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Resumo

Apoptose é um importante meio de regulacdo das células e varios patdgenos podem
modula-la estabelecendo a infeccdo no hospedeiro. Em P. brasiliensis (Pb) ja foi demonstrada
e ocorre como consequéncia de sua internalizacdo em células epiteliais podendo culminar na
evasdo da resposta imune. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o
comportamento de Pb, através da verificacdo de alguns de seus fatores de viruléncia em
induzir apoptose no modelo de interagdo com células epiteliais e verificar a atividade anti-
apoptotica das substancias naturais maitenina e galatos de alquila para a identificacdo de alvos
interessantes na pesquisa de antifungicos. Para tanto, utilizou-se o isolado 18 de Pb e as
adesinas previamente purificadas (glicoproteina de 43kDa e proteina 14-3-3). Foram testadas
as substancias maitenina, galato de decila (G14) e galato de undecila (G15), além dos
controles anfotericina B e itraconazol. A avaliacdo da capacidade de inducdo de apoptose
pelos diferentes fatores de viruléncia de Pb em células epiteliais e o efeito anti-apoptdtico das
substancias selecionadas foi realizada por TUNEL (Terminal deoxy-transferase mediated X-
dUTP Nick End Labeling), por citometria de fluxo atraves da avaliacdo de Bak, Bax e Bcl-2 e
confirmacéo através de gRT-PCR para os mesmos marcadores. Para isto, a expressdo desses
marcadores foi avaliada em ceélulas epiteliais que foram expostas as adesinas de Pb (gp43 e
proteina 14-3-3) as quais receberam ou ndo tratamento prévio com maitenina, G14 e G15. Os
resultados demonstraram diminuicéo da expressdo dos marcadores pro-apoptéticos quando foi
realizado o tratamento prévio com G14, indicando que esta substancia poderia ser utilizada
como um inibidor de apoptose e dessa maneira poderia auxiliar no controle de infeccOes

fangicas.



Abstract

Apoptosis is an important mechanism of cell regulation and several pathogens can
modulate it, establishing the host infection. It was demonstrated in P. brasiliensis (Pb) and it
occurs as a result of its internalization in epithelial cells, resulting in evasion of the immune
response. Thus, this study aimed to evaluate the Pb behavior by analyzing some of its
virulence factors involved in the induction of apoptosis using the model of interaction with
epithelial cells, and verifying the anti-apoptotic activity of natural substances, such as
maitenin and alkyl gallates, in order to identify interesting targets for antifungal research. For
this purpose, it was used the strain 18 of Pb, and the previously purified adhesins (43kDa
glycoprotein and 14-3-3 protein). The natural substances maitenin, decyl gallate (G14), and
undecyl gallate (G15) were tested, as well as the amphotericin B and itraconazole used as
controls. Assessment of apoptosis induction by different virulence factors of Pb in epithelial
cells and anti-apoptotic effect of selected compounds was performed by TUNEL assay
(Terminal deoxy-transferase mediated X-dUTP Nick End Labeling), flow cytometry analysis
by evaluating the markers: Bak, Bax and Bcl-2 and confirmed by gRT-PCR for the same
markers. Therefore, the expression of these markers was evaluated in the epithelial cells
exposed to Pb adhesins (protein 14-3-3 and gp43), which were treated or not with maitenin,
G14 and G15. The results showed decreased expression of pro-apoptotic markers after
treatment with G14, indicating that this substance could be used as an apoptosis inhibitor, and

it could help in the control of fungal infections.
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1. Introducéo
Estima-se que a diversidade dos fungos compreende aproximadamente 1,5 milhdo de
especies, das quais atualmente se conhece cerca de 7.400. Apenas algumas espécies sao
patogénicas para 0 homem, sendo que 90% das infec¢cdes em humanos sdo causadas por um
namero pequeno de espécies, entre leveduras, fungos oportunistas e fungos filamentosos
(Ajesh e Sreejith, 2009).
No Brasil, entre os anos de 1996 e 2006 foram constatadas 3.583 mortes causadas por
micoses sistémicas, sendo que a paracoccidioidomicose (PCM) apresentou-se como a
principal causa de morte em pacientes imunocompetentes, com 51,2% dos casos (Prado et al.,

2009).

