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RESUMO 

O complexo Paracoccidioides é composto por fungos termodimórficos, agentes etiológicos da 

Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistêmica e endêmica na América Latina. A 

aquisição de nutrientes é um dos fatores que contribuem para a sua virulência no hospedeiro 

sendo o nitrogênio um dos nutrientes destacados como essencial para a sobrevivência do 

fungo e produção de moléculas como proteínas e ácidos nucléicos. Neste sentido, o patógeno 

utiliza vários mecanismos para captação de nitrogênio, uma vez que o hospedeiro restringe os 

nutrientes através da imunidade nutricional. Um dos mecanismos existentes é a Repressão 

Catabólica de Nitrogênio (Nitrogen Catabolic Repression - NCR), que garante fontes 

secundárias de nitrogênio, quando fontes preferenciais não estão disponíveis. A NCR é 

mediada pelo fator de transcrição GATA AreA, sendo este de fundamental importância para o 

sucesso na aquisição de fontes não preferenciais de nitrogênio.  Para a assimilação de nitrato e 

nitrito é necessário o fator de transcrição NirA que interage fisicamente com AreA em 

Aspergillus nidulans, sendo um importante regulador da assimilação de nitrogênio. No 

complexo Paracoccidioides esse mecanismo ainda não é bem elucidado. Neste sentido, 

objetivamos a avaliação da influência de NirA e AreA no mecanismo de NCR em P. lutzii.  

Para isso, foi desenvolvida uma cepa silenciada para o gene AreA (AS-AreA) de P. lutzii 

utilizando a tecnologia de RNA antisense mediado por Agrobacterium tumefaciens (ATMT). 

Através de análises da curva de crescimento por densidade óptica (D.O) das cepas de P. lutzii 

selvagem (wild-type - WT) e o mutante silenciado (AS-AreA) em meio seletivo suplementado 

com Nitrato de Sódio (10mM) como fonte de nitrogênio não preferencial, e Sulfato de 

Amônia (10mM) como fonte preferencial, demonstrou-se que o fator de transcrição AreA 

pode estar relacionado com a assimilação de nitrato no gênero Paracoccidioides. Além disso, 

através da marcação das células WT e AS-AreA com iodeto de propídeo, foi possível notar 

uma boa viabilidade das células mesmo após 48h em meio sem fonte preferencial de 

nitrogênio, indicando a existência de mecanismos alternativos para captação desse composto e 

manutenção das atividades celulares. A análise da expressão de NirA por qPCR, nas 

condições estudadas, revelou uma superexpressão na cepa As-AreA em nitrato. Entretanto, 

mesmo com uma superexpressão, a análise do crescimento reforça a importância de AreA 

para o crescimento celular. Portanto, os resultados prévios sugerem a importância de 

AreA-NirA para a assimilação de nitrato no mecanismo NCR, porém outras análises, são 

necessárias para corroborar com os resultados prévios obtidos.  

Palavras-chave:  NCR; AreA; Paracoccidioides spp.; Assimilação de Nitrato; NirA. 

 



 

ABSTRACT 

The Paracoccidioides complex consists of thermodimorphic fungi, the etiological agents of 

Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic and endemic mycosis in Latin America. The 

acquisition of nutrients is one of the factors contributing to its virulence in the host, with 

nitrogen being one of the key nutrients essential for the survival of the fungus and the 

production of molecules such as proteins and nucleic acids. In this regard, the pathogen 

employs various mechanisms for nitrogen acquisition, as the host restricts nutrients through 

nutritional immunity. One of these mechanisms is Nitrogen Catabolic Repression (NCR), 

which ensures secondary nitrogen sources are available when preferred sources are not. NCR 

is mediated by the GATA transcription factor AreA, which is crucial for the successful 

acquisition of non-preferred nitrogen sources. For the assimilation of nitrate and nitrite, the 

NirA transcription factor is required, which physically interacts with AreA in Aspergillus 

nidulans, and is an important regulator of nitrogen assimilation. In the Paracoccidioides 

complex, this mechanism has not yet been fully elucidated. Thus, we aimed to evaluate the 

influence of NirA and AreA on the NCR mechanism in P. lutzii. To achieve this, a silenced 

strain for the AreA gene (AS-AreA) of P. lutzii was developed using antisense RNA 

technology mediated by Agrobacterium tumefaciens (ATMT). Growth curve analysis by 

optical density (OD) of the wild-type (WT) and silenced mutant (AS-AreA) strains of P. lutzii 

in selective medium supplemented with Sodium Nitrate (10mM) as a non-preferred nitrogen 

source, and Ammonium Sulfate (10mM) as a preferred source, showed that the AreA 

transcription factor may be related to nitrate assimilation in the Paracoccidioides genus. 

Additionally, through propidium iodide staining of WT and AS-AreA cells, it was observed 

that the cells maintained good viability even after 48 hours in medium without a preferred 

nitrogen source, indicating the presence of alternative mechanisms for nitrogen uptake and 

maintenance of cellular activities. The analysis of NirA expression by qPCR under the studied 

conditions revealed overexpression in the AS-AreA strain in nitrate. However, even with 

overexpression, growth analysis reinforces the importance of AreA for cell growth. Therefore, 

the preliminary results suggest the importance of the AreA-NirA interaction for nitrate 

assimilation in the NCR mechanism, but further analyses are needed to corroborate these 

findings. 

Keywords: NCR; AreA; Paracoccidioides spp.; Nitrate Assimilation; NirA.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Fungos patogênicos humanos 

​ Os fungos são microrganismos unicelulares ou multicelulares que estão presentes em 

todo o ambiente, desempenhando papel importante no ecossistema. Em geral, os fungos 

possuem relação de simbiose com outros organismos, mas em alguns casos podem causar 

doenças e levar a quadros sérios de infecção (Iliev e Leonardi, 2017). O ser humano é exposto 

diariamente a inúmeras espécies fúngicas no meio ambiente, e algumas delas têm potencial 

patogênico significativo (Hay, 2006; Limon et al., 2017). 

As infecções fúngicas, conhecidas como micoses, são doenças causadas por fungos 

patogênicos ou pelo crescimento exacerbado de fungos na microbiota humana, resultando em 

disbiose (Iliev e Leonardi, 2017). De modo geral, as micoses podem ser classificadas em três 

categorias: superficiais, subcutâneas e sistêmicas (Hay, 2006). 

