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RESUMO 

 

ROCHA, F.M.G. Desafios impostos ao dermatófito Trichophyton rubrum pela 

sertralina, um fármaco utilizado como antidepressivo. Tese (Doutorado) – Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 

O número limitado de alvos celulares para os fármacos em uso, e a resistência a eles, 

dificulta o tratamento das infecções fúngicas. Trichophyton rubrum é responsável pela 

maioria das infecções cutâneas denominadas dermatofitoses, que representam um 

problema de saúde pública crescente.  Por isso, a identificação de novos compostos com 

atividade antifúngica se faz necessária, mas seu desenvolvimento é demorado e caro. O 

reposicionamento de fármacos em uso apresenta-se como uma das abordagens de menor 

custo para sua implementação. Neste contexto, a sertralina (SRT), um antidepressivo, 

apresenta-se como candidato para prescrição como antifúngico. Nesse sentido, os efeitos 

do fármaco SRT no transcriptoma do dermatófito T. rubrum foram estudados através do 

sequenciamento de RNA (RNA-seq). A SRT revelou a expressão diferencial de genes e 

suas isoformas alternativas através do mecanismo de Splicing alternativo (SA) como um 

dos efeitos marcantes de sua toxicidade em T. rubrum. Foi prevalente a retenção de íntrons 

entre os eventos de SA. Os resultados obtidos com a dosagem de ergosterol evidenciaram 

que a membrana plasmática foi prejudicada. SRT também modulou genes que codificam 

enzimas relacionadas ao metabolismo energético fúngico, desintoxicação celular e defesa 

contra o estresse oxidativo. A SRT induz ou reprime a retenção de íntrons em genes que 

codificam para quinases, fatores de transcrição, transportadores, chaperonas, dentre outros, 

relacionados à patogênese e adaptação fúngica.  Desta forma, foi confirmada a atividade 

antifúngica da SRT contra T. rubrum mostrando potenciais alvos para seu uso estratégico 

no tratamento das dermatofitoses. 

 

 

Palavras chave: RNA-seq; reposicionamento; dermatofitose; sertralina; Trichophyton 

rubrum 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

ROCHA, F.M.G. Challenges posed to the dermatophyte Trichophyton rubrum by 

sertraline, a drug used as an antidepressant. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 

The limited number of cellular targets for the drugs in use, and the resistance to them, 

makes the treatment of fungal infections difficult. Trichophyton rubrum is responsible for 

most cutaneous fungal infections called dermatophytoses, representing a growing public 

health problem. Therefore, identifying new compounds with antifungal activity is 

necessary, but their development is time-consuming and expensive. The repositioning of 

drugs in use is one of the lowest-cost approaches for their implementation. Sertraline 

(SRT), an antidepressant, is a candidate for prescription as an antifungal.  In this sense, we 

studied the effects of SRT on the transcriptome of T. rubrum through RNA sequencing 

(RNA-seq). The results showed that the fungal cell wall was impaired. SRT revealed the 

differential expression of genes and their alternative isoforms through alternative Splicing 

(AS) as a hallmark effect of its toxicity in T. rubrum. Intron retention was the prevalent 

type of AS event mechanism. The results obtained with the ergosterol dosage showed that 

the plasmatic membrane was harmed. SRT also modulated genes encoding enzymes related 

to fungal energy metabolism, cellular detoxification, and defense against oxidative stress. 

SRT induces or represses intron retention in genes coding for the kinases, transcription 

factors, transporters, and chaperones, among others, related to fungal pathogenesis and 

adaptation.  SRT also modulated genes encoding enzymes related to fungal energy 

metabolism, cellular detoxification, and defense against oxidative stress. Thus, the 

antifungal activity of SRT against T. rubrum was confirmed, showing potential targets for 

its strategic use in treating dermatophytoses. 

 

Keywords: RNA-seq; repositioning; dermatophytosis; sertraline; Trichophyton rubrum 
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1. Introdução 

1.1 O dermatófito Trichophyton rubrum  

Trichophyton rubrum é um fungo filamentoso capaz de infectar estruturas 

queratinizadas do hospedeiro humano. É o responsável por quadros clínicos de progressão 

lenta e recalcitrantes. Na maioria das vezes é restrita ao estrato córneo (camada mais 

externa da pele), porém, o fungo pode progredir para camadas mais profundas da pele 

causando quadros graves em pacientes com algum comprometimento imunológico. É o 

fungo mais comum em casos de dermatofitoses e sua abrangência corresponde a quase 

um quarto da população mundial. Devido ao aumento de sua incidência e dificuldades na 

remissão clínica completa, as dermatofitoses são um grave problema de saúde pública 

(Martinez-Rossi et al., 2021; Gupta and Venkataraman, 2022). 

Durante o processo de infecção, T. rubrum deve superar as defesas naturais do 

hospedeiro, como por exemplo, o espessamento do estrato córneo, a regeneração contínua 

da pele (descamação), a composição de ácidos graxos, os peptídeos antimicrobianos, o 

pH moderadamente ácido e a competição com a microbiota residente. Este dermatófito 

utiliza mecanismos que dificultam seu reconhecimento pelas células especializadas do 

sistema imunológico do hospedeiro. A resposta efetora das células do sistema imune é 

prejudicada com a secreção de vesículas extracelulares, secreção de enzimas hidrolíticas 

e remodelação da parede celular. Mecanismos de resistência antifúngica têm sido 

relatados em dermatófitos, incluindo mutações pontuais com alteração nos sítios-alvo de 

enzimas, aumento da atividade mediada por transportadores para efluxo dos fármacos, 

aumento da depuração do fármaco devido indução da expressão de genes que codificam 

para enzimas neutralizantes, formação de biofilmes e splicing alternativo (SA) (Martinez-

Rossi et al., 2021; Osset-Trénor et al., 2023) (Figura 1). 
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Figura 1. Estratégias empregadas por Trichophyton rubrum para superar a toxicidade de 

antifúngicos. Adaptado (Hokken et al., 2019; Martinez-Rossi et al., 2021). 

 

1.2 Desafios para o tratamento das dermatofitoses 

Os antifúngicos disponíveis na prática médica contra dermatófitos são poucos. 

Atualmente terbinafina é o principal antifúngico de escolha para o tratamento das 

dermatofitoses. Outros fármacos como o itraconazol, fluconazol e posaconazol também 

são utilizados. Estes antifúngicos possuem mecanismos de ação intimamente 

relacionados, atuando na inibição da biossíntese do ergosterol (Figura 2). Dados da 

literatura relatam a ocorrência de linhagens resistentes a esses antifúngicos, 

principalmente quando sua prescrição ocorre por longos períodos. Tratamentos 

prolongados e descontinuados podem levar a infecções recalcitrantes favorecendo a 

seleção de linhagens resistentes (Martinez-Rossi et al., 2021; Osset-Trénor et al., 2023).  
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Figura 2. Via de biossíntese de ergosterol e antifúngicos. Os azólicos itraconazol e 

fluconazol, e a alilamina terbinafina reduzem o conteúdo de ergosterol na célula fúngica 

através da inibição de sua síntese (representado em vermelho (X) Fonte: O autor, 2023. 

 

O número disponível de antifúngicos para uso clínico, a ocorrência de resistência e o 

limitado número de alvos terapêuticos torna necessária a busca de novas estratégias para 

o tratamento das dermatofitoses. Dentre as alternativas possíveis destaca-se o 

reposicionamento de fármacos e a combinação de fármacos com ação sinérgica como 

muito vantajosas. 

1.3 Reposicionamento de fármacos 

A utilização de um medicamento já aprovado com propriedades farmacológicas 

conhecidas que possa ser utilizado como antifúngico é extremamente vantajosa. Pelo 

reposicionamento é possível ampliar as opções terapêuticas com significativa economia 

de tempo e recursos financeiros (Ashburn and Thor, 2004) (Figura 3).  



20 

 

 

Figura 3. Resumo das etapas da descoberta de um fármaco e do reposicionamento de 

um fármaco em uso na prática médica. Fonte: Adaptado (Ashburn and Thor, 2004). 

 

Neste contexto, o fármaco sertralina (SRT), um antidepressivo pertencente ao 

grupo dos inibidores seletivos da recaptação da serotonina (Devane et al., 2002) (Figura 

4), apresenta potencial para prescrição alternativa como antifúngico. Além disso,  a 

inexistência de gene homólogo que codifica para o transportador de serotonina em fungos, 

indica que a ação inibitória da SRT seja em diferente alvo celular (Ayaz et al., 2015; 

Trevino-Rangel et al., 2019).  

O potencial uso da SRT como fármaco antifúngico foi observado pela primeira 

vez em pacientes submetidas a este antidepressivo para tratamento de transtorno disfórico 

pré-menstrual. Durante esse tratamento as pacientes apresentaram melhora no quadro de 

candidíase vulvovaginal, que recrudesceu após interrupção do uso do fármaco (Lass-Flörl 

et al., 2001). Relatos posteriores reforçaram a ação fungicida da SRT em diversos 

patógenos como Candida (Lass-Flörl et al., 2003)  Aspergillus (Heller et al., 2004) e 

Cryptococcus (Zhai et al., 2012).   
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Figura 4. Mecanismo de ação do antidepressivo sertralina em neurônios humanos. O 

neurotransmissor serotonina é sintetizado pelos neurônios e liberado na fenda sináptica. 

Após período de excitação o neurotransmissor é recuperado pelo transportador 5-HT 

presente na membrana do neurônio que o sintetizou (A). O fármaco SRT complexa ao 

transportador 5-HT impedindo sua absorção disponibilizando mais serotonina na fenda 

sináptica (B). Fonte: Autor, 2023.  

 

Nossa hipótese foi que a ampla atividade antifúngica do fármaco SRT pudesse ser 

também extrapolada para os dermatófitos. Sendo um grupo numeroso e disseminado de 

fungos com alta capacidade de transmissão por contato direto e indireto, os dermatófitos 

produzem um impacto significativo sobre a saúde humana sendo importantes alvos para 

novos tratamentos (Havlickova et al., 2008; White et al., 2014). 

Os mecanismos subjacentes responsáveis pela atividade antifúngica do fármaco SRT 

permanecem desconhecidos. Porém, os resultados positivos obtidos com a inibição do 

desenvolvimento de fungos patogênicos sustentam o potencial deste antidepressivo no 

tratamento de infecções fúngicas. Os estudos voltados para a compreensão dos 
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mecanismos inibitórios da SRT mostram que sua atividade está relacionada a múltiplos 

alvos, o que explica sua atividade antimicrobiana extensa. Sua atividade antifúngica em 

Saccharomyces cerevisiae foi relacionada à alteração da composição da membrana 

mitocondrial e no transporte mediado por vesículas (Rainey et al., 2010). Além disso, sua 

atividade fungicida contra Cryptococcus foi atribuída à inibição da síntese proteica via 

interação com o fator de iniciação da tradução Tif3 e alteração do metabolismo lipídico 

(Zhai et al., 2012; Breuer et al., 2022).  

Os efeitos inibitórios da SRT também se estendem aos protozoários como Leishmania 

donovani (Palit and Ali, 2008), Leishmania infantum (Lima et al., 2018), e Trypanosoma 

cruzi (Ferreira et al., 2018). O modo de ação da SRT em T. cruzi foi atribuído a alteração 

da integridade mitocondrial e a diminuição dos níveis citoplasmáticos de ATP, causando 

disfunção mitocondrial e dano irreversível que pode levar à morte celular por apoptose. 

T. rubrum modula a expressão gênica para sua sobrevivência na presença de agentes 

antifúngicos (Ferreira et al., 2018; Mendes et al., 2018), logo, a avaliação em nível 

transcricional de como as vias metabólicas respondem à STR vai auxiliar no 

entendimento de como este fármaco atua e como o fungo se defende, favorecendo seu 

possível uso como uma nova estratégia terapêutica. 

A estratégia mais informativa para estudar expressão gênica é o Sequenciamento de 

RNA (RNA-seq). RNA-seq é vantajoso devido sua abrangência que permite não somente 

a análise do perfil transcricional e quantificação da expressão gênica, mas também a 

identificação de novos transcritos e isoformas (Wang et al., 2009). Esta técnica foi 

utilizada nos estudos com T. rubrum para este fim por nosso grupo, identificando alvos 

de fármacos após exposição à acriflavina e ao ácido undecanóico (Persinoti et al., 2014; 

Mendes et al., 2018). Nestes trabalhos revelou-se que genes que codificam para 

componentes de parede celular, enzimas de biossíntese de ergosterol, transportadores de 
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membrana, proteínas ribossomais, processos de oxidação-redução, e genes envolvidos na 

patogenicidade foram modulados. Além disso, eventos de SA que ocorreram quando o 

fungo foi exposto a estes fármacos foram validados. 

