico 14). 

Proteínas como quitinase 1 e beta-1,3-endoglucanase foram identificadas nessa 

temperatura, as quais são essenciais para a sobrevivência fúngica na natureza, pois 

estão relacionadas à defesa contra outros fungos (BERTOLDO & MAZARO, 2018). A 

competição entre os fungos no ambiente é um processo referente à interação entre 

dois ou mais organismos, visando um objetivo, como obtenção de nutrientes, espaço 

ou oxigênio (MACHADO et al., 2012). Essas proteínas identificadas atuam 

especificamente na quitina e nos glucanos presentes na parede celular desses fungos 

competidores, auxiliando na sobrevivência do fungo produtor (BERTOLDO & 

MAZARO, 2018). 

Tal resultado era esperado, já que a maior parte do gênero Trichoderma spp. 

é adaptado ao ambiente e muito conhecido pelo seu potencial para o biocontrole, 

sendo que cerca de 90% dos isolados pertencentes ao gênero é utilizado como 

antagonista de fungos fitopatogênicos (MACHADO et al., 2012). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 14. Distribuição diferencial de proteínas abundantes no secretoma de Trichoderma 
harzianum (CFAM 1308) nas temperaturas de 28°C e 37°C. 

Número de proteínas 
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Da mesma maneira, Fusarium solani (CFAM 1313) também demonstrou maior 

identificação de proteínas relacionadas à hidrólise de ligações glicosídicas a 28°C 

(Gráfico 15), especificamente a beta-xilanase. Esse resultado pode ser explicado pelo 

fato da espécie Fusarium solani ser também um fitopatógeno adaptado a natureza 

(LAZAROTTO, 2013); sendo que essa proteína fundamental na infecção de plantas 

é essencial na degradação da xilana, um dos principais constituintes das 

hemiceluloses em muitas espécies vegetais (CUNHA, 2016). 

Outros patógenos vegetais já foram identificados como produtores de 

xilanases, incluindo o fungo Rhizoctonia solani, que acomete principalmente 

plantações de soja, o Chrysoporthe cubensis, conhecido por causar cancros em 

troncos, especialmente em espécies de eucalipto, e o Fusarium oxysporum, que 

causa doença da murcha vascular em diversas espécies de plantas (HERRERA et 

al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2014; GOMES, 2014). 

 

Gráfico 15. Distribuição diferencial de proteínas abundantes no secretoma de Fusarium 

solani (CFAM 1313) nas temperaturas de 28°C e 37°C. 

 
Além disso, diferentemente de Trichoderma harzianum (CFAM 1308), o fungo 

Fusarium solani (CFAM 1313) teve um número maior de proteínas a 28°C 

relacionadas à organização de componentes celular ou biogênese, que estão ligadas 

ao processo de reprodução fúngica (Gráfico 15). Este resultado corrobora com os 

dados iniciais citados no item 5.1, onde foi visto que Fusarium solani (CFAM 1313) 

apresentou maior crescimento micelial a 28°C. Para alguns fungos, a elevação da 

Número de proteínas 

https://www.google.com/search?q=Fusarium+oxysporum&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiV9-Ovq7fgAhVjLLkGHfesAHUQkeECCCooAA
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temperatura pode comprometer o seu desenvolvimento pois, conforme as 

temperaturas aumentam, há uma exaustão celular que resulta em menos recursos 

disponíveis para investir em seu crescimento (KRISHNAN et al., 2018). Isso também 

pode explicar a alta produção proteolítica expressa a 37°C para tal fungo (Gráfico 15), 

pois tais proteínas estão relacionadas à nutrição fúngica (WALKER & WHITE, 2017), 

sugerindo uma tentativa de adaptação a essa temperatura para sua sobrevivência. 

Já o fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) na temperatura de 37°C, 

demonstrou proteínas predominantemente relacionadas ao estresse celular, à 

atividade catalítica e também àquelas associadas ao desenvolvimento fúngico 

(Gráfico 14).  

Apesar desse fungo ter resposta celular ao estresse, ele demonstrou 

habilidade de adaptação numa temperatura mais elevada, apresentando um maior 

número de proteínas relacionadas a sua reprodução bem como replicação celular e 

proteínas hidrolíticas, incluindo associadas à atividade lipídica, da serina hidrolases e 

proteolítica em comparação a 28°C. Sugerindo que o fungo Trichoderma harzianum 

(CFAM 1308) tenha uma maior afinidade de reprodução na temperatura de 37°C, 

podendo facilitar seu desenvolvimento em uma possível infecção em humanos que 

venha ocorrer. Sendo assim, esses dados corroboram com os resultados iniciais 

citados no item 5.1 desse trabalho, onde foi visto um crescimento micelial mais 

acelerado a 37°C, revelando melhor adaptação fúngica a tal temperatura. 