Nas micoses superficiais são acometidos a epiderme e camadas mais externas do 

hospedeiro, onde se destacam as espécies patogênicas: Malassezia globosa, Trichophyton 

rubrum, Microsporum audouinii e Candida albicans. Já as micoses subcutâneas, os fungos 

penetram uma camada mais profunda da epiderme, sendo necessário uma lesão prévia para 

que seja instaurado a infecção. São representados pelas espécies: Sporothrix schenckii, 

Fonsecaea pedrosoi e Wangiella dermatitidis (Hay, 2006). 

As micoses sistêmicas — também conhecidas como micoses oportunistas — são 

caracterizadas pela disseminação interna dos fungos no hospedeiro. Sua instalação se dá 

através da inalação de propágulos desses fungos (Hay, 2006; Galimberti et al., 2012). Alguns 

exemplos de fungos que pertencem a esse grupo são os fungos termodimórficos dos gêneros:  

Blastomyces spp., Histoplasma spp., Coccidioides spp., Penicillium spp. e Paracoccidioides 

spp. (Hay, 2006; Thompson et al., 2021). 

Alguns fungos apresentam dimorfismo, que é a capacidade de mudar sua morfologia 

em resposta a fatores ambientais, como nutrientes e temperatura. Eles podem ser classificados 

como fungos termodimórficos e dimórficos não térmicos. Os fungos termodimórficos, em 

particular, são um grupo patogênico que alterna entre as formas de micélio e levedura 

dependente da temperatura. Em temperaturas ambientes (22-25ºC), ocorre o crescimento na 

forma de micélio, enquanto a forma de levedura se desenvolve em temperaturas próximas a 

37ºC, que corresponde à temperatura corporal do hospedeiro (Gauthier, 2015). 

As alterações morfológicas que ocorrem nos fungos dimórficos estão diretamente 

relacionadas à sua patogenicidade, pois essas mudanças permitem que os fungos ultrapassem 
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barreiras estruturais, térmicas e imunológicas. Durante a transição para a forma de levedura, 

há modificações na parede celular e a produção de proteínas que ajudam a evitar a detecção 

pelo sistema imunológico do hospedeiro (Gauthier, 2015). Os fungos patogênicos 

termodimórficos incluem mais de 30 gêneros e um número indefinido de espécies, sendo os 

principais agentes que infectam humanos: Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, 

Histoplasma capsulatum e o complexo Paracoccidioides spp. (Turissinni et al., 2017; 

Taborda et al., 2018). 

 

1.2 Complexo Paracoccidioides spp. 

​ O complexo Paracoccidioides é formado por fungos patogênicos responsáveis por 

causar a paracoccidioidomicose (PCM) em humanos. É uma das espécies termodimórficos, 

onde encontramos uma fase miceliana em solos ou cultivos em 25ºC e uma forma 

leveduriforme parasitária, encontrada no hospedeiro ou cultivada em temperaturas de 37ºC 

(Figura 1) (Restrepo e Jiménez, 1980; Brummer et al., 1993).  

 
Figura 1: Morfologia do Paracoccidioides spp. (A) microscopia óptica apresentando as hifas 

(B) conídios (C) célula leveduriforme com característica esférica 

 
Fonte: broadinstitute.org 

 

A PCM é causada por cinco espécies cultiváveis: P. brasiliensis, P. americana, P. 

venezuelensis, P. lutzii e P. restrepiensis (Turissinni et al., 2017). Além disso, em estudos 

recentes foram descritas outras duas espécies não cultiváveis isoladas de golfinhos: 

Paracoccidioides cetii e Paracoccidioides loboi (Vilela et al., 2023; Hahn et al., 2022; 

Peçanha et al., 2022). Taxonomicamente o gênero é classificado como Eukaryota do reino 

Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, e família Ajellomycetaceae (Chaves et al., 

2021). 

Paracoccidioides spp. é encontrado principalmente em solos e pode ser a principal 

fonte de infecção para humanos e animais selvagens, visto que não há evidências de 
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transmissão entre hospedeiros ou reservatórios e hospedeiros. Foram identificados e isolados 

fungos em duas espécies de tatu, Dasypus novemcinctus L. e Cabassous centralis, 

destacando-os como potencial reservatório natural de Paracoccidioides (Chaves et al., 2021). 

Alguns casos de Paracoccidioides já foram relatados em animais domésticos como cães 

(Ricci et al., 2004) e gatos (De Oliveira et al., 2013). As atividades que envolvem manejo de 

solos podem levar ao contato com propágulos do fungo e o desenvolvimento da 

Paracoccidioidomicose (Peçanha et al., 2022). 

 

1.3 Paracoccidioidomicose - PCM 

A paracoccidioidomicose é uma doença granulomatosa que se manifesta de forma 

crônica, aguda ou subaguda. As formas aguda e subaguda são responsáveis por 25% dos 

casos, enquanto a forma crônica ocorre entre 74% a 96% dos casos (Chaves et al., 2021; 

Shikanai-Yasuda et al., 2017). 

A PCM está presente principalmente em países de clima tropical, subtropical, com alta 

umidade, temperaturas moderadas e solo ácido (Ramos-e-Silva et al., 2008). A doença está 

distribuída geograficamente em países da América Latina, como o Brasil (80% dos casos), 

Argentina, Uruguai, Paraguai, Peru, Equador, Colômbia, Venezuela e México (Chaves et al., 

2021; Peçanha et al., 2022). No Brasil, o maior número de casos é registrado nas regiões do 

Norte, Centro-oeste e Sudeste (Shikanai-Yasuda et al., 2017), onde no estado do Tocantins é a 

infecção fúngica mais comum (Krakhecke-Teixeira et al., 2022). A incidência no país varia de 

1 a 10 por 100 mil habitantes por ano nas áreas endêmicas (Peçanha et al., 2022). 

Um fator de risco para PCM é o manejo com solos em áreas rurais em regiões 

endêmicas. A transmissão de humano para humano ainda não foi relatada, mas em termos de 

hábitos, o tabagismo e etilismo são fatores relatados como de risco para o desenvolvimento da 

doença (Santos et al., 2003; Peçanha et al., 2022). 

A forma crônica da doença acomete primordialmente o sexo masculino com idades 

entre 30 a 60 anos. Já a forma aguda apresenta uma distribuição igualitária entre os sexos. O 

hormônio estrogênio nas mulheres inibe a transformação dos conídios em células 

leveduriformes e isso pode explicar a prevalência da PCM em homens (Restrepo et al., 1984; 

Chaves et al., 2021; Peçanha et al., 2022). 

A infecção se inicia pela inalação de propágulos de hifas e conídios dispersos em 

aerossóis. Uma vez inalados, esses propágulos se alojam nos alvéolos pulmonares e se 

transformam em leveduras, sua forma patogênica, que pode se disseminar do pulmão para 

diversos órgãos (De Oliveira et al., 2015). Os locais mais afetados incluem os linfonodos 
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superficiais, a pele, os ossos, as articulações, além do baço e do fígado (Shikanai-Yasuda et 

al., 2017). 