1.5 Splicing alternativo em Trichophyton rubrum  

 O processamento do mRNA em eucariotos consiste na excisão de sequências não 

codificantes (íntrons) e junção das sequências codificantes (exons) para produzir mRNAs 

maduros. O mecanismo de SA modifica a sequência nucleotídica do pré-mRNA, por 

consequência altera a composição do mRNA maduro. O processamento do pré-mRNA 

pode ser realizado pelas mais variadas formas, como a exclusão de éxons, sítios doadores 

5' alternativos, sítios receptores 3' alternativos, éxons mutuamente exclusivos e retenção 

de íntrons. Dentre eles, a retenção de íntrons (RI) é o mecanismo mais comum em fungos 

(Muzafar et al., 2021) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Tipos de Splicing alternativo. Adaptado (Muzafar et al., 2021). 
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Por consequência, SA pode alterar o repertório proteico através de proteínas 

diferenciadas de suas formas canônicas. O SA pode atuar também como um mecanismo 

celular regulatório por meio de proteínas modificadas ou RNAs não codificantes, 

alterando as vias de transdução de sinal, úteis para homeostase celular. Além disto, pode 

ocorrer a localização subcelular diferenciada de proteínas oriundas do mesmo pré-mRNA 

com funções modificadas devido perda ou ganho de domínios (Kretova et al., 2023).  

O SA é também substrato para o processo evolutivo através da inovação do 

repertório molecular. Se uma nova isoforma alternativa é expressa, mesmo que em níveis 

baixos, a pressão de seleção negativa contra ela é relaxada porque a isoforma ancestral 

continua a ser expressa em níveis normais. Em confronto com um novo ambiente, a 

isoforma menos expressa pode ter valor adaptativo, podendo ser selecionada e aumentar 

sua frequência na população (Singh and Ahi, 2022). 

O SA é um dos processos mais importantes na regulação pós-transcricional. Em 

humanos, variantes anormais de SA correspondem a mais da metade das doenças 

genéticas (Kretova et al., 2023). Mutações pontuais que suprimem os sítios de splicing, 

criam um sítio críptico para splicing ou splicings aberrantes afetam vias metabólicas 

relacionadas a absorção ou metabolismo de quimioterápicos em células cancerígenas. 

Ativação de receptores nucleares, processo de apoptose, variantes de splicing em células 

cancerígenas e ausentes em células normais, dentre outros, constituem mecanismos 

atuantes para a falha do tratamento contra o câncer (Bradley and Anczuków, 2023).  

Em fungos, o SA pode contribuir para diferenças adaptativas ao hospedeiro 

através do ganho, perda ou troca de alguns domínios funcionais de proteínas que podem 

alterar a função proteica, e ser determinante para sobrevivência a estressores ambientais, 

patogenicidade, modulação da imunidade do hospedeiro, resistência aos antifúngicos, 
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dentre outros mecanismos (Mendes et al., 2016; Muzafar et al., 2020; Martinez-Rossi et 

al., 2021; Martins-Santana et al., 2022).  

Eventos de SA no transcriptoma do dermatófito T. rubrum após desafio com 

fármacos foram previamente documentados (Persinoti et al., 2014; Gomes et al., 2018; 

Mendes et al., 2018; Neves-Da-Rocha et al., 2019; Lopes et al., 2022). Os resultados 

obtidos sugerem que as isoformas alternativas são atuantes nos mecanismos de resistência 

e adaptação aos fármacos. Ademais, genes que codificam proteases são alvos de SA na 

presença de queratina. Foi relatado que o fator de transcrição StuA e os mecanismos 

reguladores de SA podem interagir para promover um balanço para a transcrição destas 

proteases (Martins-Santana et al., 2022). Apesar dos mecanismos de SA serem 

documentados no dermatófito T. rubrum, o entendimento desse mecanismo ainda precisa 

de aprofundamento. 
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2. Justificativa 

As infecções causadas por T. rubrum são difíceis de tratar e contribuem 

significativamente para um decréscimo na qualidade de vida do paciente. O número de 

antifúngicos atualmente disponíveis para o tratamento das dermatofitoses é relativamente 

limitado. Semelhanças significativas compartilhadas entre células de mamíferos e fungos 

restringem o uso de possíveis alvos celulares, e associada à ocorrência de resistência a 

múltiplas drogas, vem direcionando pesquisas para a avaliação do uso alternativo de 

compostos terapêuticos comercialmente existentes (Zhai et al., 2012; Martinez-Rossi et 

al., 2018). Sabe-se que um número significativo de drogas usadas no tratamento de 

condições não infecciosas, como inflamação, depressão e doenças cardiovasculares, exibe 

atividade antimicrobiana. Entre eles, a SRT revelou potencial atividade antifúngica contra 

diferentes organismos patogênicos. Sendo um fármaco já existente, bem tolerado, e com 

evidentes atividades alternativas, incluindo atividade antifúngica, o estudo de sua atuação 

contra dermatófitos permitirá melhor compreensão dos mecanismos de ação e de 

adaptação fúngica ao fármaco. Sua possível utilização contra dermatófitos permitirá uma 

nova opção terapêutica, além de reduzir gastos e tempo no desenvolvimento de novos 

fármacos. Informações sobre o modo de ação da SRT em dermatófitos pode contribuir 

para a implementação de uma nova abordagem terapêutica, isoladamente ou em 

combinação com outros fármacos já existentes.  
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3. Hipótese 

O antidepressivo SRT constitui uma estratégia terapêutica contra o dermatófito T. 

rubrum no tratamento de dermatofitoses. 
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4. Objetivo e estratégias 

4.1 Objetivo 

Analisar o transcriptoma do dermatófito T. rubrum em função da exposição à SRT 

utilizando sequenciamento de RNA (RNA-seq) para avaliar os mecanismos de ação deste 

fármaco bem como os mecanismos de adaptação fúngica a este desafio. 

 

4.2 Estratégias 

 Estabelecer o perfil de susceptibilidade antifúngica de T. rubrum após exposição 

à SRT. 

 Traçar o perfil transcricional do dermatófito T. rubrum após tratamento com SRT 

utilizando a tecnologia do RNA-seq. 

 Identificar alvos/vias metabólicas diretamente envolvidas no modo de ação da 

SRT e na adaptação fúngica. 

 Analisar e validar a ocorrência de eventos de SA após exposição à SRT nos 

resultados obtidos no RNA-seq. 

 Realizar testes bioquímicos em função da expressão diferencial de genes 

relacionados a categorias que se julgar importante para o entendimento do modo 

de ação da SRT. 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material e Métodos 
 

  



33 

 

5. Material e Métodos  

5.1 Linhagem e condições de crescimento 

O isolado de referência de Trichophyton rubrum CBS 118892 obtido das 

Centraalbureau Voor Schimmelcultures na Holanda, foi cultivado em meio de cultura 

ágar com extrato de malte (MEA) durante 20 dias a 28 ° C em placas de Petri. O meio de 

cultivo foi preparado em frasco reagente de vidro Boro 3.3 com capacidade para 1000ml. 

Foi pesada a quantidade de 20g de extrato de malte, 20g de glicose, 1g de peptona, 2% 

de ágar bacteriológico (v/v), pH ajustado para 5,7 e o volume da solução foi completado 

para 1L com água destilada. Seguiu-se com esterilização pelo método de autoclavagem a 

120° C com pressão de 1atm por 20 minutos.  

Após o período de cultivo em MEA, os micélios foram coletados com auxílio de 

espátulas de aço, transferidos para tubo para centrífuga tipo Falcon de 50ml contendo 10 

mL de solução salina 0,9%. Depois, as amostras foram agitadas vigorosamente por 5 

minutos em vórtex. Após período de agitação, a solução foi transferida para um funil com 

lã de vidro acoplado a um frasco Erlenmeyer boca estreita de vidro boro 3.3. O filtrado 

foi transferido para tubo de centrífuga tipo Falcon de 15ml, centrifugado a 4000 rpm por 

10 minutos a 28° C. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento celular foram 

acrescentados 2 mL de solução salina 0,9%. Foi retirada uma alíquota de 50 µL para a 

realização das diluições de 10-1 para a contagem dos conídios em câmera de Neubauer 

em microscópio óptico. A concentração do inóculo foi padronizada em aproximadamente 

1x106 conídios/mL para todos os experimentos. 

5.2 Perfil de susceptibilidade antifúngica 

5.2.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

Para a determinação da CIM da SRT, foi realizado o ensaio de microdiluição de 

acordo com as diretrizes do documento M38-A (CLSI, 2008) com adaptações, em meio 
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Sabouraud líquido (SDB). O meio foi preparado em frasco reagente de vidro Boro 3.3 

com capacidade para 1000ml. Foi pesada a quantidade de 20g de glicose, 10g de peptona, 

pH ajustado para 5,7 e o volume da solução foi completado para 1L com água destilada. 

Seguiu-se com esterilização pelo método de autoclavagem a 120° C com pressão de 1atm 

por 20 minutos. O experimento foi realizado diluindo-se a SRT serialmente com fator de 

diluição 2 em SDB, as concentrações testadas variaram de 100 µg/mL a 0,195µg/mL. 

Posteriormente, essas concentrações foram transferidas para placas de 96 poços, e foram 

acrescentados 100 µL da suspensão de conídios previamente padronizada (subitem 5.1). 

O controle de crescimento fúngico foi estabelecido acrescentando os conídios ao meio 

SDB, sem a presença da SRT. A CIM foi definida como a menor concentração onde não 

houve crescimento visível do fungo.  

5.2.2 Condições de Cultivo para o sequenciamento 

O isolado Trichophyton rubrum CBS 118892 foi cultivado em MEA e o inóculo foi 

padronizado como descrito no subitem 5.1. Foi transferido 1 mL da suspensão de conídios 

para 100 mL de meio SDB reservado em frascos Erlenmeyer boca estreita de vidro boro 

3.3. Os frascos foram mantidos a 28°C sob agitação de 120 rpm por 96 horas. Após esse 

período, os micélios foram transferidos para novos frascos contendo 100 mL de SDB na 

presença da SRT na concentração correspondente a 70% da CIM. Os micélios foram 

mantidos a 28°C sob agitação de 120 rpm durante 3 ou 12 h. O controle sem SRT foi 

realizado nas mesmas condições de temperatura e agitação. Decorrido o período de 

incubação, os micélios foram coletados por filtração a vácuo, congelados em nitrogênio 

líquido e armazenados -80 ° C até a realização da extração do RNA. 

5.3 Extração de RNA e sequenciamento 

O RNA total foi extraído com o kit de extração Illustra RNAspin Mini (GE 

Healthcare, EUA) seguindo as recomendações do fabricante. Após a extração, com o 
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objetivo de evitar contaminação por DNA genômico, as amostras foram tratadas com 

DNAse I livre de RNAse (Invitrogen, EUA), de acordo com as diretrizes do fabricante. 

A pureza e concentração do RNA foram determinadas usando um espectrofotômetro 

NanoDrop ND-1000, e a integridade das amostras foi determinada usando-se Agilent 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA). RNAs de três repetições biológicas, em 

cultivos independentes para cada condição, foram utilizadas no sequenciamento. As 

bibliotecas foram sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq 2000 (Illumina, USA), 

usando a metodologia de enriquecimento por PCR para gerar bibliotecas pareadas com 

fragmentos de 150 bp. 

5.4 Análise dos dados 

 Os dados obtidos do sequenciamento foram analisados inicialmente quanto à sua 

qualidade empregando o software FastQC e cortados usando Trimmomatic (Bolger et al., 

2014) para remover os adaptadores e sequencias específicas necessárias ao 

sequenciamento. As sequências de boa qualidade de cada amostra foram alinhadas ao 

genoma de referência de T. rubrum (ftp://ftp.broadinstitute.org/pub/annotation/fungi) 

usando o alinhador STAR (Dobin et al., 2013). Foram geradas contagens de leitura em 

nível de gene por STAR usando a opção quantModeGeneCounts. A cobertura média dos 

transcritos e alinhamentos foram inspecionados pelo software Interative genomics viewir 

(IGV) (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdottir et al., 2012). A expressão diferencial foi 

analisada usando o pacote DESeq2 Bioconductor. A correção de Benjamini-Hochberg foi 

aplicada (p < 0,05) (Benjamini and Hochberg, 1995), e o limite de corte de ± 1,5 Log2 

foi definido para revelar diferenças de expressão estatisticamente significativas (genes 

que ultrapassam esses limites são referidos como genes diferencialmente expressos 

(DEs))(Persinoti et al., 2014). Seguiu-se com a categorização funcional usando os termos 

Gene Ontology (GO) atribuídos pelo algoritmo Blast2GO. As categorias altamente 

ftp://ftp.broadinstitute.org/pub/annotation/fungi
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representadas foram determinadas por análise de enriquecimento usando o algoritmo 

BayGO (Vêncio et al., 2006). 

 Para identificar as vias metabólicas, nos quais os genes modulados em resposta a 

SRT poderiam estar envolvidos, foi realizada análise com Kegg Orthology utilizando-se 

o KAAS (Kegg Automatic Annotation Server), para esta análise o organismo modelo de 

referência foi Trichophyton verrucosum (Kanehisa et al., 2016).  