 
5.5.7 Proteínas identificadas a 37°C relacionadas à patogênese 

Os secretomas dos fungos também foram analisados buscando proteínas que 

de alguma forma poderiam auxiliá-los na patogênese em humanos; logo, foi 

investigado especificamente proteínas presentes na condição onde a temperatura foi 

37°C.  

Foram detectadas proteínas relacionadas à patogenicidade em ambos os 

fungos. Para o fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1308) encontrou-se protease 

aspártica eucariótica, endotiapepsina, proteinase T, carboxipeptidase, alérgeno asp 

f7 e lisofosfolipase. Já para Fusarium solani (CFAM 1313) foram identificadas a 

anidrase carbônica e, semelhantemente com Trichoderma harzianum (CFAM 1308), 

a carboxipeptidase.  

O alérgeno asp f7 é uma proteína produzida por fungos, especialmente do 

gênero Aspergillus e ainda não é tão bem caracterizada, porém sabe-se que ela tem 
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relação com a ativação de uma resposta imune de hipersensibilidade do tipo I 

(REMENTERIA et al, 2005).  

Outras famílias de alérgenos já foram descritas com funções associadas à 

patogênese em humanos, como por exemplo a Asp f1, sendo relacionada à reação 

com a IgE de pacientes com aspergilose broncopulmonar alérgica; e a Asp f2, que 

possui relação com a ligação à laminina, podendo participar da colonização pulmonar 

(SIMON-NOBBE et al, 2008). 

Dessa forma, sugerimos que o fato de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) 

secretar a proteína alérgeno asp f7, o torna suscetível a causar algum tipo de reação 

alérgica no indivíduo que de alguma forma for exposto a ele; pois de maneira geral, 

os alérgenos impedem uma resposta imune eficiente, gerando alergias no 

hospedeiro. Contudo, é necessário novos experimentos in vitro e/ou in vivo para 

comprovar tal característica nesta espécie (REMENTERIA et al, 2005). 

Outra proteína expressa também a 37°C foi a lisofosfolipase, que é uma das 

proteínas responsáveis pela hidrólise dos fosfolipídeos presentes na membrana 

celular do hospedeiro (BARMAN et al, 2018), sendo essa proteína classificada como 

fosfolipase B (REMENTERIA et al, 2005). A atividade de fosfolipases B já foi descrita 

em bactérias, mamíferos e fungos, especialmente do gênero Candida (KÖHLER et al, 

2006, YANG, et al., 2014). 

Na patogênese da espécie Candida tropicalis, há evidências sugerindo que 

enzimas que utilizam lisofosfolipídios como substratos, medeiam interações adesivas 

entre células do hospedeiro e o fungo, auxiliando na disseminação fúngica durante a 

infecção (GHANNOUM, 2000). 

Em Candida albicans já foi descrito que em infecções acompanhadas de 

elevada secreção de fosfolipase, foi observada maior invasividade em células 

epiteliais e maior virulência em modelos in vivo com candidíase disseminada 

(KHOLER et al, 2006). 

Já em espécies de Candida não-albicans, especificamente Candida glabrata, 

a associação entre a presença de atividade da fosfolipase e a candidemia persistente 

foi mais forte para tal espécie. Adicionalmente, foram demonstradas maiores 

atividades intermediadas por lisofosfolipase em isolados persistentes comparado com 

os não persistentes (GHANNOUM, 2000). 

De maneira geral, apesar das fosfolipases serem mais estudadas em 

leveduras, elas são produzidas e secretadas por uma variedade de microrganismos 
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patogênicos como parte de sua virulência (CARDOSO et al., 2018). Dessa forma, o 

fato dessas proteínas estarem relacionadas à clivagem de um importante constituinte 

da membrana celular hospedeira, aumenta a probabilidade de participarem do 

processo de invasão e aderência celular mediada por diversos tipos de 

microrganismos (SCHALLER et al, 2005, GERALDINO et al, 2016).  

No secretoma de Trichoderma harzianum (CFAM 1308) também foram 

identificadas diversas proteases, incluindo uma endotiapepsina e uma denominada 

como protease aspártica eucariótica. A endotiapepsina já foi detectada no secretoma 

do fungo Lasiodiplodia theobromae quando cultivado a 37°C, sendo relacionada à 

patogênese humana (FÉLIX et al., 2016). Já as proteases aspárticas são descritas 

como importante fator de virulência em fungos por estarem relacionadas à evasão 

imune e a invasão tecidual (YIKE 2011; SILVA-ROCHA et al, 2015). A produção 

dessas enzimas é considerada uma adaptação evolutiva de patógenos na utilização 

de nutrientes e sobrevivência no ambiente hospedeiro (MONIKA et al, 2017).  