 
Figura 2: Modelo de propagação de Paracoccidioides spp. 

 
Fonte: Shikanai-Yasuda et al., 2017. 

 

1.4 Resposta imunológica  

No hospedeiro, o patógeno enfrenta a primeira linha de defesa do sistema 

imunológico, o macrófago. Ao ser inalado, o patógeno é apresentado a célula de defesa 

através dos Receptores de Reconhecimento Padrão (Pattern Recognition Receptors - PRRs) 

que reconhecem os Padrões Moleculares associados a patógenos (Pathogen-associated 

molecular patterns - PAMPs) (Gordon, 2002; Pollard, 2009; Fernandez-Garcia et al., 2021). 

O principal componente da parede celular fúngica é a beta-1,3-glucana (Romani, 

2011). Seu reconhecimento desencadeia a fagocitose, além da liberação de citocinas Th1, do 

recrutamento de neutrófilos e da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies 

reativas de nitrogênio (RNS) (Thind et al., 2015; Fernandez-Garcia et al., 2021). Ao longo da 

evolução, Paracoccidioides spp. desenvolveu mecanismos de modulação da parede celular. 

Na fase micelial, a parede celular é rica em beta-1,3-glucana, enquanto na fase leveduriforme 

esse polissacarídeo é substituído por alfa-1,3-glucana. Essa mudança permite que o patógeno 

escape do sistema imunológico (Camacho et al., 2017). 

Alguns fungos patogênicos termodimórficos se adaptaram para sobreviver aos 

ambientes hostis dos tecidos do hospedeiro, desenvolvendo mecanismos como a modulação 

da parede celular e a regulação da expressão gênica (Hoft et al., 2022). No complexo 

Paracoccidioides, além da evasão fagocitária, o fungo utiliza o mecanismo do “cavalo de 
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Tróia”, permanecendo dentro do macrófago e modulando a atividade desses fagócitos, além 

de inibir as vias apoptóticas (Acorci et al., 2009; Giusiano, 2021). 

Nos macrófagos, o fungo Paracoccidioides enfrenta restrições nutricionais como a 

privação de nitrogênio e carbono, além de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (Lorenz 

et al., 2004; Schinko et al., 2010). A sobrevivência e permanência do fungo em tecidos 

hospedeiro se deve a mecanismos alternativos para captação de nutrientes, desencadeados 

pela regulação do metabolismo tais como a Repressão Catabólica de Carbono (Carbon 

Catabolite Repression - CCR) e Repressão Catabólica de Nitrogênio (Nitrogen Catabolic 

Repression - NCR) (Zaman et al., 2008; Lima et al., 2014; Cruz-Leite et al., 2020). 

 

1.5 Repressão Catabólica de Nitrogênio - NCR 

A capacidade de um patógeno causar doença é determinada por diversos fatores e 

envolvem vias de sobrevivência e adaptação em um determinado hospedeiro. Dentre esses 

fatores, a aquisição de nutrientes e os processos metabólicos são determinantes críticos de 

virulência (Ries et al., 2018). 

O nitrogênio é fundamental para os fungos, pois é necessário para a síntese de ácidos 

nucleicos e proteínas (Wong et al., 2008). Ao enfrentar o sistema imunológico, o fungo 

encontrará um ambiente com restrições nutricionais (Lorenz et al., 2004; Schinko et al., 

2010). Assim, a utilização de fontes alternativas para a captação de nitrogênio é essencial para 

a sobrevivência desse organismo (Caddick et al., 1994). 

Pesquisas sobre regulação gênica em fungos ascomicetos, como Saccharomyces 

cerevisiae, Aspergillus nidulans e Neurospora crassa, contribuíram para a compreensão dos 

mecanismos de Repressão Catabólica do Nitrogênio (NCR) e Repressão Metabólica do 

Nitrogênio (NMR) (Lee et al., 2013). O mecanismo NMR permite que seja utilizado fontes 

preferenciais de nitrogênio como glutamina e amônio. No entanto, quando essas fontes 

preferenciais não estão disponíveis, a NCR permite o uso de fontes não preferenciais como, 

nitrato, ureia, ácido úrico, aminas, amidas, pirimidinas, purinas e outras fontes nitrogenadas 

(Fu e Marzluf, 1987; Fraser et al., 2001). 

A NCR é mediada pelo fator de transcrição da família GATA AreA, conservada 

evolutivamente em plantas, aves e fungos (Block e Shapira, 2015; Fujiwara, 2017). Na região 

promotora do DNA de genes sensíveis à NCR (A/T)GATA(A/G), o fator de transcrição se liga 

na região promotora  através de ligação dedo de zinco tipo IV Cys2-Cys2 (Evans e Felsenfeld, 

1989; Muro-Pastor et al., 1999 ) (figura 3). 
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Em S. cerevisiae a proteína Ure2, transportador de ureia succinato, e quatro 

reguladores são descritos como as principais proteínas de regulação da NCR. Dois 

reguladores são positivos: proteína do metabolismo de glutamina (Gln3) e a proteína do 

motivo de ligação ao DNA do dedo de zinco do tipo GATA-1 (Gat1). Já a proteína de 

degradação de alantoína (Dal80) e dedo de zinco GATA fator 3 (Gzf3) são reguladores 

negativos (Zhao et al., 2016). 

 
Figura 3: Estrutura 3D do modelo de AreA de P. lutzii ligado ao DNA. O modelo de homologia mostra 
resíduos conservados e o domínio do dedo de zinco.  
 

 
Fonte: Cruz-Leite et al., 2020. 

 

Os fatores de transcrição GATA Gln3 e Gat1 em S. cerevisiae são homólogos aos 

genes que codificam permeases de amônio MEP1 e MEP2 em C. albicans (Biswas e 

Morschhauser, 2005). Em A. nidulans, a regulação é controlada por um único fator da família 

GATA, conhecido como AreA. Por outro lado, a regulação negativa é realizada pelo fator 

GATA AreB, que é homólogo aos genes Dal80 e Gzf3 encontrados em S. cerevisiae (Conlon 

et al., 2001). 