5.5 Validação por RT-qPCR 

A expressão diferencial dos genes foi validada por RT-qPCR com o sistema 

StepOnePlus Real time PCR (Applied Biosystems, EUA). Para isto, foi realizado um 

cultivo nas mesmas condições descritas no subitem 5.2.2. O RNA total foi extraído com 

o reagente Trizol (Sigma Aldrich). Para remover qualquer contaminação de DNA 

genômico, após a extração, 1 μL do RNA total foi utilizado para o tratamento com DNAse 

1 Amplification Grade ® (Sigma Aldrich), seguindo as recomendações do fabricante. 

Para certificação de que todo DNA genômico foi digerido pela enzima, foi realizada uma 

Reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotídeos flanqueando o gene 

da β-tubulina (Fwd: CCGTATGATGGCCACTTTCT; Rev: 

AAGATGGCAGAGCAGGTAAGGT). Os produtos gerados na reação foram 

observados em gel de agarose 2%. Quando constatado que nenhuma amplificação ocorreu 

nas amostras, seguiu-se para a síntese de cDNA. Para isto, foi utilizando o kit Transcrição 

Reversa ® de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems) seguindo as instruções do 

fabricante. Após a síntese de cDNA, para verificar que a síntese foi satisfatória, bem como 

a integridade das amostras, uma PCR foi realizada como descrito anteriormente. Após a 

verificação, seguiu-se para a reação de RT- qPCR (Rocha et al., 2022).  

Para a validação dos dados obtidos no RNA-seq 13 genes foram selecionados 

aleatoriamente com o objetivo de retirar qualquer viés no processo de confirmação. Os 
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iniciadores foram construídos utilizando o software primer3 

(https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) (Tabela 1). A reação foi 

padronizada pela realização do ensaio de curva padrão. A expressão diferencial entre os 

tratamentos foi avaliada com base na quantificação relativa de genes responsivos. Os 

ensaios foram normalizados utilizando-se os genes DNA-dependent RNA polimerase e 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase como controles endógenos (Jacob et al., 

2012). Dados da expressão gênica foram analisados estatisticamente por test t com post 

test de Tukey utilizando o software GraphPad Prism v. 5.1 (GraphPad Software, USA). 

O nível de significância de 95% foi considerado para que as medidas fossem 

estatisticamente diferentes (p< 0,05). A correlação dos dados obtidos no RT- qPCR e no 

RNA-seq foi analisada aplicando-se a correlação de Pearson. 

 

Tabela 1. Lista dos oligonucleotídeos utilizados nos ensaios de RT-qPCR. 

ID Nome do produto do gene Primers (5’ - 3’) 
Eficiênci

a (%) 

TERG_05742 
DNA-dependent RNA 

polymerase II RPB140 

FW: TGCAGGAGCTGGTGGAAGA 

REV:GCTGGGAGGTACTGTTTGATCAA 
94,99 

TERG_04402 
glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

FW: GCGTGACCCAGCCAACA 

REV:CGGTGGACTCGACGATGTAGT 
99,90 

TERG_11735 
microtubule associated 

protein  (T. tonsurans) 

FW: GGGCCAAAGAAACAACAACA 

REV: CGCTCGGCATATTACCCTAA 
98,2 

TERG_07544 lipase (T. tonsurans) 
FW: CTTGACGGATGGAAAAAGGA 

REV: CACCGTTATTTGGATCAGCA 
101,6 

TERG_06673 

pachytene checkpoint 

component Pch2  (T. 

tonsurans) 

FW: ATGGGGAGATGCAGTTATGG  

REV: ACAACGCTCACTTGTGCAAC 102,8 

TERG_01762 
sulfite reductase (NADPH) 

hemoprotein. beta-component 

FW: ACGTGGATTCTGGGAAACAG 

REV: AGGCCGAAAACGGAATACTT 
95,3 

TERG_05522 
lysophospholipase (T. 

equinum) 

FW: CAACGCGGACAATGTCTCTA 

REV:CTCCATTCATCAAAGCACGA 
104,0 

TERG_11924 
ankyrin repeat protein  (T. 

tonsurans) 

FW: GACCGGAAAGGTGGATGTTA 

REV: CTCGTGTCGATAGCTTGCAG 
100,0 

TERG_06548 hypothetical protein 
FW: ATCCGGTTCACAGACCAAAC 

REV: GCTGGATTGAAAGGAGGACA 
102,0 

TERG_03936 CAMK protein kinase 
FW: AGACAGCTGGCTTGCAAAAT 

REV: TGAAACAGTCGTTTGGGACA 
98,9 

TERG_06540 
glutathione transferase  (T. 

tonsurans) 

FW: AGGGATTGAACAAAGCCAGA 

REV: AGGACCAATCTCATCCATCG 
102,0 

TERG_07570 
G-protein signaling regulator. 

putative (T. verrucosum) 

FW: TGGCATCAAGCACAAACTGT 

REV: CTTTTTGGGCTTTGGACTTG 
103,0 

https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
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TERG_07539 
multidrug resistance 

protein  (T. tonsurans) 

FW: CTCCTACCACCCCATTGCTA 

REV: CTCAAGGCCGATAAGGAACA 
100,0 

TERG_03815 subtilisin-like protease 3 
FW: TGGTGTTGACACCGGTATTG 

REV: GTTGCCATCAGTGTTGTCGT 
102,0 

 

5.6 Dosagem do conteúdo de Ergosterol total 

A cepa de T. rubrum CBS118892 foi cultivada em ágar Sabouraud dextrose (SDA) 

por 17 dias a 28 ◦C. Os micélios obtidos foram transferidos para 50 mL de SDB e 

cultivados por 24 h a 28 ◦C com agitação (200 rpm). Após esse período, o micélio foi 

recuperado, inoculado em 20 mL de SDB contendo uma concentração subinibitória da 

SRT (6,25 µg/mL), cetoconazol (KTC, 4 µg/mL; Sigma-Aldrich), ou anfotericina B 

(AMB, 1,25 µg/mL; Sigma-Aldrich), e incubados por 48 h a 28 ◦C, 200 rpm. Micélios 

também foram inoculados em SDB sem fármacos (controle). Os micélios resultantes 

foram filtrados, retirado o excesso de água e pesados. O conteúdo de ergosterol total foi 

determinado. Resumidamente, 3 mL de solução alcoólica de hidróxido de potássio a 25% 

foram adicionados aos micélios secos e misturados em vórtex por 5 min. As amostras 

foram incubadas a 85 ◦C por 1 h. Os tubos foram resfriados à temperatura ambiente e 1 

mL de água destilada e 3 mL de n-heptano foram adicionados, seguido de agitação 

vigorosa em vórtice para 5 min. A camada de heptano foi transferida para um tubo de 

poliestireno limpo, e uma alíquota de 20 µL foi diluída cinco vezes em etanol 100% e lida 

em um espectrofotômetro entre 230 e 300 nm (Arthington-Skaggs et al., 1999). A redução 

no teor de ergosterol foi calculada como a diferença nos tratamentos comparados às 

amostras de controle. Os resultados foram expressos como uma porcentagem do conteúdo 

de ergosterol nos micélios desafiados com os fármacos em comparação com o controle 

de crescimento. O teste ANOVA one-way foi usado para determinar a quantidade de 

ergosterol no controle comparado aos tratamentos, seguido do teste post-hoc de Tukey. O 

nível de significância de 95% foi considerado para que as medidas fossem 
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estatisticamente diferentes (p< 0,05). O software Prism v. 5.1 foi utilizado para gerar os 

gráficos e realizar as análises estatísticas. 

5.7 Análise dos eventos de SA 

Os eventos de splicing alternativo (SA) foram mapeados como descrito anteriormente 

(Martins-Santana et al., 2022). Os eventos foram analisados em R com o pacote ASpli 

(Mancini et al., 2021). Resumidamente, as leituras provenientes da análise do 

sequenciamento de RNA foram mapeadas com o genoma de referência de T. rubrum 

usando o alinhador de sequências STAR (Dobin et al., 2013). As leituras alinhadas ao 

genoma de referência foram processadas usando o pacote ASpli para identificar eventos 

de SA. A análise de expressão diferencial foi realizada usando o pacote DESeq2 

Bioconductor (Love et al., 2014). O valor de p ajustado por Benjamini-Hochberg foi 

definido como 0,05, e um corte de ±1,5 Log2 foi aplicado para identificar os níveis de 

expressão gênica significativamente modulados entre a abundância de transcritos 

(Martins et al., 2020; Bitencourt et al., 2021; Martins-Santana et al., 2022). Os transcritos 

que apresentaram valor ajustado de p menor que 0,05 foram identificados como 

diferencialmente expressos (TDEs) (Sieber et al., 2018).  

Para a validação dos eventos de SA foi selecionado o gene TERG_07061, que codifica 

uma CMGC/SRPK protein kinase e que apresentou retenção do íntron 3 nos ensaios de 

RNA-seq. Inicialmente, os iniciadores foram desenhados flanqueando a região intrônica 

para os ensaios de RT-PCR (Tabela 2). Foi realizada a verificação da temperatura ótima 

de anelamento dos oligos para certificação de bandas correspondentes aos eventos de 

retenção. Para isso, o intervalo de temperatura variando de 50 a 60 oC foi testado. Após o 

estabelecimento dos parâmetros de ciclagem, ambos os tempos de exposição à SRT foram 

testados, além de seus respectivos controles na ausência do antidepressivo. Os produtos 

de PCR e todos os ensaios foram visualizados em gel de agarose 2% com preparo 
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seguindo as instruções do fabricante. A expressão diferencial dos transcritos foi avaliada 

por RT-qPCR conforme descrito anteriormente no item 5.5. Os iniciadores utilizados nos 

ensaios foram projetados dentro de regiões específicas dos transcritos gerados com e sem 

a retenção do íntron 3, respectivamente (Figura 6), e suas sequências encontram-se na 

Tabela 2.  

 

Tabela 2. Lista dos oligonucleotídeos utilizados nos ensaios de RT-PCR e RT-qPCR para 

validação da retenção do íntron 3 no gene que codifica uma CMGC/SRPK protein kinase 

em Trichophyton rubrum. 

ID Primers (5’ - 3’) 

RT-PCR 
FW: CTTCGGAGAGGCAAGAATTG 

REV: CATACGCCTGACCATCCTCT 

Transcrito sem retenção  
FW: TTACAGCCTGGGACTTGC 

REV: GAACCGCATCATACGCCTGA 

Transcrito com retenção  
FW: CCTTTCATCGCTATACTGGT 

REV: GAACCGCATCATACGCCTGA 

 

 

Figura 6. Regiões de anelamento dos oligonucloeotídeos utilizados nos ensaios de RT-

qPCR. Splicing sem retenção foram avaliados através de iniciadores complementares às 

regiões de junção E-3/E-4, enquanto que splicing com retenção do íntron 3 os iniciadores 

eram complementares às regiões de junção I-3/ E-4. Setas vermelhas indicam regiões 

complementares aos iniciadores. E-1: Éxon 1; I-1: Íntron 1; E-2: Éxon 2; I-2: Íntron 2; E-

3: Éxon 3: I-3: Íntron. 
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5.8 Caracterização in silico da retenção de íntron 

Inicialmente a sequência do gene TERG_07061 foi identificada utilizando o banco de 

dados EnsemblFungi seguindo as coordenadas de localização para o íntron retido 

(Start:209028 –End: 209083). Primeiro, os quadros de leitura aberta foram preditos com 

a utilização da ferramenta Expasy - Translate tool. Depois, uma análise funcional foi 

realizada utilizando a base de dados InterPro com a busca por domínios de assinatura 

para as sequências.  
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6. Resultados  

6.1 Perfil transcricional de Trichophyton rubrum desafiado pela SRT 

O RNA-seq foi utilizado para analisar de forma abrangente os genes do dermatófito 

T. rubrum modulados em resposta ao antidepressivo SRT. O fungo foi desafiado em 3h e 

12h de exposição com a concentração do fármaco SRT correspondente a 70% da 

concentração inibitória mínima, ou seja, a menor concentração da SRT que inibe 

visivelmente o crescimento de T.rubrum. Aproximadamente 535,5 milhões de leituras de 

alta qualidade de sequências paired-end de 150 pb foram obtidas (Tabela 3). As 

correlações entre as réplicas em cada ponto de tempo foram fortemente positivas, 

variaram de 0,96 a 0,99 (Tabela 4).  

 

Tabela 3. Características gerais de leituras de RNA-seq mapeadas para o genoma de 

referência de Trichophyton rubrum. 

Amostra Dados 

brutos 

Leituras de alta 

qualidade 

Leituras 

mapeadas  

Total de 

leituras 

mapeadas (%) 

TRSAB 3 horas I 49,001,399 46,661,059 45,099,456 96,65 

TRSAB 3 horas II 53,711,149 50,929,711 48,747,310 95,71 

TRSAB 3 horas III 54,065,522 51,244,460 48,776,743 95,18 

TRSAB 12 horas I 49,723,884 47,231,185 45,011,034 95,30 

TRSAB 12 horas II 48,820,202 46,313,505 38,542,411 83,22 

TRSAB 12 horas III 49,378,560 46,733,086 38,063,153 81,45 

TRSAB Str 3 horas I 44,238,209 41,936,258 40,012,345 95,41 

TRSAB Str 3 horas II 46,989,637 44,653,620 41,137,174 92,13 

TRSAB Str 3 horas III 46,798,013 44,244,584 42,078,809 95,10 

TRSAB Str 12 horas I 42,267,590 40,220,692 38,407,036 95,49 

TRSAB Str 12 horas II 43,358,547 41,011,155 38,955,931 94,99 

TRSAB Str 12 horas III 36,247,455 34,371,291 32,688,609 95,10 

 
 

Tabela 4. Similaridade entre as réplicas biológicas submetidas ao sequenciamento. 