2. Paracoccidioidomicose (PCM)

A PCM é uma micose sistémica causada pelo fungo dimdrfico Paracoccidioides spp.
e é endémica em areas Umidas tropicais e subtropicais da América Latina e Central,
principalmente em paises como Brasil, Equador, Argentina, Colémbia e Venezuela, atingindo
em sua maioria homens adultos, trabalhadores rurais e imunodeprimidos. E de grande
importancia no Brasil, devido a alta concentracdo de areas endémicas da doenca (Blotta et al.,
1999; Coutinho et al., 2002). Os mais altos indices de mortalidade para esta micose, foram
encontrados na regido sudeste, especialmente nos estados de Sado Paulo, Minas Gerais e Rio
de Janeiro, seguidos por Parana e Rio Grande do Sul (Prado et al., 2009). Estima-se que pelo
menos 10 milhdes de individuos estejam infectados, mas apenas 2% desenvolve a forma
crénica da doenca (Coutinho et al., 2002; Barrozo et al., 2010; Miranda et al., 2011; Teles e

Martins, 2011).
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Figura 1 - Distribuicao geografica da paracoccidioidomicose
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Fonte: Shikanai-Yasuda et al., 2006.

Foi descrita pela primeira vez por Adolpho Lutz em 1908, no Brasil, enguanto
examinava lesdes orais em dois pacientes (Marques, 2008), e entdo denominada de diversas
formas, como: blastomicose sul-americana, doenca de Lutz-Splendore-Almeida,
granulomatose paracoccidididica, granuloma paracoccidididico, granulomatose blastomicoide
tropical e granuloma ganglionar maligno de origem blastomicética (Martinez, 2010). O atual
termo Paracoccidioidomicose foi estabelecido em 1971 em Medelin, Colémbia, e tem sido
amplamente aceito até hoje (Lacaz, 1982).

A principal forma de contagio por Paracoccidioides spp. € pelo trato respiratorio
através da inalacdo dos propagulos do fungo (conidios), os quais se desenvolvem em
leveduras quando atingem o parénquima pulmonar (Franco et al., 1987). E caracterizada por
lesBes cutaneas e mucosas, podendo se disseminar para outros 6rgaos com énfase no pulmao,
podendo causar também leses granulomatosas no sistema nervoso central do paciente. Sabe-

se que a evolucédo do quadro esta relacionada a capacidade de viruléncia do fungo e a resposta
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imune do hospedeiro (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Benard e Mendes Giannini, 2009).
A doenca representa um grave problema de saude publica, uma vez que o elevado
grau de incapacidade e as vezes até a morte, faz com que os individuos afetados interrompam

suas atividades, gerando um impacto social e econdmico (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

2.1. Manifestac6es Clinicas

A PCM manifesta-se mais frequentemente a partir dos 30 anos de idade sob as formas
aguda e croénica unifocal ou multifocal. A forma aguda afeta pacientes jovens de ambos 0s
sexos, enquanto a crdnica € mais prevalente em adultos masculinos, com envolvimento
pulmonar e cutaneo. Em mulheres, a infeccéo é rara em fungédo do papel protetor do horménio
estrogénio (Martinez, 2004).

O paciente com paracoccidioidomicose pode queixar-se de insbnia, debilidade,
inapeténcia, disfagia, dispneia, tosse, hemoptise, febre, perda de peso, prurido e ardor. Ao
exame extra bucal, podem-se observar macroqueilia, palidez facial, edema e linfadenopatia
cervical (Cerri, 1998; Giovani et al., 2000). As estruturas das cartilagens nasais e cordas
vocais também podem ser afetadas; em geral, os sintomas pulmonares sdo inespecificos (tosse

e expectoracdo) (Achenbach et al., 2002).

2.2. Etiologia
Como ja citado anteriormente, membros do género Paracoccidioides spp. sdo 0s
agentes etiologicos da paracoccidioidomicose. Atualmente o género € composto por duas
especies: Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii (Teixeira et al., 2009).
Matute et al. (2006) baseado em analises de variabilidade genética, classificou o

genéro Paracoccidioides em trés grupos filogenéticos distintos: S1 - grupo parafilético
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encontrado na Argentina, Paraguai, Brasil, Peru e Venezuela; PS2 - grupo monofilético
encontrado no Brasil e Venezuela; e PS3 - grupo monofilético encontrado na Colémbia.