No processo de evasão imunológica, o comprometimento da cascata do 

sistema complemento ocasionada por proteases aspárticas já foi relatado em Candida 

Albicans (YIKE, 2011). Tal sistema é essencial para a defesa do hospedeiro e 

consequente eliminação do patógeno, sendo uma cascata composta por proteínas 

altamente reguladas que, quando acionadas, resulta em um complexo proteico de 

ataque à membrana, a qual penetra a parede celular dos microrganismos causando 

apoptose (SHERRINGTON et al, 2017). 

Estudos afirmam que a secreção de proteases aspárticas tanto por fungo 

quanto bactéria pode afetar o bom funcionamento do sistema complemento por 

desativar componentes importantes como as proteínas C2, C3b, C4b e C5, além de 

impossibilitar a formação do complexo complemento terminal (TCC) (GROPP et al, 

2009, AMAMURA et al, 2017). Elas também possuem a capacidade de degradar 

algumas imunoglobulinas, como a IgA, facilitando a permanência e desenvolvimento 

do microrganismo no hospedeiro (BRAGA-SILVA & SANTOS, 2011). Adicionalmente, 

tais proteínas são capazes de degradar determinados componentes da matriz 

extracelular, como queratina, colágeno, laminina, fibronectina, vimentina e mucina, 

permitindo a disseminação fúngica no interior do tecido hospedeiro (BRAGA-SILVA, 

2011; SILVA-ROCHA et al, 2015, FÉLIX et al., 2016). Exemplo disso pode-se citar o 

fungo filamentoso Aspergillus fumigatus, onde essas proteínas desempenham um 

importante papel em uma infecção grave conhecida como aspergilose invasiva, sendo 
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responsáveis pela hidrólise de proteínas estruturais presentes nos pulmões, como 

elastina, colágeno e laminina, agravando a infecção (MANDUJANO-GONZALEZ et 

al., 2016).  

Outra protease expressa por Trichoderma harzianum (CFAM 1308) foi a 

Proteinase T, uma serina protease já identificada no fungo Tritirachium album limber, 

com estabilidade térmica, não sofrendo desnaturação inclusive em temperaturas mais 

elevadas como 50°C (SAMA et al., 1996). Tal característica pode explicar o fato dela 

ter sido identificada apenas na temperatura de 37°C.  

As serinas proteases já foram descritas para fungos demonstrando atividade 

extracelular para Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum 

e Paracoccidioides brasiliensis, sendo associadas ao estilo de vida patogênico dos 

fungos (MUSZEWSKA et al., 2017).  

Ainda dentro da classe das proteases, foi identificada a  carboxipeptidase para 

ambos os fungos em 37°C. Tais proteínas são exopeptidases já encontradas em 

secretomas de fungos patogênicos como do gênero Aspergillus e dermatófitos, por 

exemplo Trichophyton rubrum e Pseudogymnoascus destructans (MONOD et al, 

2002; ZAUGG et al., 2008; CHINNAPUN, 2015; BEEKMAN et al, 2018).  

De forma geral, há uma variedade de peptidases secretadas por fungos que 

promovem a patogênese. Em dermatófitos humanos, como Pseudogymnoascus 

destructans, as carboxipeptidases são essenciais para o sucesso da infecção, uma 

vez que desempenham funções tanto na aquisição de nutrientes quanto na invasão 

e aderência de tecidos do hospedeiro (BEEKMAN et al, 2018). 

Por fim, em Fusarium solani (CFAM 1313) a proteína anidrase carbônica foi 

expressa, podendo ser relacionada também a patogênese fúngica. Essa proteína é 

uma metaloenzima com importante papel na hidratação reversível de dióxido de 

carbono (CO2) para o íon bicarbonato (HCO3
-), sendo importante na infecção. Durante 

esse processo, é necessário que haja uma adaptação fúngica no interior do 

organismo, sendo que uma das dificuldades encontradas é a alteração da 

concentração de CO2, mudando de 0,033% no ambiente para até 6% nos tecidos do 

hospedeiro (CANELA, 2013). Em diversos organismos, desde bactéria até humanos, 

as anidrases carbônicas desempenham funções essenciais em processos biológicos, 

disponibilizando altas quantidades de HCO3
- ou CO2 para reações anapleróticas ou 

biossintéticas (ELLEUCHE & PÖGGELER, 2010). Essas proteínas estão 

relacionadas ao mecanismo de concentração de carbono em cianobactérias, na 
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biossíntese de DNA, ácidos graxos e aminoácidos; e têm sido associadas à 

sobrevivência, proliferação e diferenciação de patógenos, tanto dentro quanto fora de 

seus hospedeiros (SUPURAN et al., 2016). 