Amostras I vs. II I vs. III II vs. III 

TRSAB 3 horas 0,97 0,98 0,97 

TRSAB 12 horas 0,98 0,99 0,99 

TRSAB Str 3 horas 0,98 0,96 0,99 

TRSAB Str 12 horas 0,99 0,99 0,99 
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Em resposta à exposição ao fármaco SRT, foram quantificados 169 e 1197 genes 

que foram modulados em 3 e 12 h, respectivamente, quando comparados aos níveis de 

expressão do controle. Trezentos e setenta e dois genes foram modulados em ambos os 

momentos, totalizando 1738 genes que responderam ao fármaco SRT (Figura 7A). Dos 

genes modulados após 3h de tratamento com SRT, a maior parte é regulado 

positivamente. Este perfil se inverte em 12 h de exposição à SRT. No entanto, o número 

de genes que são modulados (positiva ou negativamente) neste tempo é cerca de 3 vezes 

maior que em 3h (Figura 7B). 

 

 

Figura 7. Expressão gênica diferencial induzida pelo antidepressivo sertralina. (A) 

Diagrama de Venn representando a expressão diferencial dependente do tempo de 1.738 

genes após exposição a doses subletais da SRT por 3 h e 12 h, em comparação com a 

amostra controle (ausência da SRT). (B) Total de genes induzidos e reprimidos em cada 

período de exposição ao fármaco SRT. 
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Os genes que apresentaram os níveis mais significativos de modulação positiva 

ou negativa em resposta à SRT, no RNA-seq, estão na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Genes de Trichophyton rubrum com maior modulação em sua expressão após 

a exposição ao antidepressivo sertralina. 

 Log2 (Fold change) 

ID Produto do gene             3h          12h 

TERG_06548 hypothetical protein 10,86 11,80  

TERG_00785 endoplasmic reticulum vesicle protein 25 8,60  

TERG_01782 hypothetical protein 8,34 9,02 

TERG_00010 amidase family protein (T. verrucosum)  8,72 

TERG_03829 FAD binding domain-containing protein (T. equinum)  6,92 

TERG_04952 Multidrug resistance protein (T. equinum) 6,87 7,69 

TERG_08954 hypothetical protein 6,61  

TERG_06106 sulfate permease 2 (T. tonsurans)  6,45 

TERG_08751 ABC multidrug transporter, putative (A. benhamiae) 5,82 6,33 

TERG_01543 s-adenosylmethionine (SAM)-dependent methyl transferase (M. gypseum) 5,42 7,48 

TERG_08041 aminotransferase, putative (A. benhamiae) 5,42  

TERG_04937 alpha/beta hydrolase (T. equinum) 5,41 6,40 

TERG_07830 hypothetical protein 5,41 8,22 

TERG_02653 hypothetical protein -6,21  

TERG_02652 O-methyltransferase, putative (T. verrucosum) -4,91  

TERG_04066 filamentation protein (Rhf1), putative (T. verrucosum) -4,67  

TERG_02959 hypothetical protein -4,16  

TERG_05816 hypothetical protein -3,74  

TERG_02650 NmrA family protein (T. equinum) -3,56  

TERG_12339 hypothetical protein -3,31  

TERG_01619 toxin biosynthesis protein (Tri7), putative (T. verrucosum) -3,20  

TERG_00490 erythromycin esterase (T. tonsurans) -3,13 -5,24 

TERG_03826 hypothetical protein -2,77  

TERG_02959 hypothetical protein   -5,90 

TERG_11536 hypothetical protein  -5,69 

TERG_11771 hypothetical protein  -5,51 

TERG_04742 hypothetical protein  -5,29 

TERG_01148 hypothetical protein  -5,26 

TERG_03919 phytoene dehydrogenase (T. equinum)  -5,20 

TERG_01599 hypothetical protein  -4,95 

TERG_12035 NB-ARC and TPR domain protein (A. benhamiae)  -4,87 

TERG_11963 hypothetical protein  -4,79 

 

A categorização funcional dos genes modulados revelou genes relacionados aos 

mecanismos moleculares pelos quais T. rubrum detecta e responde à SRT (Figura 8). 

Análise de função gênica foi enriquecida principalmente nos termos de função molecular 

após 3 h de tratamento. Atividade catalítica, atividade hidrolase, e ligação a íons metálicos 
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foram induzidas, enquanto que genes codificantes para produtos relacionados a atividade 

transferase e metiltransferase foram reprimidos. Dos cerca de 70 genes com atividade 

oxidorredutase que foram modulados após 3 h de exposição à SRT cerca de 55 foram 

induzidos (Figura 8A). Os genes associados à componentes da membrana celular 

regulados positivamente aumentaram em 12 h em comparação tratamento de 3h. Os genes 

relacionados à tradução que foram modulados mostraram-se todos inibidos em 12h. O 

número de genes associados à atividade hidrolase e ao transporte transmembrana 

aumentou em 12h comparado a condição de 3 h, permanecendo induzido em resposta a 

exposição à SRT (Figura 8B). 

 

Figura 8. Categorização funcional baseada na ontologia dos genes diferencialmente 

expressos. As barras vermelhas e verdes indicam o número de genes induzidos e 

reprimidos em resposta ao fármaco SRT (p < 0,05). Os resultados mostram os genes após 
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3 h (A) e 12 h (B) de exposição ao antidepressivo em comparação com o controle sem 

SRT. 

6.2 Confirmação da expressão diferencial por RT-qPCR  

Para validar os resultados do RNA-seq, selecionamos 13 genes diferencialmente 

expressos relacionados a processos como atividade catalítica, atividade de transferase e 

transporte transmembrana para submete-los ao RT-qPCR (Figura 9). Os dados das 

réplicas biológicas revelam a confiabilidade dos resultados (correlação de Pearson, r > 

0,92, p < 0,001) (Tabela 6). 

 

 

Figura 9. Validação dos dados de RNA-seq por RT-qPCR. Um total de 13 genes 

diferencialmente expressos em resposta à exposição ao fármaco SRT foram analisados. 

Gráficos plotados de acordo com fold change de Log2 em cada período de tempo 
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representa mudanças no nível de expressão de cada gene em relação ao controle sem SRT. 

Os asteriscos indicam a significância estatística determinada pelo teste t seguido pelo teste 

post-hoc de Tukey (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). A identificação dos genes se 

encontra na Tabela 6. 

Tabela 6. Comparação dos níveis de expressão gênica avaliados por RNA-seq e RT-

qPCR. 

ID Condição  Produto do gene RNA-seq  qRT-PCR 

TERG_11735 3h microtubule-associated protein (T. tonsurans) -2,4 -1,41 

TERG_07544 3h lipase (T. tonsurans) 2,02 1,13 

TERG_06673 
3h pachytene checkpoint component Pch2 (T. 

tonsurans) 
2,0 0,70 

TERG_01762 
3h sulfitereductase (NADPH) hemoprot. beta-

component 
2,14 1,99 

TERG_05522 3h lysophospholipase (T. equinum) 1,55 0,97 

TERG_11924 12h ankyrin repeat protein (T. tonsurans) 3,85 1,06 

TERG_06548 12h hypothetical protein 11,8 8,63 

TERG_03936 12h CAMK protein kinase -4,19 -0,09 

TERG_06540 12h glutathione transferase (T. tonsurans) -3,44 -0,07 

TERG_07570 
12h G-prot. signaling regulator putative (T. 

verrucosum) 
-3,47 -0,70 

TERG_04234 12h hydrophobin. putative (T. verrucosum) -3,41 -1,98 

TERG_07539 12h multidrug resistance protein (T. tonsurans) -1,72 -1,61 

TERG_03815 12h subtilisin-like protease 3 1,78 1,46 

 

6.3 SRT interfere na sinalização de T. rubrum 

Genes que codificam para proteínas quinases e fatores de transcrição são 

enriquecidos no genoma de dermatófitos antropofílicos (Martinez et al., 2012), sugerindo 

que a modulação das vias de sinalização e a regulação transcricional são importantes na 

especificidade ao hospedeiro. O quinoma de T. rubrum (membros da superfamília da 

proteína quinase) compreende 170 genes codificantes (Martinez et al., 2012). No presente 

trabalho, 81 quinases foram moduladas (Tabela 7), codificando principalmente para 

proteínas quinases serina/treonina e quinases pertencentes ao grupo CMGC (quinases 

dependentes de ciclina (CDKs)). Entre os 15 genes de serina/treonina-proteína quinase 

modulados, apenas TERG_07509 foi reprimido após 12 h de tratamento. Entre os oito 

genes que codificam quinases do tipo CMGC moduladas após exposição à SRT, 

TERG_12259 (proteína CMGC/CLK quinase), TERG_05893 (proteína quinase CMGC) 

e TERG_07061 (proteína CMGC/SRPK quinase) foram reprimidos.  
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A maioria dos fatores de transcrição modulados pela SRT codifica proteínas 

contendo domínio dedo de zinco e são preferencialmente reprimidos, principalmente após 

12 h de exposição (incluindo TERG_02532, TERG_01042 e TERG_05497 (Tabela 8). 

 

Tabela 7. Genes que codificam para proteínas quinase no genoma de Trichophyton 

rubrum modulados em resposta ao fármaco Sertralina. 

ID Produto do gene 3 h 12 h 

TERG_00199 serine/threonine protein kinase 2,32 2,61 

TERG_00620 NAD+ kinase Utr1  (T. equinum) 0,74 2,30 

TERG_00689 AUR protein kinase -1,16 -3,75 

TERG_00694 glutamate 5-kinase -1,77 -3,65 

TERG_00783 guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein -1,03 -2,40 

TERG_00875 glutamate-cysteine ligase 1,76 0,73 

TERG_00962 protein kinase subdomain-containing protein  (T. tonsurans) -0,94 -1,91 

TERG_01105 serine/threonine protein kinase  (T. tonsurans) 1,24 1,60 

TERG_01322 NEK protein kinase  (T. tonsurans) -1,45 -2.98 

TERG_01761 hypothetical protein -0,98 -1,54 

TERG_01822 serine/threonine protein kinase 0,62 2,21 

TERG_01856 CMGC/SRPK protein kinase 0,74 1,62 

TERG_01919 serine/threonine protein kinase 1,92 2,96 

TERG_01925 hypothetical protein 1,77 3,53 

TERG_01996 serine/threonine protein kinase 0,90 1,60 

TERG_02018 hypothetical protein 1,27 2,02 

TERG_02211 serine/threonine protein kinase  (T. tonsurans) 0,78 1,88 

TERG_02263 hypothetical protein -0,09 -2,16 

TERG_02655 hypothetical protein 2,48 0,91 

TERG_02759 hexokinase XprF  (T. equinum) -0,65 -1,98 

TERG_03182 serine/threonine protein kinase  (T. equinum) 0,92 1,65 

TERG_03229 hexokinase  (T. tonsurans) 1,92 1,65 

TERG_03415 serine/threonine protein kinase 1,02 2,33 

TERG_03628 serine/threonine protein kinase  (T. tonsurans) 0,99 2,30 

TERG_03684 stress activated MAP kinase interacting protein  (T. equinum) 1,08 1,82 

TERG_03871 phosphotransferase  (M. canis) 1,60 0,08 

TERG_03892 CAMK/CAMKL protein kinase  (T. tonsurans) 1,78 1.62 

TERG_03936 CAMK protein kinase -1,13 -4,19 

TERG_04036 adenosine kinase  (T. tonsurans) -1,31 -2,34 

TERG_04103 hypothetical protein 0,62 1,63 

TERG_04210 CAMKK/CAMKK-META protein kinase 0,81 1,57 

TERG_04374 STE/STE20/YSK protein kinase -1,34 -3,18 

TERG_04385 serine/threonine protein kinase  (T. tonsurans) 0,87 1,74 

TERG_04429 MORN repeat-containing protein  (T. equinum) 0,79 1,84 

TERG_04447 protein kinase subdomain-containing protein  (T. equinum) 1,54 1,34 
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TERG_04448 CMGC/DYRK protein kinase  (M. gypseum) 1,97 0,06 

TERG_04558 nucleoside diphosphate kinase -1,57 -2,48 

TERG_04941 mitochondrial pyruvate dehydrogenase kinase  (T. tonsurans) 0,95 2,08 

TERG_05098 arginine metabolism regulation protein iii  (T. verrucosum) 0,35 1,74 

TERG_05251 phosphoglycerate kinase -0,91 -2,28 

TERG_05544 plk/plk-unclassified protein kinase  (T. tonsurans) -1,08 -2,36 

TERG_05552 DNA mismatch repair protein MutL  (T. tonsurans) 1,14 1,53 

TERG_05553 integral membrane protein  (T. equinum) 0,33 1,90 

TERG_05615 hsp70-like protein  (T. equinum) 0,92 -2,55 

TERG_05813 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase  (T. equinum) 0,26 1,55 