Estudos demonstram que no complexo Paracoccidioides a NCR é mediada pelo fator 

de transcrição GATA AreA, enquanto sua regulação negativa é desencadeada pela proteína 

Nmr e pelo fator de transcrição AreB, onde a Nmr de Paracoccidioides spp. é ortólogo do 

repressor NmrA de A. nidulans (Cruz-Leite et al., 2020). O fator de transcrição relacionado à 

indução de nitrato e nitrito em A. nidulans é o NirA, pois é um importante regulador da 

assimilação de nitrogênio (Foster et al., 2009). 
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1.6 Assimilação de nitrato em fungos 

A assimilação do nitrato é uma eficiente forma de aquisição de nitrogênio. Para 

utilização é preciso de um transportador ativo para nitrato, além de enzimas nitrato redutase e 

nitrito redutase (figura 4). Ela é feita a partir da conversão de nitrato (NO3) a nitrito (NO2) e, 

por fim, a amônia (NH4), que é tida como fonte preferencial de nitrogênio (Cove, 1979; 

Siverio, 2002; Gorfer et al., 2011). A regulação da redução do nitrato é mediada por genes 

que respondem aos níveis de amônio e glutamina intracelular. Essa resposta é crucial, uma 

vez que a conversão de nitrato em amônia implica um alto custo metabólico (Caddick et al., 

1994; Berger et al., 2008). 

 
Figura 4: Assimilação de Nitrato em fungos. O Nitrato  (NO3) é internalizado por um transportador de nitrato, 
e através da enzima Nitrato Redutase é convertido a Nitrito (NO2) e por fim a Amônio (NH4) pela ação da Nitrito 
Redutase.  

 
Fonte: adaptado de Pereira et al., 2003. 

 

A interação da sequência de exportação nuclear (NES) do fator de transcrição NirA, 

de A. nidulans, com a exportina KapK é rompida pelos níveis de nitrato e nitrito intracelular, 

levando ao acúmulo nuclear do NirA (Berger et al., 2006; Dong et al., 2009). Além disso, 

estudos demonstram a existência de uma ação sinergética entre os fatores de transcrição NirA 

e AreA em A. nidulans para indução dos genes de nitrato e nitrito sensíveis (Narendja et al., 

2002). 

Análises in silico realizadas pelo nosso grupo possibilitaram a predição de uma alta 

homologia de sequências proteicas com fator de transcrição NirA em espécies de P. lutzii, P. 

americana e em P. brasiliensis. Na análise foi observado um Query Cover acima de 90% e 

E-value de 0.0, indicando que a proteína encontrada seja ortólogo ao NirA de A. nidulans 

(Santos, dados não publicados). Embora análises in silico demonstrem a presença desse fator, 
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esse mecanismo precisa ser melhor elucidado para maior compreensão do processo de 

aquisição de nitrogênio a partir da assimilação do nitrato. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O complexo Paracoccidioides são os fungos responsáveis pela 

paracoccidioidomicose, uma micose sistêmica de alta incidência na América Latina, 

especialmente no Brasil. Essa micose é de grande relevância para a saúde pública, não apenas 

por sua prevalência, mas também por suas implicações clínicas significativas. A capacidade 

do fungo de se adaptar ao hospedeiro, escapar do sistema imunológico e sobreviver em 

condições nutricionalmente restritivas é fundamental para a instalação de infecções e a 

disseminação para os tecidos do hospedeiro. 

A Repressão Catabólica do Nitrogênio (NCR), mediada pelo fator de transcrição 

GATA AreA, constitui um mecanismo complexo que regula diversas vias metabólicas do 

nitrogênio. Em A. nidulans, esse regulador também está associado à via de assimilação de 

nitrato, que é coordenada pelo fator de transcrição NirA. Esse processo é essencial para a 

aquisição de fontes não preferenciais de nitrogênio, permitindo, assim, a sobrevivência e 

disseminação do microorganismo. 

No caso do complexo Paracoccidioides, os mecanismos de assimilação de nitrato 

permanecem pouco elucidados. Portanto, é fundamental realizar estudos sobre a aquisição de 

nitrogênio por essa via. O entendimento destes mecanismos é importante para auxiliar na 

compreensão da biologia do fungo, além de auxiliar em novas perspectivas para o 

desenvolvimento de tratamentos, diagnósticos e profilaxias eficazes, contribuindo assim para 

o enfrentamento desse desafio significativo de saúde pública.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o impacto do silenciamento do fator de transcrição AreA na expressão de NirA 

e no mecanismo de assimilação de nitrato em P. lutzii, investigando a influência desses 

reguladores na adaptação do fungo em diferentes fontes de nitrogênio. 

3.2 Objetivos específicos 

●​ Investigar a eficiência do silenciamento gênico do mutante AS-AreA mediante a 

avaliação do crescimento em meio seletivo BHI + Higromicina;  

●​ Avaliar a capacidade de crescimento e viabilidade das cepas de P. lutzii WT e mutante 

silenciado para o fator de transcrição AS-AreA através de densidade óptica (D.O) e 

marcação com iodeto de propídeo em Sulfato de amônio e Nitrato de sódio; 

●​ Realizar uma caracterização fenotípica de crescimento das cepas P. lutzii WT e 

mutante AS-AreA em meio BHI e YNB sólido, suplementado com fonte preferencial 

(Sulfato de amônio) e não preferencial (Nitrato de sódio) de nitrogênio; 

●​ Realizar extração de RNA total e construção de cDNA das cepas de P. lutzii WT e o 

mutante AS-AreA cultivado em BHI e YNB suplementado com Sulfato de amônio e 

Nitrato de sódio; 

●​ Avaliar o impacto do silenciamento de AreA na expressão gênica de NirA em 

diferentes condições de cultivo e fontes de nitrogênio por meio de qPCR.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Construção da cepa P. lutzii silenciada do fator de transcrição AreA 

O silenciamento do fator de transcrição AreA (AS-AreA) de P. lutzii  foi realizado pelo 

grupo de pesquisa utilizando a técnica de RNA antisense (aRNA) mediado pela 

Agrobacterium tumefaciens (ATMT). Sendo a cepa silenciada para o fator de transcrição 

AreA gentilmente cedida para os experimentos realizados no projeto. Oligonucleotídeos 

foram projetados para gerar um fragmento antisense (AS) do gene do fator de transcrição 

AreA de P. lutzii e inserido em um plasmídeo binário contendo um gene de resistência à 

higromicina B. A integração do cassete no genoma fúngico foi confirmada por q-PCR (dados 

não publicados). 