Tais enzimas já foram indicadas como importantes na virulência e 

desenvolvimento de patógenos como Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter 

pylori, Cryptococcus neoformans e Candida albicans (MORISHITA et al., 2008, 

ELLEUCHE & PÖGGELER, 2010; CANELA, 2013). 

Portanto, ambos os fungos apresentaram proteínas que sugerem um perfil 

patogênico. Processos como invasão e aderência celular, hipersensibilidade do tipo 

1, evasão imunológica e sobrevivência em ambiente com elevada concentração de 

CO2 foram correlacionados com as proteínas identificadas na temperatura de 37°C 

para Trichoderma harzianum (CFAM 1308) assim como para Fusarium solani (CFAM 

1313). Tais observações sugerem um potencial de adaptação fúngica a temperatura 

humana, oferencendo risco a indivíduos que de alguma forma forem expostos a esses 

fungos, como é o caso dos habitantes da comunidade Lago do Limão, no Amazonas. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Com os dados obtidos neste trabalho, foi possível observar que os fungos 

estudados apresentam diferenças relevantes em relação aos seus comportamentos 

frente as temperaturas submetidas. Quanto a seus crescimentos, Fusarium solani 

(CFAM 1313) demonstrou melhor adaptação à 28°C e Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) à 37°C, além de demonstrar que microscopicamente Fusarium solani (CFAM 

1313) mostrou maior esporulação aparente a 37°C. 

Em relação aos ensaios qualitativos, ambos os fungos demonstraram 

positividade para a produção de protease, fosfolipase e urease a 37°C, sugerindo um 

perfil patogênico inicial, já que tais enzimas podem ser associadas à patogênese em 

humanos. 

Já com relação a produção proteica secretada por esses organismos, com 

base nos dados estatísticos para a produção de proteases e proteínas totais, o 

período que mais se destacou foi 192 horas para Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) e 48 horas para Fusarium solani (CFAM 1313), demonstrando que os fungos 

apresentam momentos diferentes de adaptação ao ambiente e/ou à nutrição, 

sugerindo características metabólicas distintas. Adicionalmente, ao comparar as 

proteínas extraídas do secretoma em ambas as temperaturas, verificou-se um melhor 

rendimento de ambos os fungos na temperatura de 28°C.  

Além disso, foi possível observar por meio da eletroforese unidimensional um 

perfil proteico diferencial entre as amostras de 28°C e 37°C de cada cultura fúngica e 

através da shotgun proteomics foram identificadas proteínas que podem ser 

associadas à virulência, quando se trata da temperatura a 37°C, ou relacionadas à 

atividades ambientais quando encontradas em 28°C. Isso evidencia o potencial de 

adaptação dos fungos, especialmente a temperatura corporal, produzindo proteínas, 

como por exemplo, proteases aspárticas, lisofosfolipase ou carboxipeptidase; 

sugerindo assim, perfis patogênicos de ambos os fungos e consequente risco à saúde 

da comunidade de onde foram isolados. 

Portanto, tais observações sugerem características diferenciais entre 

Trichoderma harzianum (CFAM 1308) e Fusarium solani (CFAM 1313), como fatores 

de virulência, crescimento fúngico, metabolismo celular e/ou produção proteica de 

acordo com a temperatura submetida. Fornecendo assim, informações interessantes 

que podem auxiliar futuramente na maior compreensão das propriedades 
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patogênicas que possam estar relacionadas à interação desses microrganismos com 

o hospedeiro humano. 
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8. ANEXOS 

8.1 Tabelas de proteínas identificadas nos secretomas dos fungos 

Tabela 3. Lista de proteínas identificadas no secretoma de Trichoderma harzianum (CFAM 

1308) em ordem alfabética. 