TERG_05893 CMGC protein kinase  (T. tonsurans) -0,46 -2,37 

TERG_05948 protein kinase subdomain-containing protein  (T. equinum) -0,15 -1,68 

TERG_06366 CAMK protein kinase -0,72 -1,54 

TERG_06403 HASPIN protein kinase -1,12 -2,97 

TERG_06407 protein kinase subdomain-containing protein  (M. canis) 2,11 1,95 

TERG_06539 fructosamine-3-kinase  (T. equinum) -1,32 -1,90 

TERG_06761 CAMK protein kinase  (T. tonsurans) 1,53 1,31 

TERG_06765 ULK/ULK protein kinase 0,39 1,58 

TERG_06836 CAMK/CAMK1/CAMK1-RCK protein kinase 0,60 1,56 

TERG_06969 CMGC/CDK/CDK5 protein kinase 1,34 2,17 

TERG_07012 rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin -1,20 -1,97 

TERG_07061 CMGC/SRPK protein kinase -0,97 -1,61 

TERG_07134 serine/threonine protein kinase 2,05 2,67 

TERG_07273 glycerol kinase  (T. equinum) 0,91 2,29 

TERG_07509 serine/threonine protein kinase  (M. canis) -0,76 -2,09 

TERG_07547 RGS domain-containing protein  (T. tonsurans) -1,03 -1,73 

TERG_07616 diphosphomevalonate decarboxylase -1,33 -1,68 

TERG_07639 atypical/ABC1/ABC1-B protein kinase  (T. tonsurans) -1,28 -2,65 

TERG_07782 GA-binding protein beta chain  (M. gypseum) 2,19 0,56 

TERG_07921 adenylylsulfate kinase 1,24 2,18 

TERG_08066 STE/STE7 protein kinase 0,59 1,57 

TERG_08278 serine/threonine protein kinase  (T. tonsurans) 0,71 2,19 

TERG_08368 TTK protein kinase -0,88 -1,69 

TERG_08538 Diacylglycerol kinase domain-containing protein  (T. equinum) 0,77 2,06 

TERG_08539 Diacylglycerol kinase domain-containing protein  (T. equinum) 2.51 4.42 

TERG_08568 CMGC/SRPK protein kinase 1,75 2,47 

TERG_08794 pyruvate dehydrogenase kinase  (T. equinum) 0,16 -1,94 

TERG_11505 phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] -0,06 -3,77 

TERG_11506 phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] 0,08 -3,27 

TERG_11690 protein kinase subdomain-containing protein  (T. tonsurans) -1,35 -1,86 

TERG_11800 serine/threonine protein kinase  (T. equinum) 1,74 1,19 

TERG_11801 serine/threonine protein kinase  (T. equinum) 2,06 1,70 

TERG_12033 atypical/RIO/RIO1 protein kinase  (T. tonsurans) -0,77 -2,49 

TERG_12071 AGC/DMPK protein kinase  (T. equinum) -1,70 0,94 

TERG_12259 CMGC/CLK protein kinase  (T. equinum) -0,62 -2,00 

TERG_12322 CMGC/SRPK protein kinase  (M. gypseum) 2,05 1,96 
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(*) Valores em log2 FC. Em vermelho valores iguais ou acima de 1,50. Em verde valores iguais 

ou abaixo de -1,50. 

 
 

Tabela 8. Fatores de transcrição de Trichophyton rubrum modulados em resposta à 

exposição ao fármaco sertralina. 

ID Produto do gene 3 h 12 h 

TERG_00218 C2H2 transcription factor (Swi5), putative  (A. benhamiae) -0,97 -3,97 

TERG_01042 C6 transcription factor, putative  (T. verrucosum) 2,14 2,91 

TERG_01310 nascent polypeptide-associated complex subunit beta -0,80 -1,69 

TERG_02061 C2H2 transcription factor (Ace1), putative  (T. verrucosum) 1,20 1,89 

TERG_02532 C6 transcription factor, putative  (T. verrucosum) 2,72 4,90 

TERG_02843 C6 transcription factor  (T. equinum) -0,73 1,62 

TERG_02955 CP2 transcription factor, putative  (A. benhamiae) -0,56 -1,53 

TERG_03333 transcription factor RfeD, putative  (A. benhamiae) 1,72 2,26 

TERG_03619 transcription factor Tos4  (T. equinum) -1,44 -2,27 

TERG_03861 C2H2 transcription factor  (T. tonsurans) 0,96 2,03 

TERG_04089 RfxA protein  (T. equinum) -1,03 -2,32 

TERG_04600 fungal specific transc. factor domain-cont. prot. (T. equinum) 1,34 2,96 

TERG_05021 C6 transcription factor, putative  (A. benhamiae) -0,31 -1,88 

TERG_05032 C6 transcription factor  (T. equinum) 1,32 2,36 

TERG_06802 hypothetical protein 1,49 1,79 

TERG_06815 bZIP transcription factor  (T. tonsurans) -0,92 -2,11 

TERG_06884 C6 transcription factor (War1), putative  (T. verrucosum) 0,95 1,54 

TERG_07077 C6 transcription factor  (T. equinum) 1,14 1,70 

TERG_07493 Zinc knuckle transcription factor (CnjB)  (T. tonsurans) -1,49 -2,21 

TERG_08262 C6 transcription factor, putative  (A. benhamiae) 0,63 2,06 

TERG_08825 bZIP transcription factor JlbA/IDI-4  (T. verrucosum) 1,58 1,93 

TERG_11817 Transc. initiat. factor TFIID sub. 7, putative  (T. verrucosum) 1,41 2,91 

TERG_11920 Vesic. med. transp. prot. Bfr2/Che-1, putative  (T. verrucosum) -1,68 3,68 

(*) Valores em log2 FC. Em vermelho valores iguais ou acima de 1,50. Em verde valores iguais 

ou abaixo de -1,50. 

 

6.4 A parede celular e a estrutura da membrana são afetadas pela SRT 

A SRT modulou a expressão de genes associados à formação de glucanos e 

quitinas, que são polissacarídeos estruturais importantes na parede celular fúngica. Esses 

genes incluem endoglucanases (TERG_08178, TERG_03353, TERG_06189 e 

TERG_04268), quitinases (TERG_05626 e TERG_05625) e quitina sintases 

(TERG_12318 e TERG_12319). Enquanto os genes relacionados ao glucano foram 

predominantemente induzidos, os genes associados à quitina foram reprimidos após 12 h 
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de tratamento com a SRT. O gene que codifica a hidrofobina (TERG_04234) foi 

reprimido após apenas 12 h de exposição à SRT. Além disso, SRT regula negativamente 

a expressão de genes que codificam componentes da via biossintética do ergosterol em T. 

rubrum. Após 12 h, os genes que codificam para difosfomevalonato descarboxilase 

(erg19; TERG_07616), C-8 esterol isomerase (erg1; TERG_06755), c-14 esterol redutase 

(erg24; TERG_04382), C-4 metilsterol oxidase (erg25; TERG_08545), proteína de 

biossíntese de ergosterol (erg28; TERG_04740) e esterol 24-Cmetiltransferase/Delta 

(24(24[1]))-sterol redutase (erg4; TERG_06528/TERG_03102) foram reprimidos. O 

gene codificador de esqualeno epoxidase (erg1; TERG_05717) foi reprimido após 3 e 

12h. 

 O baixo conteúdo de ergosterol após tratamento com SRT confirmou a inibição 

da via Biosintética desse esterol (Figura 10). Ainda, a modulação da esfingomielinase D 

(TERG_01406), fosfolipase lisossômica A2 (TERG_03747), B (TERG_05522) e D 

(TERG_05303) e regulação positiva da fosfolipase A2 secretora (TERG_00127) foram 

observadas. 

 

 

Figura 10. Efeito do fármaco sertralina no teor de ergosterol total como porcentagem do 

peso úmido do micélio de Trichophyton rubrum. Controle (ausência de fármacos), 

presença dos antifúngicos anfotericina B (ANF cim e ANF 2x cim), cetoconazol (KTC 
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cim e KTC 2x cim) como controles positivos e SRT na concentração subinibitória (6,25 

µg/mL). Os asteriscos representam diferença estatística * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 

0,001 em comparação ao controle. 

 

A exposição à SRT levou ao acúmulo de transcritos de alguns genes que codificam 

transportadores de membrana. O número de genes modulados aumentou ao longo do 

tempo. Genes que codificam os transportadores do tipo MFS foram preferencialmente 

inibidos em ambos os pontos de tempo. Entre os genes regulados positivamente, 23 

permaneceram induzidos após 3 e 12 h de desafio com SRT (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Genes que codificam transportadores no genoma de Trichophyton rubrum 

modulados em resposta à exposição ao fármaco sertralina. 

ID Produto do gene 3h 12h 

TERG_00286 ABC transporter  (T. tonsurans) 0,52 1,53 

TERG_00402 ABC multidrug transporter, putative  (T. verrucosum) 2,49 3,00 

TERG_00955 ABC drug exporter AtrF  (T. verrucosum) 2,07 1,62 

TERG_01443 ABC multidrug transporter  (T. tonsurans) -0,02 -1,61 

TERG_01718 cell division control protein Cdc6  (T. tonsurans) -1,35 -2,19 

TERG_02186 ABC multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 1,91 3,47 

TERG_02867 ribosome biogenesis ATPase RIX7  (T. tonsurans) -1,05 -1,91 

TERG_04224 ABC transporter 2,32 3,96 

TERG_04952 multidrug resistance protein  (T. equinum) 6,87 7,69 

TERG_05126 ABC multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 1,17 2,27 

TERG_05254 translation initiation factor RLI1 -0,84 -1,60 

TERG_08130 ABC ATPase  (T. equinum) 2,36 0,54 

TERG_08299 multidrug resist.-associated prot. 1 transporter  (M. canis) 1,96 3,30 

TERG_08613 ABC multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 1,16 3,50 

TERG_08751 ABC multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 5,82 6,33 

TERG_12373 multidrug resistance protein  (T. tonsurans) 0,57 -1,73 

TERG_12595 ABC multidrug transporter SitT  (T. tonsurans) 0,15 3,60 

TERG_00008 MFS phospholipid transporter  (T. tonsurans) -0,19 -1,53 

TERG_00162 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 2,30 2,26 

TERG_00574 MFS multidrug transporter, putative  (T. verrucosum) 1,86 3,07 

TERG_00776 MFS transporter  (T. tonsurans) 0,83 1,82 

TERG_01053 MFS monocarboxylate transp., putative  (T. verrucosum) 1,76 2,39 

TERG_01336 MFS transporter  (T. equinum) 0,06 -2,30 

TERG_01480 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 1,11 -3,74 

TERG_01623 MFS transporter  (T. equinum) 1,54 2,98 

TERG_01634 MFS multidrug transporter, putative  (T. verrucosum) -1,17 -2,40 
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TERG_01912 MFS transporter  (T. equinum) 0,32 -2,29 

TERG_02265 MFS multidrug transporter  (T. equinum) 1,15 2,02 

TERG_02283 MFS transporter, putative  (T. verrucosum) -0,05 -2,18 

TERG_02369 MFS transporter  (T. tonsurans) 0,68 1,51 

TERG_02545 MFS monocarboxylate transporter  (T, equinum) 0,26 -2,14 

TERG_02616 integral membrane protein  (T, equinum) 0,55 -1,63 

TERG_02844 major facilitator superfamily transporter  (T. tonsurans) -2,51 0,19 

TERG_03055 MFS transporter, putative  (T. verrucosum) 2,51 2,25 

TERG_03174 MFS siderochrome iron transporter MirB  (T. verrucosum) -0,30 -1,57 

TERG_03240 transmembrane efflux protein  (T. tonsurans) 1,64 1,70 

TERG_03965 MFS nicotinic acid transporter  (T. tonsurans) 1,49 2,31 

TERG_04308 MFS sugar transporter  (T. tonsurans) -0,10 -2,59 

TERG_04399 MFS transporter, putative  (A. benhamiae) 2,31 1,81 

TERG_04764 MFS transporter  (T. tonsurans) 1,93 0,88 

TERG_04765 MFS transporter, putative  (A. benhamiae) 1,70 1,30 

TERG_04875 monocarboxylate permease  (T. equinum) -1,07 -1,88 

TERG_05104 MFS transporter of unknown specificity  (T. verrucosum) 1,96 1,67 

TERG_05199 MFS gliotoxin efflux transporter GliA  (T. verrucosum) 2,20 2,70 

TERG_05202 MFS drug efflux transporter  (T. equinum) -0,07 -2,58 

TERG_05342 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) -0,44 -1,91 

TERG_05429 MFS multidrug transporter, putative  (T. verrucosum) 0,94 2,33 

TERG_05466 MFS transporter, putative  (T. verrucosum) 3,12 3,90 

TERG_05575 MFS multidrug transporter  (T. tonsurans) 1,12 1,98 

TERG_05891 MFS phosphate transporter  (T. equinum) -1,23 -1,65 

TERG_06650 MFS monocarboxylate transp., putative  (A. benhamiae) 1,53 1,63 

TERG_06679 MFS transporter, putative  (A. benhamiae) 1,45 2,64 

TERG_07040 MFS drug efflux transporter  (T. equinum) 2,07 0,32 

TERG_07492 sugar transporter STL1  (T. tonsurans) 0,35 1,50 

TERG_07539 multidrug resistance protein  (T. tonsurans) -0,04 -1,72 

TERG_07654 MFS transporter, putative  (T. verrucosum) 1,48 3,48 

TERG_08095 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 0,48 -2,19 

TERG_08336 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 1,53 0,49 

TERG_08700 DUF895 domain membrane protein  (T. equinum) 2,83 1,79 

TERG_11600 MFS transporter  (T. tonsurans) -0,46 -1,78 

TERG_11753 MFS transporter  (T. tonsurans) -0,40 -2,28 

TERG_11943 MFS maltose permease  (T. tonsurans) 1,31 1,55 

TERG_12017 MFS sugar transporter, putative  (A. benhamiae) -0,82 -3,68 

TERG_12018 MFS sugar transporter, putative  (A. benhamiae) -1,06 -3,85 

TERG_12193 MFS sugar transporter  (T. equinum) -1,84 -2,38 

TERG_12194 MFS monosaccharide transport., putative  (T. verrucosum) -2,01 -2,53 

TERG_12270 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 2,00 -0,02 

TERG_12370 MFS multidrug transporter, putative  (A. benhamiae) 1,38 1,72 

TERG_12503 polyamine transporter 2 0,12 -1,71 

TERG_12504 MFS multidrug transporter  (T. equinum) 0,26 -1,54 

TERG_12511 MFS multidrug transporter  (T. equinum) -0,05 -1,95 

TERG_00616 potassium/sodium efflux P-type ATPase, fungal-type 1,98 5,04 
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TERG_02565 sulfate transporter  (T. equinum) 1,77 1,82 