 

4.2 Manutenção dos microrganismos e meios de cultura 

Os microrganismos utilizados nos experimentos deste trabalho foram as cepas de P. 

lutzii tipo selvagem (Wild Type -WT) e a cepa silenciada para o fator de transcrição AreA 

(AS-AreA). As cepas P. lutzii WT foram mantidas in vitro em meio sólido de BHI (Brain 

Heart Infusion Broth) e e AS-AreA em meio BHI suplementadas com Higromicina (Kasvi, 

Espanha) em estufa a 37°C. Quando requeridos para os experimentos de avaliação da resposta 

NCR, leveduras de P. lutzii WT e AS-AreA foram incubadas em meio BHI líquido 

suplementada com glicose 4% à 150 rpm em 37°C , e então após 48 horas de cultivo 

transferidos para o meio de seleção líquido YNB (Yeast Nitrogen Base without amino acids, 

and ammonium sulfate – YNB) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) suplementado com 

fonte de nitrogênio preferencial de Sulfato de amônia (SIGMA) à 10 mM (m/v) e fonte de 

nitrogênio não preferencial de Nitrato de sódio (SIGMA) à 10 mM (m/v) e glicose 2% 

(Cruz-Leite et al., 2020). 

 

4.3 Extração do RNA total, síntese do cDNA e PCR convencional  

Para a extração de RNA total das cepas P. lutzii WT e mutante AS-AreA foram 

cultivadas em BHI sólido por 3 dias. Após o crescimento as células foram transferidas para o 

meio líquido BHI (brain heart infusion) sob agitação constante de 150 rpm e temperatura de 

37ºC, por 48 horas. Posteriormente, as células leveduriformes foram transferidas para o meio 

sintético YNB suplementado com 10mM de Sulfato de amônia e 10mM de Nitrato de sódio 

por um período de 48 horas, tempo de alívio do mecanismo NCR (Cruz-Leite, 2020). Após o 

período de cultura nas condições NCR, as células foram recuperadas e o RNA total extraído 

pelo método de TRIzol Reagent (Sigma-Aldrich), após a extração, a qualidade e quantidade 
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do RNA total foi determinada usando o aparelho Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) e 

corrida de eletroforese​. A partir do RNA extraído, o cDNA foi sintetizado utilizando-se o 

protocolo da enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, 

EUA) seguindo as recomendações do fabricante. O resultado foi analisado através de uma 

corrida eletroforética em gel de agarose utilizando Gel Red (Biotium) como agente 

intercalante de DNA, para que facilite a visualização quando exposto à luz UV. 

A PCR convencional foi realizada para testar a integridade do cDNA construído, 

utilizando os primers da tubulina beta (Tabela 1). As condições de ciclagem foram as 

seguintes: 1 ciclo por 5 min a 94°C; 39 ciclos da sequência 30s/94°C – 30s/62°C – 45s/72°C; 

e 1 ciclo final de 4 minutos à 72°C. Para testar o primer do NirA (Tabela 1) construído, 

também foi realizado uma PCR convencional seguindo a mesma ciclagem. 
Tabela 1: Sequência dos primers usados na PCR. 

​ Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. 

 

4.4 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

Para avaliar o impacto do silenciamento de AreA na expressão de NirA em diferentes 

condições de cultivo e fontes de nitrogênio as cepas P. lutzii WT e mutante AS-AreA foram 

cultivadas em fontes preferenciais e não preferenciais como mencionadas no tópico 

anteriormente. A partir do cDNA construído foi realizado uma qPCR onde os valores de 

expressão transcricional foram obtidos utilizando o QuantStudio 5 (Applied Biosystems, 

Foster City, CA). A análise NormFinder foi aplicado aos genes: tubulina beta (PAAG_03031), 

enolase (PAAG_11169) e actina (PAAG_03031) em meio BHI e YNB suplementados com 
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Gene/Número de 
acesso 

Primer senso (5’- 
3’) 

Primer antisense 
(5’- 3’) 

Temperatura de 
melting (Tm) 

Tubulina beta 
(PAAG_03031) 

GATAACGAGGCT
CTGTATGATA 

ATGTTGACGGCG
AGTTTGCG 

62ºC 

Fator de 
transcrição de 
assimilação de 

nitrogênio NirA 
(PAAG_02447) 

AATGTCGATGGT
ACGGGGAT 

GTTAGACCAGCA
TTTGTCGAA 

62ºC 

Enolase 
(PAAG_11169) 

GATTTGCAGGTT
GTCGCCGA 

TGGCTGCCTGGA
TGGATTCA 

62ºC 

Actina 
(PAAG_03031) 

CGTCCTCGCCAT
CATGGTAT 

GAAAGCAGCCGT
AACAAAGAC 

62ºC 



 

nitrato de sódio e sulfato de amônio (Andersen et al., 2004). O primer específico do fator de 

transcrição NirA (PAAG_02447) foi utilizado como gene de interesse. A reação qPCR 

ocorreu em triplicata para cada amostra de cDNA, e uma análise da curva padrão confirmou a 

detecção de um único produto de PCR. A curva padrão relativa foi gerada usando um 

conjunto de cDNAs coletados de todas as condições e diluídas em série de 1:5 até 1:625. Os 

níveis de expressão relativa dos transcritos de interesse foram calculados usando o método de 

curva padrão para quantificação relativa. Para as comparações estatísticas utilizaremos o teste 

t de STUDENT para considerar os dados estatisticamente significantes (Bookout et al., 2006; 

Parente-Rocha et al., 2015). Os valores de *** indicam p < 0,001, e * indicam p < 0,05. Os 

primers específicos utilizados em todos os experimentos de qPCR estão descritos na tabela 1.  

 

4.5 Avaliação de crescimento e viabilidade celular das cepas P. lutzii em meio seletivo 

YNB 

 A fim de monitorar a viabilidade e crescimento de P. lutzii WT e o mutante AS-AreA 

foram avaliados fenotipicamente em relação a sua capacidade de sobrevivência em condições 

de suficiência de nutrientes. Após o cultivo inicial de 48 horas em BHI, as cepas foram 

transferidas para o meio sintético YNB (Sigma Aldrich®), suplementado com Sulfato de 

amônio, Nitrato de sódio e glicose 2% por um período 0, 24, 48 e 72 horas (Cruz-Leite et al., 

2020). A absorbância foi medida no espectrofotômetro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) 

em um comprimento de onda de 600 nm. Os valores foram anotados e aplicados em software 

de análise de dados (GraphPad Prism 8, Dotmatics).  

A viabilidade celular foi determinada através da análise da integridade da membrana 

celular usando o marcador de morte celular iodeto de propídio (IP) como descrito por 

Grossklaus et al. (2013). As células foram marcadas no ponto de 48 horas através da adição 

da solução de iodeto de propídio em uma concentração de 2μg/mL por um período de 20 

minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Após a incubação as lâminas foram 

preparadas e levadas para microscopia de fluorescência (Carl Zeiss AG, Alemanha) a 493/623 

nm. 