Nome da proteína Massa molecular (Da) NSAF* Spectrum Count 

1,3-beta-glucanosiltransferase   56151.2 0.000919404 7 

1,3-beta-glucanosiltransferase   57101.2 0.022558054 178 

1,3-beta-glucanosiltransferase   53200.0 0.000561978 4 

1,3-beta-glucanosiltransferase   50239.5 0.002348994 16 

1,3-beta-glucanosiltransferase   48635.4 0.007951308 53 

1,3-beta-glucanosiltransferase   48645.4 0.008251357 55 

1,3-beta-glucanosiltransferase   52881.8 0.00056429 4 

1,3-beta-glucanosiltransferase   50639.7 0.00218348 15 

1,3-beta-glucanosiltransferase   56226.3 0.000919404 7 

Alérgeno Asp F7  29876.3 0.009296444 40 

Alérgeno menor Alt a 7 26300.1 0.000277576 1 

Alfa-amilase  50682.1 0.000592322 4 

Alfa-amilase  50576.9 0.000592322 4 

Alfa-L-arabinofuranosidase  34490.7 0.00063877 3 

Alpha/beta hidrolase  37257.7 0.002211654 11 

Antígeno nuclear de proliferação 

celular 
28328.1 0.000264715 1 

Antígeno nuclear de proliferação 

celular 
28313.1 0.000264715 1 

Aspergillopepsin-2  26815.2 0.005973141 23 

Beta-1,3-endoglucanase 

(Fragmento)  
38659.5 0.001909785 10 

Beta-glucosidase  84181.8 0.00026336 3 

Beta-glucosidase  84315.8 0.000175573 2 

Carboxipeptidase  60654.6 0.001501342 12 

Carboxipeptidase  60713.7 0.001501342 12 

Carboxipeptidase de zinco  93734.2 0.000481695 6 

Catalase-peroxidase  85446.8 8.65E-05 1 

Catalase-peroxidase  88669.3 8.33E-05 1 

Celulase  47084.8 0.000155821 1 

Ceramidase não lisossômica neutra 

/ alcalina 
82970.1 0.000623284 7 

Citocromo Microssomal B5 24099.9 0.000311642 1 

ECM14  50109.7 0.000154417 1 

Endoquitinase 1 44335.5 0.002763175 16 

Endotiapepsina 42322.8 0.032413871 191 

Exo-rhamnogalacturonase B  50471.9 0.000750123 5 

Família Polissacarídeo Liase 7 25709.5 0.006358505 23 
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Fosfatase ácida roxa 79542.4 0.000456467 5 

Fosfatase ácida roxa 54023.3 0.001511371 11 

Fosfatase ácida roxa 55225.6 0.001915884 14 

Fosfatase ácida roxa 55230.6 0.002189582 16 

Fosfatase ácida roxa 53824.1 0.001514406 11 

Fosfatase ácida roxa 79294.2 0.000458297 5 

Fosfoglicerato mutase 42077.4 0.001088274 6 

Fosfolipase C  69076.9 0.000874785 8 

Gama-glutamiltranspeptidase 61022.0 0.000359587 3 

Glicoamilase 67226.3 0.004780818 44 

Glicoamilase  69905.6 0.003855269 37 

Glicosil hidrolase 96452.8 0.001197228 15 

Glicosil hidrolase da família 12  35367.8 0.000415523 2 

Glicosil hidrolase da família 128 35030.2 0.000854346 4 

Glicosil hidrolase da família 132 50873.9 0.000273152 2 

Glicosil hidrolase da família 132 45215.9 0.000311642 2 

Glicosil hidrolase da família 16 40444.7 0.05060064 293 

Glicosil hidrolase da família 16 72955.0 0.000958899 10 

Glicosil hidrolase da família 16 45298.9 0.000332016 2 

Glicosil hidrolase da família 16 39242.4 0.000547031 3 

Glicosil hidrolase da família 16 48754.7 0.00014434 1 

Glicosil hidrolase da família 17 75823.7 9.74E-05 1 

Glicosil hidrolase da família 17 42292.7 0.027920134 169 

Glicosil hidrolase da família 17 

(Fragmento)  
35298.6 0.034903922 168 

Glicosil hidrolase da família 18 46304.8 0.002551117 16 

Glicosil hidrolase da família 18 36079.8 0.004610846 23 

Glicosil hidrolase da família 18 44266.3 0.002763175 16 

Glicosil hidrolase da família 28 47933.5 0.001269653 8 

Glicosil hidrolase da família 30 51800.3 0.001259289 9 

Glicosil hidrolase da família 30-1 51771.3 0.001259289 9 

Glicosil hidrolase da família 31 101306.7 0.000744422 10 

Glicosil hidrolase da família 31 104770.5 0.000646127 9 

Glicosil hidrolase da família 5 47905.8 0.004315045 27 

Glicosil hidrolase da família 5 47047.8 0.000155821 1 

Glicosil hidrolase da família 55 79586.8 0.002336295 26 

Glicosil hidrolase da família 55 83191.0 0.010588614 120 

Glicosil hidrolase da família 55 79343.3 0.010297741 114 

Glicosil hidrolase da família 55 80426.7 0.001172759 13 

Glicosil hidrolase da família 62 34524.8 0.00063877 3 

Glicosil hidrolase da família 71 63474.6 0.000113324 1 

Glicosil hidrolase da família 92 85965.0 0.002871221 33 

Glicosil hidrolase da família 92 86210.0 0.002175167 25 

Glicosil hidrolase da família 92 96322.6 0.000638522 8 

Glucan 1,3-beta-glucosidase  42723.2 0.027357784 164 
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Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 79651.7 0.001976865 22 

Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 80696.7 0.001169681 13 

Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 79391.2 0.010388072 115 

Glucanase de parede celular  48661.6 0.00014434 1 

Indoleamina 2,3-dioxigenase  54490.6 0.000140494 1 

Lisofosfolipase  69984.3 0.00105968 10 

Lisofosfolipase  69766.3 0.000741776 7 

Manan endo-1,6-alfa-manosidase 43859.5 0.004347788 26 

Oxalato descarboxilase 52824.3 0.000691142 5 

Pro-kumamolisina 74316.9 0.000804238 8 

Protease aspártica eucariótica  49198.0 0.01177925 78 

Protease aspártica eucariótica  42622.3 0.022043752 127 

Proteína contendo o domínio WSC 117447.0 0.004603488 75 

Proteína da família 1 de esterase de 

carboidratos 
34350.1 0.000431203 2 

Proteína da família 1 do módulo de 

ligação a carboidratos  
41565.7 0.00119683 7 

Proteína da família 24 do módulo de 

ligação a carboidratos  
67399.2 0.000324422 3 

Proteína da família 5 de esterase de 

carboidratos 
30500.8 0.001150357 5 

Proteína de desenvolvimento sexual 

tardia 
39416.1 0.008227353 45 

Proteína de reconhecimento de 

quitina 
42731.4 0.001000895 6 

Proteína DNase1 18052.5 0.003284373 8 

Proteína não caracterizada 39549.5 0.000560446 3 

Proteína não caracterizada 49196.0 0.011477218 76 

Proteína não caracterizada 50425.9 0.000155116 1 

Proteína não caracterizada 52898.6 0.000283311 2 

Proteína não caracterizada 48123.6 0.000793533 5 

Proteína não caracterizada 41801.4 0.005939715 35 

Proteína não caracterizada 62977.8 0.000349802 3 

Proteína não caracterizada 13145.3 0.012099049 21 

Proteína não caracterizada 40353.9 0.009952443 54 

Proteína não caracterizada 47307.5 0.000163631 1 

Proteína não caracterizada 20210.1 0.008615029 24 

Proteína não caracterizada 72276.7 0.000733836 7 

Proteína não caracterizada 21843.8 0.001337781 4 

Proteína não caracterizada 18067.4 0.005303082 14 
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Proteína não caracterizada 117497.1 0.006015224 98 