TERG_03396 phospholipid-transporting ATPase  (T. equinum) 1,38 2,11 

TERG_03401 high affinity nickel transporter  (T. tonsurans) -0,54 -1,95 

TERG_03408 ZIP metal ion transporter  (T. equinum) 0,69 1,58 

TERG_03714 NCS1 nucleoside transporter  (T. tonsurans) 1,30 2,53 

TERG_04778 Ribos. assembly and trans. prot. Srp40 (T. verrucosum) -1,30 -2,12 

TERG_04790 arsenical-resistance protein -1,29 -1,81 

TERG_05023 calcium/proton exchanger 3,86 2,95 

TERG_05141 NCS1 nucleoside transporter  (T. equinum) -1,15 -3,13 

TERG_05701 C4-dicarboxylate transp./malic acid protein (T. verrucosum) -0,70 -1,62 

TERG_05837 Plasm. memb. ammonium trans. (Ato3), putativ. (A. benhamiae) 0,46 2,12 

TERG_07174 vesicle transport V-snare protein  (T. equinum) 0,42 1,53 

TERG_07921 adenylylsulfate kinase 1,24 2,18 

TERG_07942 calcium channel subunit Cch1  (T. tonsurans) 1,15 2,01 

TERG_08377 copper transporter Ctr  (T. tonsurans) 1,21 2,92 

TERG_11885 ABC bile acid transporter, putative  (T. verrucosum) 0,98 1,61 

TERG_11920 vesicle-med. transp.prot.Bfr2/Che-1 (T. verrucosum) -1,68 3,68 

TERG_12058 transporter smf2  (T. tonsurans) -0,71 -2,38 

TERG_12059 transporter smf2  (T. tonsurans) -0,33 -1,83 

TERG_12342 membrane zinc transporter  (T. tonsurans) 0,29 -3,13 

TERG_12436 monocarboxylate transporter  (M. canis) 1,31 1,88 

TERG_12559 copper-transporting ATPase  (T. tonsurans) 1,67 2,82 

(*) Valores expressos em log2 FC ± 1,5 estão destacados em vermelho para genes induzidos e em verde 

para genes reprimidos na presença do fármaco SRT. 

 

6.5 SRT afeta a transcrição de genes de estresse oxidativo em T. rubrum 

Através da regulação positiva dos genes da glutationa S-transferase (GST) (TERG 

03390, TERG 04960, TERG 01405, TERG 07326, TERG 02041, TERG 00579, TERG 

08208 e TERG 05135), T. rubrum pode ter uma resposta alterada ao estresse oxidativo 

quando exposto ao fármaco SRT. Na presença da SRT, dois outros genes GST 

(TERG_06540 e TERG_06578), bem como genes codificando catalase A (TERG_01252) 

e Fe-superóxido dismutase (TERG_04819), foram regulados negativamente. Além disso, 

SRT regulou positivamente o gene que codifica a tioredoxina redutase (TERG_08849) e 

regulou negativamente o gene da tiorredoxina (TERG_05849). Tioredoxinas (TRX) são 

pequenas proteínas redox onipresentes que desempenham papéis-chave na sinalização 

redox e respostas ao estresse oxidativo. Os genes responsáveis pela conversão da 
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melatonina em dois metabólitos, 6-hidroximelatonina e N-acetil-N-formil-5-

metoxiquinuramina, foram também regulados positivamente pela SRT (Figura 11). 

Finalmente, o gene mais induzido em ambos os momentos (TERG_06548) foi um 

ortólogo oxidoredutase identificado em Microsporum canis. 

 

 

Figura 11. A via biossintética envolvida na síntese de melatonina a partir do triptofano. 

Etapas enzimáticas do triptofano à melatonina e os metabólitos correlacionados. 

 

6.6 Efeito da SRT no Metabolismo de T. rubrum 

SRT aparentemente interfere com o metabolismo primário de T. rubrum. Enquanto 

os genes envolvidos na glicólise foram reprimidos, os genes envolvidos no ciclo do 

glioxilato, etanol e biossíntese de glicerol e desramificação de glicogênio foram 

induzidos. O antidepressivo faz T. rubrum desviar do metabolismo de carbono padrão 

para caminhos alternativos (Figura 12). Este efeito repressivo nos genes da via da 

glicólise neutraliza a etapa inicial realizada pela hexoquinase (TERG_03229), que foi 

induzida. A reprogramação metabólica induziu a expressão de genes associados ao ciclo 

do glioxilato (TERG_11639, TERG_01281, TERG_08288 e TERG_08287) e biossíntese 
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de glicerol (TERG_07273, TERG_12172 e TERG_12173). Além disso, SRT modulou 

genes relacionados ao catabolismo de etanol e glicerol e induziu uma enzima 

desramificadora (TERG_06681). Essa enzima facilita a quebra do glicogênio, que serve 

como reserva de glicose. 

 

 

Figura 12. Visão geral do efeito do fármaco sertralina no metabolismo de Trichophyton 

rubrum. Genes induzidos (vermelho) ou reprimidos (verde) considerando ± 1,5 Log2 FC. 

Em amarelo, o acúmulo de transcrição está abaixo do limiar de ± 1,5 Log2 FC 

(correspondente a 1,47 fold change).  

 

6.7 Eventos de SA na presença do fármaco SRT 

O RNA-seq revelou a expressão diferencial de transcritos alternativos em 288 

genes em 3h e em 679 genes em 12h na presença da SRT. Portanto, a maioria dos genes 

responsivos ao desafio concentrou-se em 12h (Figura 13). 

Os genes com as maiores modulações de eventos de SA estão listados na Tabela 

10. Transportadores de membrana, fatores de transcrição e proteínas quinase continuaram 

como grupos proeminentes, porém, não há necessariamente relação entre a indução ou 

repressão dos genes com os eventos de SA.  
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Figura 13. Diagrama de Venn apresentando os genes que sofreram splicing alternativo 

após exposição à dose subletal da SRT por 3 h e 12 h em comparação com as amostras 

de controle sem SRT. 

 

Tabela 10. Os eventos de splicing alternativo mais significativamente regulados. 

                                                                                                                                         Log2 Fold change 

ID Produto do gene   3h 12h 

TERG_07560 hypothetical protein 4,02 3,19 

TERG_00243 pathogenesis associated protein Cap20, putative  (T. verrucosum) 2,88 5,46 

TERG_08430 Neurofilament heavy polypeptide  (T. tonsurans) 2,77 2,86 

TERG_08333 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 2,70 3,27 

TERG_04145 ATP synthase subunit beta, mitochondrial 2,12 3,45 

TERG_06358 dicer  (T. tonsurans) 2,04  

TERG_03566 GYF domain-containing protein  (T. equinum) 2,02  

TERG_07169 hypothetical protein 2,01  

TERG_07200 C2 domain-containing protein  (T. tonsurans) 1,91  

TERG_03599 metalloproteinase  (T. equinum) 1,90  

TERG_07656 lupus La protein  (T. equinum)  3,09 

TERG_03642 hypothetical protein  2,97 

TERG_07330 chromatin regulatory protein sir2  (T. tonsurans)  2,73 

TERG_01957 proteinase T  (M. gypseum)  2,72 

TERG_07753 hypothetical protein  2,69 

TERG_06810 hypothetical protein -1,93  

TERG_08093 inositolphosphorylceramide-B C-26 hydroxylase  (T. equinum) -1,96  

TERG_06041 hypothetical protein -1,98  

TERG_03829 FAD binding domain-containing protein  (T. equinum) -1,99  

TERG_00146 

Phospholip.-translocating P-type ATPase domain-containing protein  

(T. equinum) -2,00  

TERG_00362 glutaminase  (T. equinum) -2,02  

TERG_00412 CMGC/SRPK protein kinase  (T. tonsurans) -2,07  

TERG_02483 hypothetical protein -2,19  
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TERG_07283 GABA permease  (T. equinum) -2,25  

TERG_00553 amino acid permease  (T. equinum) -2,42  

TERG_07238 zinc-binding oxidoreductase, putative  (A. benhamiae)  -3,58 

TERG_08672 HFR-3  (M. canis)  -3,61 

TERG_01479 GTPase activating protein  (T. tonsurans)  -3,82 

TERG_07070 meiotically up-regulated 62 protein  (M. gypseum)  -3,94 

TERG_08189 CMGC/CLK protein kinase  -3,99 

TERG_07319 metacaspase 1B  (T. tonsurans)  -4,00 

TERG_02909 acyl-CoA oxidase, putative  (T. verrucosum)  -4,17 

TERG_04324 extracellular metalloproteinase 4  -4,51 

TERG_08416 DUF1339 domain-containing protein  (T. equinum)  -5,18 

TERG_00745 fes/CIP4 y domain-containing protein  (T. equinum)  -5,19 

 

Para validar o SA um gene codificador da quinase CMGC/SRPK, TERG_07061, 

foi selecionado pois ele apresentou repressão de sua expressão na presença da SRT em 

3h e 12h (Tabela 7) e indução da retenção do íntron 3 em 3h (1,43 log2 FC) e 12h (2,50 

log2 FC). O resultado do teste de variação da temperatura de anelamento dos primers 

demonstra que os iniciadores se ligam especificadamente nas regiões determinadas. 

Apenas duas bandas foram visualizadas após a amplificação do produto do cDNA com 

primers que flanqueiam o intron 3. A banda de maior tamanho corresponde ao produto 

de amplificação do transcrito com retenção do íntron com 253pb, e a banda de menor 

tamanho corresponde ao transcrito processado com 197pb (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose realizada com produtos RT-PCR. Teste do 

gradiente de temperatura do passo de anelamento dos oligonucleotídeos. Da esquerda 

para direita, M: marcador de peso molecular (100pb); 1: 50 °C; 2: 50,3°C; 3: 50,9°C; 4: 

51,1°C; 5: 53,1°C; 6: 54,4°C; 7: 55,6°C; 8: 56,9°C; 9: 58,2°C; 10: 59,1; 11: 59,7°C. Todos 

os produtos de amplificação de cDNA foram obtidos de micélios cultivados na ausência 

da SRT.  
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Os resultados obtidos confirmam os eventos de retenção do íntron para os tempos 3h 

e 12h, na presença e na ausência do fármaco SRT, como revelado nos dados do RNA-seq 

(Figura 15B). 

 

 

Figura 15. Produtos de amplificação de cDNA obtido de micélios de Trichophyton 

rubrum na presença de 70% da CIM do fármaco sertralina. A) Produto de amplificação 

de cDNA utilizando oligonucleotídeos que flanqueiam um íntron do gene da β-tubulina 

de T. rubrum. B) Produto de amplificação de cDNA utilizando oligonucleotídeos que 

flanqueiam o íntron 3 do gene TERG_07061 codificador da quinase CMGC/SRPK de T. 

rubrum. M: marcador de peso molecular (100pb); Saboraud R1, R2 e R3 cDNA extraído 

de micélios crescidos na ausência do fármaco SRT; Sertralina R1, R2 e R3 cDNA extraído 

de micélios crescidos na presença do fármaco SRT; gDNA: DNA extraído de micélios 

crescidos na ausência do fármaco utilizado como controle positivo; C-: controle negativo.  

 

Conforme revelado nos dados de RNA-seq, houve indução significativa da retenção 

do intron 3 em 12h de exposição à SRT. Apesar da expressão da isoforma sem retenção 

também estar induzida em 12h, os valores de expressão relativa são maiores para a 

isoforma com retenção do íntron 3 (Figura 16). Adicionalmente, dos 81 genes 
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codificadores de proteína quinase que foram modulados pela SRT (Tabela 7). Apenas 38 

genes sofreram SA mostrando que não é um fenômeno geral para todas as quinases. 

  

 
Figura 16. Nível de expressão relativa das isoformas do gene TERG_07061 codificador 

da quinase CMGC/SRPK em Trichophyton rubrum. (A) Expressão relativa da isoforma 

sem retenção do íntron 3 após 12h de tratamento em comparação com controle na 

ausência do fármaco SRT. (B) Isoforma com retenção do íntron 3 após 12h de tratamento 

em comparação com o controle na ausência do fármaco SRT. Os asteriscos indicam a 

significância estatística determinada pelo teste t seguido de post-hoc de Tukey (** p < 

0,01). 