 

4.6 Caracterização fenotípica de crescimento em diferentes fontes de nitrogênio 

Cepas P. lutzii WT e AS-AreA foram cultivadas por 48 horas em meio BHI líquido sob 

agitação de 150 rpm a 37°C. Após esse período as células foram coletadas, centrifugadas e 

diluídas serialmente em concentrações de 106, 105, 104 e 103 e semeadas em triplicatas com 

volume de 10 μL em placas de Petri contendo meio sólido BHI; BHI + Higromicina e YNB 
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suplementado com 10 mM de Sulfato de amônia e Nitrato de sódio. As placas foram 

incubadas por 15 dias a 37°C em estufa e analisadas quanto a formação de colônias. A análise 

estatística foi realizada através de ANOVA unidirecional e * representa valores de p ≤ 0,05 

considerados significativos. Os ensaios de mensuração de pixels foram realizados em 

quadruplicatas experimentais. O software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EUA) e o 

software Excel foram usados para executar análises estatísticas.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Validação do silenciamento gênico da cepa AS-AreA de P.lutzii em meio seletivo 

O silenciamento do fator de transcrição AreA nas cepas P. lutzii foi realizado 

utilizando a técnica RNA antisense mediado pela Agrobacterium tumefaciens (ATMT) 

conforme já realizado anteriormente pelo grupo de pesquisa para o gene da formamidase 

(fmd) (Silva et al., 2022). O gene de resistência a higromicina B (Hyg) foi inserido no cassete 

e permite a verificação da integridade do silenciamento por meio do crescimento em meio 

contendo o antimicrobiano (ver figura 5). 

Antes de prosseguir para os experimentos foi conduzido uma análise preliminar do 

silenciamento gênico, utilizando o crescimento em placa contendo BHI suplementado com 

higromicina B. Portanto, em meio BHI é possível verificar a formação de colônia das cepas P. 

lutzii WT e As-AreA, enquanto em meio BHI suplementado com Hyg (75µg/mL) o 

crescimento acontece apenas nas cepas As-AreA, indicando a integridade no silenciamento 

das cepas para o fator de transcrição AreA (Figura 5B). 

 
Figura 5: (A) Representação esquemática do T-DNA gerado para transformação ATMT. O fragmento AS-AreA 
antisense foi construído sob o controle do promotor da proteína de ligação ao cálcio (cbp1) de H. capsulatum e 
do terminador catB de A. fumigatus. O gene resistente à higromicina (hph) foi construído sob o controle do 
promotor da gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (gpdA) e do terminador trpC de A. nidulans (Adaptado de 
Silva et al., 2022). (B)  Células de levedura foram cultivadas por 3 dias em meio líquido BHI por 48 horas a 
37ºC sob agitação constante de 150 rpm. Logo após, as células foram recuperadas e contadas em câmara de 
Neubauer e diluídas serialmente até uma concentração de 106 105 104 e 103 células/mL e semeadas em um 
volume de 10 μL em meio sólido BHI e meio BHI + Hyg 75 µg/mL.  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. 
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5.2 Curva de crescimento e viabilidade celular de P. lutzii WT e AS-AreA em 

diferentes fontes de nitrogênio 

A absorção de nutrientes é essencial para sobrevivência e virulência dos fungos, onde 

o nitrogênio desempenha papel fundamental para síntese de ácidos nucleicos e proteínas (Lee; 

Morrow; Fraser, 2013). Ao ser fagocitado o fungo enfrenta a imunidade nutricional do 

hospedeiro (Lorenz et al., 2004; Schinko et al., 2010). A assimilação do nitrato é uma boa 

fonte de nitrogênio, embora a sua utilização requeira enzimas de nitrito e nitrato redutase e 

um alto custo metabólico. O nitrato e nitrito são considerados uma fonte de nitrogênio 

desfavorável e são somente usados quando fontes preferenciais como glutamina e amônio não 

estão disponíveis (Siverio, 2002; Pfannmüller; Boysen; Tudzynski, 2017). 

O fator de transcrição NirA de A. nidulans e Nit4 de N. crassa têm interação com fator 

de transcrição GATA AreA e Nit-2, respectivamente, para expressão dos genes assimiladores 

de nitrato (Narendja et al., 2002). Portanto, foi realizada uma curva de crescimento utilizando 

uma cepa silenciada para o fator de transcrição AreA (AS-AreA) nos tempos de 0h, 24h, 48h e 

72h para avaliar a capacidade do fungo de se adaptar em ambiente sem fonte de nitrogênio 

preferencial e de assimilar o nitrato como única fonte de nitrogênio (Figura 6 A e C). 

Em P. lutzii a assimilação de nitrato e a interação entre os fatores NirA e AreA ainda 

não foram bem descritos, no entanto, os resultados da curva indicam que em P. lutzii AreA 

também possui um papel indireto para assimilação efetiva do nitrato, tendo em vista que 

houve uma queda no crescimento da cepa silenciada quando comparada com a cepa selvagem 

(WT) em meio suplementado com nitrato de sódio. No meio controle, suplementado com 

fonte preferencial sulfato de amônio, as cepas As-AreA tiveram um crescimento maior a partir 

do período de 48h, enquanto o WT teve o crescimento estacionado. 

Para analisar se o baixo crescimento das cepas em diferentes suplementações de 

nitrogênio não se tratava de morte celular, foi realizado uma marcação com iodeto de 

propídeo nas células no tempo de 48h. Foi possível observar através da microscopia de 

fluorescência que as cepas AS-AreA suplementadas com nitrato de sódio, embora apresente 

um baixo crescimento, são viáveis (Figura 6). 

As informações encontradas vão de acordo com os achados por Cruz-Leite et al. 