Proteína não caracterizada 79629.3 0.00065031 7 

Proteína não caracterizada 39402.1 0.008227353 45 

Proteína não caracterizada 52456.8 0.000540917 4 

Proteína não caracterizada 52800.3 0.00082937 6 

Proteína não caracterizada 42283.8 0.063470092 374 

Proteína não caracterizada 46468.3 0.001137272 7 

Proteína não caracterizada 37232.6 0.002211654 11 

Proteína não caracterizada 68921.8 0.000874785 8 

Proteína não caracterizada 121378.4 0.000183975 3 

Proteína não caracterizada 164925.9 0.000135052 3 

Proteína não caracterizada 58360.0 0.000233202 2 

Proteína não caracterizada 51577.2 0.000676147 5 

Proteína não caracterizada 221965.4 3.46E-05 1 

Proteína não caracterizada 14333.1 0.000531483 1 

Proteína não caracterizada 31431.0 0.000917208 4 

Proteína não caracterizada 22530.7 0.000922349 3 

Proteína não caracterizada 18125.5 0.003284373 8 

Proteína não caracterizada 25373.7 0.000539853 2 

Proteína não caracterizada 63034.9 0.000224791 2 

Proteína não caracterizada 9113.4 0.001594448 2 

Proteína não caracterizada 30310.5 0.000239725 1 

Proteína não caracterizada 13537.9 0.004820715 9 

Proteína não caracterizada 42650.3 0.032978842 190 

Proteína não caracterizada 14504.0 0.000504127 1 

Proteína não caracterizada 14329.0 0.01788555 36 

Proteína não caracterizada 65444.2 0.000911113 8 

Proteína não caracterizada 172598.7 4.42E-05 1 

Proteína não caracterizada 38990.4 0.002706366 15 

Proteína não caracterizada 18764.2 0.013573045 39 

Proteína não caracterizada 62488.6 0.020116069 169 

Proteína não caracterizada 53399.8 0.000287469 2 

Proteína não caracterizada 30704.8 0.01444684 59 

Proteína não caracterizada 36755.0 0.000433932 2 

Proteína não caracterizada 60861.9 0.000239725 2 

Proteína não caracterizada 54239.2 0.000665643 5 

Proteína não caracterizada 26392.0 0.007681139 27 

Proteína não caracterizada 44764.5 0.004264577 26 

Proteína não caracterizada 41243.0 0.001108808 6 

Proteína não caracterizada 61206.0 0.000498627 4 

Proteína não caracterizada 54442.6 0.000280989 2 

Proteína não caracterizada 66188.8 0.000110941 1 

Proteína não caracterizada 23997.6 0.006126752 21 

Proteína não caracterizada 9081.4 0.001594448 2 

Proteína não caracterizada 25752.5 0.006358505 23 
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Proteína não caracterizada 30389.5 0.000239725 1 

Proteína não caracterizada 44538.3 0.000163241 1 

Proteína não caracterizada 40234.5 0.058667624 338 

Proteína não caracterizada 39411.6 0.000557409 3 

Proteína não caracterizada 41786.4 0.005600302 33 

Proteína não caracterizada 63242.1 0.000350398 3 

Proteína não caracterizada 45419.0 0.000331214 2 

Proteína não caracterizada 41882.5 0.001036191 6 

Proteína não caracterizada 24280.8 0.002821452 10 

Proteína não caracterizada 51608.2 0.000405688 3 

Proteína não caracterizada 19778.1 0.00596185 16 

Proteína não caracterizada 47870.9 0.004634678 29 

Proteína não caracterizada 72488.8 0.000733836 7 

Proteína não caracterizada 23240.7 0.010644216 34 

Proteína não caracterizada 30530.8 0.001150357 5 

Proteína não caracterizada 40356.8 0.002948872 16 

Proteína não caracterizada 63667.3 0.00011112 1 

Proteína não caracterizada 29433.2 0.00922031 39 

Proteína não caracterizada 50014.8 0.000445203 3 

Proteína não caracterizada 45269.9 0.000311642 2 

Proteína não caracterizada 83017.0 0.010955668 124 

Proteína não caracterizada 223318.3 3.44E-05 1 

Proteína não caracterizada 34947.2 0.00061953 3 

Proteína não caracterizada 48151.6 0.006650285 42 

Proteína não caracterizada 30855.9 0.014201979 58 

Proteína não caracterizada 14321.0 0.000531483 1 

Proteína não caracterizada 45820.8 0.000961139 6 

Proteína não caracterizada 18422.0 0.013854351 39 

Proteína não caracterizada 21888.8 0.001337781 4 

Proteína não caracterizada 121440.3 0.000183975 3 

Proteína não caracterizada 35365.8 0.000415523 2 

Proteína não caracterizada 22331.6 0.000934926 3 

Proteína não caracterizada 34417.2 0.000646804 3 

Proteína não caracterizada 63562.7 0.000113324 1 

Proteína não caracterizada 61981.7 0.002709466 23 

Proteína não caracterizada 17895.3 0.005332544 14 

Proteína não caracterizada 35044.2 0.000854346 4 

Proteína não caracterizada 62579.7 0.019639949 165 

Proteína não caracterizada 57160.2 0.023318438 184 

Proteína não caracterizada 29423.3 0.006805715 27 

Proteína não caracterizada 49633.4 0.000275901 2 

Proteína não caracterizada 66144.7 0.000110941 1 

Proteína não caracterizada 204571.6 3.73E-05 1 

Proteína não caracterizada 36095.8 0.004811318 24 

Proteína não caracterizada 54087.2 0.000532515 4 
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Proteína não caracterizada 47289.4 0.000163631 1 

Proteína não caracterizada 93777.4 0.000210096 3 

Proteína não caracterizada 36955.1 0.000433932 2 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
19929.6 0.00344529 10 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
11225.2 0.027047109 43 

Proteína SnodProt1 14315.0 0.018879192 38 

Proteinase T  40222.1 0.003331622 19 

Quitinase 1  46334.8 0.003188897 20 

Redutase benzoquinona 21484.8 0.000341101 1 

Serina carboxipeptidase S28  62683.8 0.000364688 3 

Sintase de policetídeo 291149.5 2.55E-05 1 

Transglicosilase Murein 51905.8 0.021881258 165 

Transglicosilase Murein 51119.0 0.000272609 2 

Transglicosilase Murein 61533.8 0.00047612 4 

Transglicosilase Murein 75919.8 9.74E-05 1 

Transportador Triose-fosfato 47880.0 0.000312352 2 

Tripsina 25461.7 0.000539853 2 

Legenda: *NSAF (fator de abundância espectral normalizado) 
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Tabela 4. Lista de proteínas identificadas no secretoma de Fusarium solani (CFAM 1313) em 

ordem alfabética. 