  

6.8 Caracterização das isoformas do gene SRPK 

O gene TERG_07061 codifica para uma proteína quinase CMGC/SRPK e tem 2.246 

pares de base. Apenas uma isoforma proteica contendo 400 aminoácidos está descrita. 

Quando o íntron 3 é retido a proteína tem 67 resíduos de aminoácidos a menos em 

comparação com a isoforma descrita no EnsemblFungi.  

Portanto, a busca por domínios revelou proteínas com tamanhos diferentes. A 

isoforma com retenção do íntron é menor, porém, possui em sua estrutura pelo menos 

parte dos domínios de assinatura para proteína quinase. Além disso, as análises de 

predição de domínios mostraram que o sítio de ligação ao ATP foi mantido, 

permanecendo do mesmo tamanho e posição na proteína com retenção (Figura 17).  
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Figura 17. Comparação entre isoformas do gene SRPK. Análise dos domínios das 

isoformas derivadas do splicing convencional e splicing com retenção de íntron 3. Ex-1: 

Éxon 1; Ex-2: Éxon 2; Ex-3: Éxon 3 e E-4: Éxon 4. UAA: códon de parada. 
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7. Discussão 

Conhecer os possíveis mecanismos relacionados à resposta dos patógenos ao 

candidato a fármaco facilitará a otimização do seu reposicionamento. Portanto, 

realizamos uma análise abrangente dos efeitos do antidepressivo SRT no transcriptoma 

do agente etiológico mais comum das dermatofitoses, o dermatófito T. rubrum.  

Além de seu uso como antidepressivo, o fármaco SRT também tem sido explorado 

para outras aplicações terapêuticas. Estudos in vitro e in vivo demonstraram seu potencial 

de aplicação no tratamento de osteomielite e câncer (Muthu et al., 2019; Baú-Carneiro et 

al., 2022). Além disso, a SRT apresenta atividades antiparasitárias, antibacterianas e 

antifúngicas contra vários fungos patogênicos, incluindo C. neoformans, Aspergillus 

fumigatus, Trichosporon asahii, Sporothrix schenckii e T. rubrum (Lass-Flörl et al., 2001; 

Cong et al., 2016; Ferreira et al., 2018; Muthu et al., 2019; Villanueva-Lozano et al., 

2019; Breuer et al., 2022; Rocha et al., 2022). A SRT também é eficaz isoladamente ou 

como terapia adjuvante contra a formação de biofilme de T. rubrum, in vitro e em modelo 

de unha humana, isoladamente ou em combinação com caspofungina (Rocha et al., 2022).  

7.1 Sequenciamento  

O RNA-seq é uma tecnologia confiável que usa 3 réplicas técnicas e 3 réplicas 

biológicas. No entanto, devido ao grande volume de dados obtidos é recomendável usar 

uma outra técnica para validar o experimento. Nós utilizamos o RT-qPCR, e 

selecionamos 13 genes aleatoriamente, sem predileção de vias, tipo de modulação ou 

tempo de exposição, com o intuito de obter uma amostra a mais heterogênea possível. 

Os resultados obtidos demonstraram a confiabilidade do RNA-seq. As leituras de alta 

qualidade, bem como a correlação entre RT-qPCR e RNA-seq, justificam seu uso nesse 

e em outros estudos sobre os efeitos de fármacos antidermatofíticos. (Persinoti et al., 

2014; Mendes et al., 2018; Martins et al., 2019). 
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7.2 SRT afeta sinalização celular e a transcrição em T. rubrum 

O enriquecimento do domínio da proteína quinase serina/treonina (IPR002290), o 

catalisador domínio da proteína quinase tirosina e o domínio de ligação ao DNA 

semelhante a fungos Zn(2)-C(6) (IPR001138) foi relatado em fungos antropofílicos 

(Martinez et al., 2012). O perfil transcricional de T. rubrum após ser desafiado com a 

SRT forneceu evidências de que quinases e os genes associados à regulação 

transcricional, quando modulados, foram preferencialmente induzidas, principalmente 

em 12 h de desafio. 

A fosforilação por proteínas quinases é um mecanismo crítico que ajusta as atividades 

celulares como proliferação, metabolismo, apoptose e expressão gênica. Essas proteínas 

funcionam como interruptores moleculares ligando e desligando vias através de eventos 

de fosforilação (Watson et al., 2020). A indução da transcrição resultante da exposição à 

SRT sugere ativação de vias de sinalização específicas. Os resultados obtidos indicam a 

ativação do splicing através da fosforilação reversível de proteínas SR. Essa fosforilação 

depende das famílias SRPK e CLK. A família SRPK fosforila proteínas SR, promovendo 

a importação nuclear de proteínas SR. Uma vez no núcleo, as proteínas SR podem ser 

fosforiladas pela família CLK de quinases, que compreende uma sequência de eventos 

essenciais para o splicing do pré-mRNA (Zhou and Fu, 2013). Por outro lado, o número 

significativo de genes codificadores de proteínas quinases modulados negativamente, 

sugere a desativação de outras vias. Essa estratégia de desativação pode representar uma 

demanda de conservação de energia suportada pela regulação negativa da biogênese 

ribossomal (Figura 8). Biogênese de ribossomos é energeticamente cara para as células. 

Consequentemente, condições ambientais desfavoráveis inibem tais processos (Piazzi et 

al., 2019). 
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Os fatores de transcrição também estão associados à especificidade dos dermatófitos 

por determinados hospedeiros (Martinez et al., 2012). Um pequeno número de fatores de 

transcrição foi modulado, a maioria dos quais tinha um motivo estrutural de dedo de 

zinco. Os fatores de transcrição são importantes para controlar a expressão gênica e 

regular as redes de transcrição moldando a fisiologia celular. Os fatores de transcrição 

foram descritos em T. rubrum como envolvidos na regulação de aquisição de nutrientes 

no hospedeiro, morfogênese, formação de biofilme, ajuste de pH, secreção de proteases, 

infecção em unhas, modulação da produção e secreção de citocinas em cultivo com 

queratinócitos humanos, regulação do processo de SA, dentre outros, que são 

determinantes para o sucesso do processo infeccioso e neutralização de fármacos 

(Bitencourt et al., 2020; Lang et al., 2020; Martins et al., 2020; Bitencourt et al., 2021; 

Martins-Santana et al., 2022; Peres et al., 2022). Considerando a relevância da regulação 

de fatores de transcrição e seu papel fundamental na patogênese de dermatófitos 

antropofílicos, é provável que SRT desencadeie a regulação direta ou indiretamente da 

transcrição, limitando o gasto de energia em condições desfavoráveis.  

7.3 SRT perturba a parede celular e a membrana do Trichophyton rubrum 

A parede celular fúngica é a primeira estrutura que os fármacos encontram antes de 

entrar na célula. É uma estrutura composta por proteínas de sinalização altamente 

especializadas em detectar vários estímulos essenciais para a manutenção da homeostase 

celular e a pressão osmótica. Essa estrutura possui alta plasticidade sendo fonte de 

diferentes respostas adaptativas. Várias moléculas que formam as paredes e membranas 

celulares são exclusivas dos fungos e constituem alvos adequados para o 

desenvolvimento de antifúngicos, no entanto, alcançar essa estrutura não é uma tarefa 

fácil, os fungos desenvolveram ao longo de sua jornada várias estratégias para manter sua 

estabilidade (Martins et al., 2019).  
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A parede celular fúngica é constituída por β-1,3-glucano, quitina e glicoproteínas, que 

são principalmente responsáveis pelas interações entre a célula e o ambiente. Esta parede 

está associada com uma membrana celular composta predominantemente por 

glicerofosfolípidos, esteróis e esfingolipídios. A exposição à SRT afeta a expressão de 

genes codificadores de enzimas hidrolíticas em T. rubrum, o que pode contribuir para 

mudanças na estrutura da parede celular. Além disso, a repressão de uma beta-1,6 glucana 

sintetase que atua como um ligante glicosídico sugere uma instabilidade imposta na 

montagem da parede celular (Roncero and Vázquez De Aldana, 2020). Os efeitos 

repressivos gerais da SRT nos níveis de transcrição para quitina sintases e quitinases 

podem funcionar como um mecanismo compensatório para manter a integridade da 

parede celular. Este perfil modulador é semelhante aos efeitos dos antifúngicos 

pertencente ao grupo das equinocandinas nas células fúngicas. As equinocandinas têm 

como alvo o gene β-1,3-glucano sintase, esgotando o conteúdo de glucano da parede 

celular e aumentando o conteúdo de quitina (Martinez-Rossi et al., 2021). N-

acetiltransferases (GNAT) são enzimas que catalisam reações de acetilação transferindo 

uma porção acil da acil-coenzima A para diversos substratos (Choudhary et al., 2014). 

Todos os genes que codificam GNAT (TERG_05545, TERG_07987, TERG_07408 e 

outros) foram regulados positivamente quando o fungo estava na presença da SRT. As 

hidrofobinas são proteínas exclusivas das células fúngicas presentes em sua superfície, 

responsáveis por sua interação com o meio ambiente, adesão ao substrato e 

hidrofobicidade, que também são cruciais na interação com o hospedeiro (Valsecchi et 

al., 2017). SRT reprimiu o gene que codifica a hidrofobina (TERG_04234). Em um 

estudo anterior, o T. rubrum foi exposto a doses subletais de ácido undecanóico (UDA), 

onde esse gene também foi reprimido (Mendes et al., 2018; Martins et al., 2019). 
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Genes associados à biossíntese de ergosterol foram reprimidos após 12 h de exposição 

à SRT, revelando que o antidepressivo afeta as propriedades da membrana plasmática. 

Além disso, SRT reduziu níveis de ergosterol em comparação com anfotericina B e 

cetoconazol, que foram usados como controles positivos (Figura 10). Anfotericina B 

interage diretamente com ergosterol enquanto o cetoconazol é um potente inibidor de sua 

biossíntese (Martinez-Rossi et al., 2021). Ergosterol modula a fluidez e permeabilidade 

da membrana plasmática e é essencial para a atividade enzimática de proteínas estruturais, 

transportadores e âncoras lipídicas pelas quais as proteínas são acopladas à parede celular 

e à membrana. Alterações em sua estrutura interfere principalmente na penetração da água 

(Abe et al., 2009). A alteração resultante na membrana plasmática, juntamente com a 

modulação diferencial de genes associados à parede celular, sugere a ocorrência de 

estresse osmótico com alterações na composição do ergosterol das bicamadas lipídicas, 

fornecendo informações sobre a atividade antifúngica da SRT contra T. rubrum. Em 

trabalho anterior de nosso grupo, UDA também atuou promovendo a redução do 

ergosterol na membrana fúngica, o que afetou indiretamente a estrutura de parede do T. 

rubrum, prejudicando sua estabilidade e forçando seu remodelamento (Mendes et al., 

2018; Martins et al., 2019).  

SRT, uma droga anfifílica catiônica (CAD), causa fosfolipidose induzida por drogas 

(DIP) durante o armazenamento excessivo de fosfolipídios nos lisossomos (Rainey et al., 

2010). A expressão dos genes que codificam a fosfolipase A2 e a esfingomielinase D 

foram diminuídas após 12 h de tratamento com SRT. Inibição da fosfolipase A2 

lisossômica correlaciona-se fortemente com drogas causando fosfolipidose (Hinkovska-

Galcheva et al., 2021), enquanto a enzima ácida esfingomielinase foi investigada como 

um alvo potencial para ação antidepressiva (Rhein et al., 2017). Por outro lado, a 

fosfolipase B é regulada positivamente na exposição inicial à SRT e a fosfolipase D é 
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regulada positivamente ao longo do tempo. A fosfolipase B tem atividade de hidrolase 

que cliva ácidos graxos de fosfolipídios e lisofosfolípidos (Ramrakhiani and Chand, 

2011). A fosfolipase D compreende enzimas responsáveis por gerar ácido fosfatídico 

(PA), um mensageiro secundário implicado na regulação de tráfego vesicular (O'luanaigh 

et al., 2002). A SRT também modulou genes envolvidos no tráfego vesicular, incluindo 

a indução de genes codificadores de V-SNARE (TERG_06294, TERG_07174) e a 

proteína da vesícula do retículo endoplasmático, TERG_00785, que teve sua expressão 

induzida aproximadamente 25.388 vezes após 3 h de desafio (log2= 8,6). O sistema 

secretório de T. rubrum é essencial para sua patogênese. Diversas enzimas 

queratinolíticas estão envolvidas na quebra de moléculas de queratina, auxiliadas pela 

secreção de amônia e ureia pelo fungo (Martins et al., 2020). Além disso, as vesículas do 

dermatófito Trichophyton interdigitale modula a resposta imune do hospedeiro 

(Bitencourt et al., 2018). 

Além de modificar a parede celular e a membrana, houve a regulação positiva de 

genes que codificam o sistema glioxalase. Um sistema antioxidante altamente 

conservado, onipresente em todos os organismos vivos. Ele desintoxica as células na 

presença de metilglioxal, um subproduto da glicólise e gliconeogênese. A enzima 

glioxalase catalisa a conversão de metilglioxal com glutationa em S-D-lactoilglutationa 

(He et al., 2020). Curiosamente, os genes que codificam enzimas desse sistema foram 

induzidos pela SRT (TERG_00233, TERG_06533, TERG_04907) e reprimidos quando 

o dermatófito foi cultivado em queratina como única fonte de carbono (Martins et al., 

2020).  