(2020), que mostram que em Paracoccidioides spp., o alívio da NCR é estabelecido em 48h 

sem fontes de nitrogênio não preferencial. Além disso, os achados sugerem que as células de 

P. lutzii têm capacidade de se adaptar em ambientes com fonte de nitrogênio não preferencial 

(Cruz-Leite et.al., 2023).  
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Figura 6: Curva de crescimento e viabilidade celular das cepas WT e AS-AreA. (A e C) Células de levedura 
de P. lutzii WT e AS-AreA foram cultivadas em meio BHI por 24 horas, centrifugadas e lavadas com PBS 1x e 
inoculadas em meio YNB suplementado com Nitrato de Sódio e Sulfato de amônio com 2% de glicose a uma 
densidade óptica de 0,200. As células foram incubadas sob agitação constante a 150 rpm, a 37ºC, e a absorbância 
de crescimento foi medida nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 
600 nm para determinação da curva de crescimento. (B e D) microscopia representa a viabilidade celular de P. 
lutzii que foi acessada por coloração com iodeto de propídio (2 μg/mL) às 48 horas para confirmar a viabilidade 
celular. As células mortas são coloridas de vermelho. Imagens obtidas em microscópio A1 (Carl Zeiss AG, 
Alemanha) em 493/623 nm. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025 

 

5.3 Perfil fenotípico de crescimento de P. lutzii WT e AS-AreA em meio sólido com 

diferentes fontes de nitrogênio 

Para análise qualitativa e sustentação do que é visto em meio de cultura líquidas 

suplementadas com nitrato de sódio e sulfato de amônio, foi realizado o cultivo de P. lutzii em 

meio sólido suplementado com nitrato de sódio 10mM, sulfato de amônio 10mM e BHI 

(Brain heart infusion - BHI) em diluições seriadas de 106, 105, 104 e 103. Em estudos 

realizados por Pfannmuller (2017), é visto que a deleção de genes assimiladores de nitrato em 

F. fujikuroi impactam na formação da colônia quando cultivados em fontes não preferenciais 

de nitrogênio. 

No estudo realizado por Pereira et al. (2003), os pesquisadores investigaram fungos 

filamentosos e observaram que, quando o mutante do regulador geral AreA foi cultivado em 
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meios que continham nitrato como fonte de nitrogênio, seu crescimento foi significativamente 

afetado. Em contraste, quando esse mesmo mutante foi cultivado em meio que utilizam 

amônia como fonte de nitrogênio, não houve impacto no crescimento. 

 
Figura 7: Caracterização fenotípica de P. lutzii WT e AS-AreA. (A) A coluna "original" apresenta células de 
levedura cultivadas por 48 horas em meio líquido BHI a 37ºC, com agitação constante a 150 rpm. Após o 
cultivo, as células foram recuperadas, contadas em câmara de Neubauer e diluídas em séries decrescentes (10⁶, 
10⁵, 10⁴ e 10³ células/mL). Em seguida, foram semeadas em 10 μL de meio sólido BHI (B) e meio seletivo YNB, 
suplementado com 10 mM de nitrato de sódio (NS) e sulfato de amônio (SA). As imagens foram capturadas após 
15 dias de incubação a 37ºC. A coluna "imagem segmentada" exibe as imagens após aplicação de limiar 
(threshold) no FIJI, destacando as áreas de interesse para análise de intensidade de pixels. Em "Área calculada", 
são apresentados os contornos desenhados e as áreas calculadas para cada colônia. (B) Gráfico que mostra a 
intensidade de pixels obtidas a partir do crescimento celular de P. lutzii WT e AS-AreA em diferentes condições 
de nitrogênio. A significância estatística foi determinada por análise de variância (ANOVA de uma via), onde * 
indica valores de p < 0,05. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. 

 

Em P. lutzii, observa-se um crescimento robusto das cepas WT e As-AreA no meio 

contendo BHI, devido à alta disponibilidade de nutrientes nesse meio. Já em meio contendo 

nitrato de sódio, embora seja uma fonte de nitrogênio não preferencial, o fungo consegue 

crescer, mesmo que de forma reduzida. Não foram observadas diferenças significativas no 

crescimento entre as cepas WT e mutante nessa condição. Da mesma forma, no meio 

contendo sulfato de amônio, não houve diferenças significativas no crescimento entre as duas 

cepas. 

Em resumo, o regulador AreA demonstra desempenhar um papel no crescimento do 

fungo na presença de nitrato, pois participa  da ativação de genes responsáveis pela 

assimilação desse composto, como os que codificam o transportador de nitrato e as enzimas 

nitrato e nitrito redutases. No entanto, no crescimento em meio sólido contendo nitrato e 
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amônio não é possível notar diferenças significativas de crescimento entre as fontes de 

nitrogênio. 

 

5.4 Amplificação e análise da expressão do gene NirA em P. lutzii: Síntese de cDNA e 

PCR convencional como estratégia de investigação. 

Em análises in silico realizadas anteriormente foi possível identificar uma proteína 

ortóloga ao NirA de A. nidulans em espécies de Paracoccidioides (Santos, não publicado). 

Nessas avaliações é reconhecida a semelhança da composição entre elas. Portanto, para 

confirmar a expressão do gene NirA em P. lutzii e avaliar se o silenciamento do fator de 

transcrição AreA impacta na expressão de NirA, uma análise em qPCR foi realizada.    

Para isso, foi realizada a extração de RNA total de cepas WT e AS-AreA de P. lutzii e 

a construção de cDNA em diferentes condições de cultivo e fontes de nitrogênio. Utilizando o 

gene da tubulina beta (164 pb), foi realizado uma PCR convencional para análise do cDNA 

construído. O resultado foi analisado através de uma corrida eletroforética em gel de agarose 

utilizando Gel Red (Biotium) como intercalante de DNA (Figura 8 A). 

Para avaliar a eficácia do primer desenvolvido para o fator NirA (PAAG_02447), foi 

realizada uma reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional. A sequência FASTA 

obtida foi utilizada para identificar a temperatura de melting (TM) e o tamanho do amplicon. 

Os resultados mostraram que o amplicon teve um tamanho de 108 pb e a TM ideal foi de 

62ºC. A eficácia da PCR foi confirmada por meio de análise eletroforética em gel de agarose 

(Figura 8 B). 
 
Figura 8: Perfil eletroforético em gel de agarose. (A) Corrida de eletroforese dos extratos de RNA total de P. 
lutzii WT e As-AreA obtidos no tempo de 48h em meio BHI e YNB contendo nitrato de sódio e sulfato de 
amônio 10mM. (B) O produto da PCR convencional utilizando o primer endógeno Tubulina Beta de P. lutzii, a 
partir dos extratos de RNA. (C) Corrida de eletroforese utilizando o primer específico para o gene NirA de P. 
lutzii, a partir dos extratos de RNA. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. 
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Essa análise utilizando os primers desenvolvidos para o fator de transcrição NirA 

possibilitou a confirmação da presença do alvo de interesse nas amostras analisadas bem 

como a qualidade do cDNA construído. A amplificação bem-sucedida foi evidenciada pela 

visualização de um amplicon de 108 pb na análise eletroforética em gel de agarose, 

corroborando a especificidade dos primers para o gene. A observação de uma banda clara e de 

tamanho esperado indicou que os primers amplificaram o fragmento desejado de maneira 

eficaz, confirmando a integridade e a especificidade da reação. 