Subsequentemente, Carrero et al. (2008) analisou e classificou os isolados
previamente classificados por Matute et al. (2006) em duas espécies filogenéticas, S1 e PS3, e
também classificou o isolado Pb-01 em uma nova espécie filogenética. E estimado que o
grupo monofilético Pb-01 tenha sido separado dos outros grupos S1, PS2 e PS3 héa
aproximadamente 30 milhGes de anos. Baseado nesses dados, uma nova classificacdo para os
isolados Pb-01 foi proposta por Teixeira et al. (2009). O Paracoccidioides lutzii seria a nova
especie dentro do genéro Paracoccidioides. P. lutzii e P. brasiliensis podem ser encontrados
nas regides centro-oeste e sudeste/sudoeste do Brasil, respectivamente (Gegembauer et al.,
2014).

Paracoccidioides spp. tém caracteristicas de fungo dimorfico, passando pela mudanca
de uma fase micelial (fase M, ou multicelular) para leveduriforme (fase L, ou unicelular),
quando infecta os tecidos do hospedeiro. O crescimento do fungo in vitro ocorre na fase
miceliana (M), saprobidtica, em temperatura ambiente de 24°C a 28°C, sob a forma de
colbnias cotonosas, e esbranquicadas, como representado macroscopicamente na Figura 2. A
visualizacdo microscopica das caracteristicas coloniais da fase M pode ser observada na
Figura 3, mostrando os filamentos miceliais compostos de clamidosporo (A), clamidoconidios

(B) e artroconidio (C) (Taborda, 2016).



17

Figura 2. Paracoccidioides spp. em agar sintético McVeigth-Morton modificado, a 18°C.

Fonte: Taborda, 2016.

Figura 3. Forma micelial de Paracoccidioides spp.

Fonte: Taborda, 2016.

Por outro lado, a fase leveduriforme (L) representada macroscopicamente na Figura 4

e microscopicamente na figura 5, constitui a forma parasitaria do fungo em meios



18
enriquecidos a 37° C e apresenta culturas chamadas cerebriformes, com células arredondadas,
de parede dupla e brotamentos maltiplos caracteristicos (Coutinho et al., 2002; Martinez,
2010).

Através da representacdo microscépica (Figura 5), observa-se células esféricas com paredes
finas e grossas e ao longo da superficie gémulas esféricas, com estreita conexao com a célula
mée, apresentando a caracteristica de “roda de leme” ou “timdo”, a qual é considerada sua

forma patognoménica (Taborda, 2016).

Figura 4. Paracoccidioides spp. em agar Sabouraud Dextrose a 37°C.

Fonte: Taborda, 2016.
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Figura 5. Leveduras de Paracoccidioides spp.

Fonte: Taborda, 2016.

Paracoccidioides € um patogeno versatil com a habilidade de infectar diferentes
sistemas e 6rgdos do corpo humano, atraves de mecanismos que permitem a aderéncia e
invasdo dos tecidos hospedeiros. E considerado um fungo intracelular facultativo capaz de
invadir células epiteliais in vivo e in vitro (Mendes-Giannini et al., 2000) sendo suas

habilidades de invadir e aderir dependentes da viruléncia do isolado (Hanna et al., 2000).

2.3. Patogénese

Paracoccidioides spp. possui mecanismos que permitem sua aderéncia e invasdo das
barreiras dos tecidos hospedeiros (Mendes-Giannini et al., 1994; Mendes-Giannini et al.,
2006). O fungo sintetiza uma serie de substancias que participam diretamente ou
indiretamente da relagdo parasita-hospedeiro (Mendes-Giannini et al., 2000). Contudo, a
colonizacdo dos tecidos hospedeiros pelo fungo é um evento complexo e geralmente envolve
um ligante do patdgeno e um receptor de célula hospedeira. Existem trés componentes do
hospedeiro com os quais o fungo pode interagir: produtos secretados pela célula, superficies

da célula hospedeira e proteinas da matriz extracelular (MEC), tais como colageno tipo I e IV,
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fibronectina e laminina (Mendes-Giannini et al., 2006). Dessa maneira, a adesao do patdgeno
implica no reconhecimento de carboidratos ou proteinas ligantes na superficie da célula do
hospedeiro ou proteinas constituintes da MEC (Patti e Hook, 1994; Latge, 2010; Frases et al.,
2011).

Estudos tem caracterizado componentes de matriz extracelular envolvidos na interacao
de P. brasiliensis com o hospedeiro, assim como algumas adesinas, que acredita-se ter um
importante papel na patogénese da paracoccidioidomicose (Vicentini et al., 1994; Hanna et

al., 2000; Gonzalez et al., 2005; Donofrio et al., 2009).