Nome da proteína Massa molecular (Da) NSAF* Spectrum Count 

1,3-beta-glucanosiltransferase  49280.7 0.003024843 9 

1,3-beta-glucanosiltransferase  57543.7 0.011646022 41 

Anidrase carbônica 47638.4 0.001359379 4 

Beta-xilanase (Fragmento)  20606.4 0.003274203 4 

Hidrolase de éster carboxílico  60585.1 0.00054668 2 

Carboxipeptidase  62074.7 0.003250899 12 

Carboxipeptidase  56988.3 0.004154983 14 

Glicosil hidrolase família 28  37220.7 0.013956289 33 

Glicosil hidrolase família 55 85832.0 0.00305264 16 

Peptídeo hidrolase 55138.2 0.00029853 1 

Peptídeo hidrolase 53408.5 0.000310715 1 

Peptídeo hidrolase 39592.1 0.001247954 3 

Membrana Plasma ATPase 100100.1 0.000329546 2 

Proteína prevista  32145.0 0.00259813 5 

Proteína prevista  39726.7 0.086497031 221 

Proteína prevista  62867.6 0.052319736 200 

Proteína prevista  58702.1 0.039038572 140 

Proteína prevista  34246.3 0.001497545 3 

Proteína prevista  56779.2 0.002010855 7 

Proteína prevista  23296.4 0.001377832 2 

Proteína prevista  48304.8 0.002484273 7 

Proteína prevista  71239.2 0.00069733 3 

Proteína prevista  17581.4 0.002985303 3 

Proteína prevista  13524.9 0.006090017 5 

Proteína prevista  69979.8 0.000233513 1 

Proteína prevista  51581.6 0.000333883 1 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
20294.0 0.016827679 21 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
53095.2 0.003705893 12 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
29587.2 0.038201017 69 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
25797.7 0.000626545 1 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
38288.8 0.074414536 174 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
10770.4 0.001450004 1 

Proteína não caracterizada 

(Fragmento) 
8941.9 0.005709391 3 

Proteína não caracterizada  18070.7 0.046218881 51 
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Proteína não caracterizada  33615.7 0.000468463 1 

Proteína não caracterizada  24694.0 0.001263489 2 

Proteína não caracterizada  24211.2 0.001353337 2 

Proteína não caracterizada  19447.6 0.010527955 13 

Proteína não caracterizada  63749.6 0.007702383 30 

Proteína não caracterizada  24737.2 0.015702959 23 

Proteína não caracterizada  33848.9 0.001427348 3 

Proteína não caracterizada  18947.8 0.102097348 114 

Proteína não caracterizada  31571.4 0.003065445 6 

Proteína não caracterizada  76426.1 0.000224227 1 

Proteína não caracterizada  25115.5 0.00365401 6 

Proteína não caracterizada  52485.1 0.00227725 7 

Proteína não caracterizada  27906.3 0.001194121 2 

Proteína não caracterizada  61187.0 0.001344968 5 

Proteína não caracterizada  54765.0 0.018803838 62 

Proteína não caracterizada  23731.6 0.001994547 3 

Proteína não caracterizada  42171.8 0.014919012 39 

Proteína não caracterizada  47651.0 0.003121307 9 

Proteína não caracterizada  33164.3 0.003426859 7 

Proteína não caracterizada  29126.3 0.308913917 560 

Proteína não caracterizada  24433.9 0.00278083 4 

Proteína não caracterizada  60069.1 0.006460812 23 

Proteína não caracterizada  14900.3 0.004350012 4 

Proteína não caracterizada  82914.6 0.000204363 1 

Proteína não caracterizada  43476.8 0.005136159 14 

Proteína não caracterizada  122799.4 0.000128157 1 

Proteína não caracterizada  40365.2 0.002857247 7 

Proteína não caracterizada  79634.1 0.003020842 15 

Proteína não caracterizada  65592.0 0.002786614 11 

Proteína não caracterizada  43009.1 0.000380626 1 

Proteína não caracterizada  33640.8 0.000951565 2 

Proteína não caracterizada  15976.4 0.008897752 9 

Proteína não caracterizada  58969.9 0.001673082 6 

Proteína não caracterizada  38685.5 0.007288584 18 

Proteína não caracterizada  41491.4 0.000759354 2 

Proteína não caracterizada  48491.7 0.001730119 5 

Proteína não caracterizada  59340.2 0.001663939 6 

Proteína não caracterizada  28427.3 0.00164299 3 

Legenda: *NSAF (fator de abundância espectral normalizado). 
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8.2 Cadastro SisGen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