 

5.5 Análise da expressão gênica de NirA em P. lutzii  

Para assegurar a precisão dos resultados relacionados à expressão gênica, foi realizada 

uma análise utilizando o programa NormFinder. Essa verificação visa estabelecer um gene 

endógeno do organismo que sofrerá uma menor variação entre as condições analisadas. Os 

genes avaliados foram enolase, actina e tubulina em meio BHI e YNB suplementados com 

sulfato de amônio e nitrato de sódio, e verificou-se que o gene que sofreu uma menor variação 

(ver tabela 2) foi da tubulina e, portanto é o normalizador mais adequado, apresentando 

estabilidade na expressão gênica em todas as condições analisadas.  

 
Tabela 2: Genes analisados pelo programa NormFinder e os valores de estabilidade gerados nas 

condições analisadas. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. 

 

Na análise da expressão do fator de transcrição NirA, a cepa WT em meio BHI foi 

utilizada como controle. Observou-se que a cepa mutante As-AreA apresentou uma expressão 

significativamente menor em comparação ao controle (ver figura 9). Por outro lado, em meio 

contendo sulfato de amônio, a expressão do gene foi semelhante à observada no WT em BHI, 

apresentando pouca ou nenhuma diferença significativa nas cepas WT e As-AreA. O NirA 

está diretamente relacionado ao mecanismo de assimilação de nitrato (Foster et al., 2009). Em 

meios de cultura ricos, como o BHI, que contém fontes de nitrogênio orgânico, a assimilação 

de nitrato e nitrito torna-se desnecessária. Por outro lado, em meio contendo sulfato de 
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amônio, essa fonte de nitrogênio é considerada preferencial. Estudos realizados por Berger et 

al. (2006) indicam que o amônio promove a exportação nuclear de NirA, reduzindo sua 

atividade na regulação da assimilação de nitrato. 

Isso indica que, em meios com fontes de nitrogênio preferenciais, o silenciamento do 

fator de transcrição AreA não exerce impacto significativo na expressão do gene avaliado. 

Entretanto, ao analisar as cepas selvagem e mutante em meio contendo nitrato de sódio, 

observamos uma maior expressão de NirA (Figura 9). Além disso, na cepa com o fator AreA 

silenciado, a expressão de NirA foi ainda maior quando comparada à cepa WT na mesma 

condição, indicando um papel diferencial do AreA na regulação do NirA sob essas condições. 

O fator de transcrição AreA é amplamente reconhecido como um regulador geral do 

metabolismo de nitrogênio em fungos (Conlon et al., 2001; Biswas e Morschhauser, 2005) e 

já foi identificado no complexo Paracoccidioides (Cruz-Leite, 2020). De acordo com os 

estudos de Berger et al. (2006), AreA desempenha um papel essencial na ativação e 

remodelação da cromatina, facilitando a ligação do fator NirA ao DNA e induzindo a 

expressão de genes relacionados à assimilação de nitrato. 

Em A. nidulans, o fator NirA é exportado para o núcleo após a indução por nitrato, na 

ausência de fontes preferenciais de nitrogênio (amônio e glutamina). É visto que NirA pode 

acumular-se no núcleo mesmo na ausência de AreA, desde que tenha acesso ao nitrato através 

de um transportador (Berger et al., 2006) e existem evidências que sugerem pelo menos outro 

transportador de nitrato, já que mutantes crnA- (gene codificador de uma permease de nitrato) 

ainda são capazes de utilizar nitrato como fonte de nitrogênio (Narandja et al., 2002). 

Entretanto, sua ligação à região promotora depende da presença de AreA funcional (Berger et 

al., 2006; Bernreiter et al., 2006). 
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Figura 9: Expressão relativa de NirA das cepas P. lutzii WT e As-AreA em meio BHI (B), meio Nitrato de Sódio 
(NS) e meio Sulfato de Amônio (SA). A significância foi determinada por test t student, onde os valores de *** 
indicam p < 0,001,  * p < 0,05 e NS indicam Não Significativo.  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. 

 

Na análise da expressão feita por qPCR, observa-se uma superexpressão de NirA, 

podendo corresponder a uma tentativa de contornar a ausência de AreA. Em resumo, a 

superexpressão de NirA em As-AreA pode refletir um mecanismo compensatório no qual a 

célula busca superar a deficiência na ativação promovida por AreA  (Berger et al., 2006). No 

entanto, o crescimento reduzido observado em experimentos anteriores de crescimento em 

meio nitrato de sódio, reforça a importância de AreA para eficiente utilização  de nitrato como 

fonte de nitrogênio. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Os resultados deste estudo fornecem informações significativas sobre a assimilação de 

nitrato e a função dos fatores de transcrição NirA e AreA em P. lutzii. A análise do 

crescimento e da viabilidade celular indicou que o fator AreA é fundamental para a 

assimilação de nitrato. A cepa silenciada para AreA (AS-AreA) mostrou um crescimento 

reduzido em meio enriquecido com nitrato de sódio em comparação com a cepa selvagem 

(WT). Esse efeito não foi observado na presença de fontes preferenciais de nitrogênio, como 

sulfato de amônio, onde ambas as cepas apresentaram crescimento semelhante, sugerindo que 

AreA desempenha um papel para a utilização eficaz do nitrato como fonte de nitrogênio. 

A viabilidade celular da cepa AS-AreA foi confirmada por meio da marcação com 

iodeto de propídeo, o que indica que a diminuição do crescimento não foi causada pela morte 

celular, mas sim por uma limitação na assimilação de nitrato.  

Além disso, a PCR convencional confirmou a presença do gene NirA em P. lutzii, com 

a amplificação bem-sucedida do fragmento esperado de 108 pb. Na análise de expressão por 

qPCR verificou-se uma superexpressão de NirA nas cepas As-AreA suplementadas com 

nitrato de sódio, indicando um provável efeito compensatório pela ausência de AreA.  

Os resultados deste estudo fornecem informações valiosas sobre o mecanismo de 

assimilação de nitrato em P. lutzii e o papel dos fatores de transcrição NirA e AreA na 

aquisição de nitrogênio. A identificação da importância crucial de AreA nesse processo abre 

novas perspectivas para investigações futuras. Estudos adicionais serão essenciais para 

esclarecer os mecanismos subjacentes à superexpressão de NirA, além de explorar outras vias 

que podem estar envolvidas, como a desintoxicação por óxido nítrico, conforme relatado em 

algumas literaturas. A análise transcriptômica e proteômica associadas a esse processo 

também será fundamental para uma compreensão mais aprofundada das vias metabólicas 

reguladas por esses fatores de transcrição. Essas abordagens permitirão elucidar com maior 

precisão os mecanismos moleculares da assimilação de nitrato e o papel de NirA no 

mecanismo NCR.  
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