7.4 SRT e os transportadores de Trichophyton rubrum 

Além de afetar a estrutura e composição da parede celular, a análise transcricional 

global em resposta à SRT demonstrou a indução de genes de resistência a drogas, 
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principalmente os genes que codificam MFS, como uma resposta celular ao estresse. O 

MFS é um dos maiores grupos de transportadores ativos secundários e desempenha vários 

papéis no transporte de uma ampla gama de substratos, incluindo açúcares, aminoácidos 

e drogas (Quistgaard et al., 2016). O perfil geral regulado positivamente sugere uma 

atividade de desintoxicação que aumenta com o tempo, uma vez que esta família de 

proteínas inclui aqueles que codificam transportadores de resistência a drogas. No 

entanto, após 12 horas na presença da SRT, a regulação negativa de genes específicos 

pode representar uma tentativa de reter fosfato (TERG_05891; transportador de fosfato 

MFS) ou monossacarídeos (TERG_12194, TERG_04308; transportador de açúcar MFS) 

com o objetivo de superar os efeitos tóxicos das drogas. 

Além disto, vários genes que codificam bombas de efluxo do tipo MDR (resistência 

a múltiplas drogas) foram super expressos após 3 e 12 horas de exposição à SRT. Este é 

um dos principais mecanismos de resposta a fármacos nos organismos vivos e atua logo 

após o reconhecimento pela célula da presença de substâncias tóxicas.  

7.5 SRT desequilibra a Resposta ao Estresse Oxidativo 

Após 3 h de exposição à SRT, T. rubrum induziu a expressão de genes da glutationa 

S-transferase para superar seus efeitos tóxicos. GSTs são pequenas proteínas citosólicas 

que contêm um grupo sulfidrila redox-ativo e estão envolvidos na desintoxicação celular. 

Xenobióticos e produtos endógenos do estresse oxidativo são conjugados à glutationa 

(GSH) e secretados através de vacúolos (Sato et al., 2009). Os metabólitos tóxicos 

endógenos são removidos por processos de desintoxicação GSH-dependente. Assim, 

confere proteção contra o formaldeído produzido por metabolismo do metanol ou contra 

o metilglioxal, um subproduto da glicólise (He et al., 2020). Interações de fármacos com 

GSTs também facilitam sua desintoxicação através da conjugação de GSH (Missall and 

Lodge, 2005). No entanto, após 12 h de exposição à droga, a regulação negativa de dois 
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genes da glutationa transferase pode reduzir a eficiência da extrusão de xenobióticos. 

Simultaneamente, a SRT reprime os genes da Fe superóxido dismutase e catalase A, que 

neutralizam as espécies reativas de oxigênio (ROS). 

Os genes que codificam tioredoxina e tioredoxina redutase foram modulados de forma 

oposta após 12 horas de exposição à SRT. O sistema tiorredoxina/tioredoxina redutase 

(Trx/TrxR) confere homeostase redox às células fúngicas (Pannala and Dash, 2015). 

Como a SRT diminui o TrxR, o controle do equilíbrio redox celular permanece 

comprometido. Em A. fumigatus e C. neoformans, o gene que codifica TrxR é essencial 

para o crescimento in vitro e mostra fraca homologia com seu ortólogo humano, tornando-

o um potencial alvo antifúngico (Binder et al., 2020). 

Saccharomyces cerevisiae submetido ao estresse oxidativo induzido por H2O2 

apresenta maior transcrição TRX; a melatonina, um agente antioxidante, atenua 

parcialmente o estresse oxidativo aumentando o acúmulo de mRNA de TRX em células 

expostas a H2O2 (Vázquez et al., 2017). No presente trabalho, a regulação positiva dos 

genes que codificam as enzimas responsáveis pela conversão da melatonina em seus 

metabólitos indica uma diminuição na disponibilidade de melatonina (Figura 11), 

seguida da regulação positiva do gene Trx e a regulação negativa de TrxR. Esses dados 

dão suporte ao mecanismo que consiste na dependência entre Trx e disponibilidade de 

melatonina, sugerindo a expressão contrabalançada do sistema tiorredoxina/tioredoxina 

redutase. 

Em humanos, o fármaco SRT aumenta os níveis de serotonina nas fendas sinápticas 

(Devane et al., 2002). De acordo com os resultados obtidos, SRT aumentou os transcritos 

de T. rubrum do gene que codifica um L-aminoácido aromático descarboxilase (EC 

4.1.1.28) ligeiramente abaixo do limiar de log2 FC (1,36 vezes) (Figura 11). Esta enzima 

catalisa a conversão de 5-hidroxitriptofano em serotonina (Muñiz-Calvo et al., 2019; 
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Gallardo-Fernández et al., 2022). Serotonina funciona como um antifúngico contra 

Aspergillus spp. in vitro (Perkhofer et al., 2007). 

7.6 SRT impõe modulação metabólica dinâmica 

O perfil geral mostrou flexibilidade na modulação metabólica em resposta ao efeito 

toxico da SRT, ativando o metabolismo alternativo do carbono. Em geral, os 

microrganismos consomem os nutrientes preferenciais, como a glicose, ativando uma 

cascata regulatória que reprime o consumo de fontes alternativas de carbono, como 

maltose, galactose ou etanol (New et al., 2014).  

De acordo com as análises dos níveis de transcrição, embora a glicose esteja 

disponível (pelo menos através do metabolismo do glicogênio) e a enzima hexoquinase 

esteja induzida, ativando a etapa inicial da glicólise que é responsável pela fosforilação 

da glicose pelo ATP para glicose-6-P, os fluxos glicolíticos não são direcionados para a 

síntese de duas moléculas de 2-fosfoenolpiruvato. A expressão diferencial induzida pela 

SRT direciona o metabolismo do T. rubrum a uma estratégia diferente em resposta ao 

desafio, redirecionando os padrões de expressão gênica para ativação de genes 

responsáveis pelo catabolismo de fontes de carbono menos favoráveis. 

O tratamento com SRT resultou na repressão de genes que codificam enzimas 

glicolíticas e um aumento nos níveis de transcrição de genes envolvidos na utilização de 

vias alternativas de carbono, como o ciclo do glioxilato. A indução de isocitrato liase 

(TERG_11639) e malato sintase, glioxissomal (TERG_01281) após 3 h, e ATP-citrato 

sintases (TERG_08288/7) após 12 h de exposição à SRT mostram que a repressão da via 

glicolítica pode estar relacionada à ativação do ciclo do glioxilato. A indução do gene que 

codifica para isocitrato liase (TERG_11639) ocorre em 48 e 96 h de incubação de T. 

rubrum em queratina como única fonte de carbono (Martins et al., 2020), juntamente com 

a repressão de genes relacionados com a glicólise, sugerindo a promoção de uma resposta 
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de virulência em ambas as condições. Ativação do ciclo do glioxilato é importante para 

patogenicidade fúngica (Lorenz and Fink, 2001; Cruz et al., 2022). Especificamente, a 

isocitrato liase é uma enzima chave no ciclo do glioxilato (Chew et al., 2019). Nossos 

resultados sugerem que a flexibilidade metabólica observada em T. rubrum in vitro 

presumivelmente contribui para sua aptidão e patogenicidade in vivo. 

O perfil transcricional sugere que o fármaco SRT induziu o metabolismo do etanol 

através da atividade da enzima álcool desidrogenase e metabolismo do glicerol através da 

modulação da enzima glicerol quinase. O acúmulo de transcritos da enzima piruvato 

descarboxilase (TERG_00758), um pouco abaixo do corte estabelecido para as análises 

de expressão diferencial, sugere a catálise enzimática do ácido pirúvico ao acetaldeído e 

a posterior produção de etanol. Piruvato descarboxilase é uma enzima chave na 

fermentação do etanol, catalisa a descarboxilação do piruvato em acetaldeído com a 

liberação de dióxido de carbono (Ishchuk et al., 2008). Desta forma, a atividade 

metabólica do T. rubrum é direcionada a diferentes vias alternativas de carbono em 

resposta à exposição a SRT. 

7.7 Eventos de SA em T.rubrum na presença da SRT  

 Genes que codificam para as mais variadas funções proteicas foram descritos em T. 

rubrum, e eventos de SA foram confirmados e associados a resistência a fármacos, 

adaptação e resposta a mudanças de pH, patogenicidade e virulência em modelo de 

infecção in vitro e ex-vivo (Persinoti et al., 2014; Gomes et al., 2018; Mendes et al., 2018; 

Neves-Da-Rocha et al., 2019; Lopes et al., 2022; Martins-Santana et al., 2022). Desta 

forma, é presumível que genes que sofrem splicing alternativo na presença da SRT 

também estariam envolvidos nos mecanismos de resistência, permanência e adaptação de 

T.rubrum ao hospedeiro. 
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Fármacos que interferem no mecanismo de splicing podem ser úteis para o tratamento 

das infecções fúngicas. Dados na literatura evidenciam que a quinase SRPK é alvo 

atraente para o desenvolvimento de fármacos, devido ao seu envolvimento no 

processamento de RNA através da fosforilação de proteínas SR (Tzelepis et al., 2018; Li 

et al., 2021). Os efeitos inibitórios da SRT em T.rubrum podem estar relacionados aos 

eventos de SA revelados pelo RNAseq. Em um trabalho anterior, SPHINX31, um forte 

inibidor de SRPK, levou à indução de isoforma BRD4 (bromodomain containing 4), em 

vez da inibição total da transcrição, e teve como consequência efeito antileucêmico 

(Tzelepis et al., 2018). Nós mostramos que a SRT atua no balanço entre as isoformas 

SRPK em T.rubrum direcionando para abundância de transcritos com a retenção do íntron 

3, gerando uma possível isoforma menor da proteína. 

Em outro estudo, os efeitos da SRT foram relacionados ao SA quando houve indução 

de uma variante de HSC70 em ratos submetidos ao antidepressivo. Os autores 

identificaram a presença de um códon de parada causando a ruptura de domínios na 

estrutura da proteína, além do predomínio da expressão da isoforma convencional em 

comparação com a isoforma truncada (Yamada et al., 1999). No entanto, nossos 

resultados evidenciam o aumento da isoforma truncada e diminuição da isoforma 

convencional do gene.  

Com a análise da sequência de aminoácidos foi prevista a redução do tamanho da 

proteína SRPK, porém, os sítios catalíticos e de ligação ao ATP foram conservados, 

sugerindo possível funcionalidade de ambas isoformas. É descrito que a retenção de 

íntrons pode levar, em alguns casos, a um códon de parada prematuro gerando uma 

proteína truncada. Porém, um códon de parada pode ser vantajoso para o fungo, pela 

exposição de um novo códon de início, possibilitando a tradução de uma isoforma 

alternativa como ocorrido para PAKA (Gomes et al., 2018). 
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Como observado nos resultados do RNA-seq e confirmados por RT-qPCR, a retenção 

do intron 3 no gene TERG_07061 foi induzida na presença da SRT em 12h de exposição, 

apesar deste gene ter sido reprimido em ambos os tempos de exposição à SRT (Tabela 

7), sugerimos que é provável a existência de uma funcionalidade da isoforma do gene 

com a retenção do íntron 3 como ocorrido para HSC70 (Yamada et al., 1999). 

Esses eventos de retenção podem estar associados à tentativa de neutralizar os efeitos 

tóxicos do antidepressivo na célula fúngica. Neste caso, podemos sugerir que a isoforma 

alternativa desta quinase seria produzida em maior quantidade que a isoforma 

convencional para compensar a repressão do próprio gene. Observamos que ocorre maior 

repressão do gene ao longo do tempo de exposição à SRT enquanto a sua isoforma 

alternativa é induzida. Vem sendo relatado que os eventos de SA podem ocorrer 

concomitantemente com a modulação gênica como um mecanismo de resistência e 

adaptação (Sieber et al., 2018; Muzafar et al., 2020), atuando cooperativamente para 

manter a homeostase celular. Porém, uma outra hipótese é que a SRT altere sítios de 

splicing reorganizando a paisagem transcricional de T.rubrum e bloqueando eventos 

fisiológicos significativos para a sobrevivência do fungo. 
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8. Conclusão  

 

Com os resultados obtidos é possível concluir que:  

 O antidepressivo teve como alvo eventos moleculares e vias metabólicas 

importantes para adaptação e virulência do dermatófito.  

 SRT afeta a estrutura da membrana e da parede celular e inibe 

significativamente a síntese do ergoterol. 

 SRT alterou a expressão de genes envolvidos no metabolismo energético, 

detoxificação celular e defesa contra o estresse oxidativo. 

 SRT afeta a sinalização celular e a virulência de T. rubrum. 

 SRT aumentou a expressão de vários genes responsáveis pelo efluxo celular 

sugerindo que T. rubrum atua em várias frentes para excluir o fármaco de suas 

células.   

 Eventos de SA em um gene codificador da quinase CMGC/SRPK, 

TERG_07061 na presença da SRT sugere que a isoforma alternativa pode 

compensar a repressão da expressão do gene provocada pelo fármaco. 

 O reposicionamento da SRT pode ser vantajoso para o combate de infecções 

causadas pelo dermatófito T.rubrum. 
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