2.3.1. Adesinas
» Glicoproteina de 43 kDa

A gp43 foi descrita pela primeira vez como uma adesina de P. brasiliensis, a qual se
liga a laminina e fibronectina (Vicentini et al., 1994). A glicoproteina é a molécula mais
estudada de Paracoccidioides spp., devido a sua grande importancia nas interacdes patégeno-
hospedeiro, incluindo o processo de adesdo. Estudos in vitro mostraram que o tratamento com
a gp43 purificada é capaz de reduzir a adesdo do Paracoccidioides, demonstrando que essa
proteina € um dos mediadores da adesdo do fungo em células epiteliais hospedeiras e também
da sua internalizacdo (Vicentini et al., 1994; Hanna et al., 2000). Essa interacdo tambem
ocorre em macrofagos. Cepas de P. brasiliensis, nas quais a gp43 foi silenciada, se
apresentaram menos aderentes ou internalizadas por macrofagos ativados (Almeida et al.,

1998; Torres et al., 2013).

* Proteina de 30 kDa
A proteina de 30 kDa foi primeiramente identificada em um estudo protedmico de P.

brasiliensis antes e ap0s a infec¢cdo em camundongos, onde um aumento significativo da sua
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expressao foi observado ap6s a infeccdo, e assim como a gp43 foi caracterizada como um
ligante de laminina (Andreotti et al., 2005). Mais tarde, Da Silva et al. (2013) sequenciou esta
proteina e a identificou como pertencente a familia de 14-3-3, que sdo pequenas proteinas
multifuncionais presentes em células eucarioticas. A proteina 14-3-3 encontra-se mais
expressa em P. brasiliensis recém isolados da passagem em animal, o qual apresenta maior
capacidade de adesdo. O tratamento com a proteina recombinante, promove a inibicdo da
adesdo de P. brasiliensis em células epiteliais do pulméo, o que confirma sua importancia no
processo (Andreotti et al., 2005; Da Silva et al., 2013).

Além disso, em modelos de infeccdo in vitro e in vivo, a proteina de 14-3-3 se
acumula na parede celular do fungo, sugerindo seu envolvimento na modulacédo de diferentes
processos celulares, como a apoptose, além do seu papel na adesdo (Da Silva et al., 2013) e

viruléncia (De Oliveira et al., 2015a).

2.3.2. Apoptose

Em 2008, Silva et al. demonstrou que P. brasiliensis induz apoptose de macréfagos
por meio da expressao de caspase 2, 3 € 8, mas também constataram que 0 mesmo induz a
expressao de genes que codificam para proteinas inibidoras de apoptose, como inibidor de
caspase 8 e inibidor de Fas-ligante. Caspases 2 e 8 desencadeiam a transducdo de sinais para
clivagem de outras caspases, como a caspase-3, que leva a eventos celulares induzindo
apoptose.

A inducdo de apoptose também foi observada por (Del Vecchio et al., 2009), quando
verificaram que P. brasiliensis modulava a apoptose de células epiteliais A549 por meio da
expressao de moléculas apoptdticas, como Bcl-2, Bak, caspase-3. Dessa forma, apos invadir
células epiteliais ou fagdcitos, P. brasiliensis pode induzir o processo de apoptose, 0 que

permite ao fungo evadir da resposta imune do hospedeiro e beneficia sua sobrevivéncia
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intracelular, também possibilitando a disseminagdo do fungo para outras partes do organismo
(Souto et al., 2003; Mendes-Giannini et al., 2005; Mendes-Giannini et al., 2006; Vericimo et
al., 2006).

O processo de apoptose € um programa de morte celular extremamente regulado e de
grande eficiéncia, que requer a interacdo de inumeros fatores. Uma cascata de eventos
moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente regulados (Saraste e Pulkki, 2000)
promovem alteracbes morfologicas, tais como condensacdo de cromatina, fragmentacdo do
DNA em oligonucleotideos, reducdo no tamanho celular, perda da arquitetura da membrana,
entre outras (Perskvist et al., 2002). Os componentes celulares séo entdo transformados em
"corpos apoptoticos” envolvidos por membrana plasmatica. Em resposta aos sinais de
superficie que ocorrem devido a translocacdo da fosfatidilserina do lado interno para o lado
externo da membrana “marcando” as celulas que deverdo ser fagocitadas, 0s corpos
apoptoticos sdo rapidamente englobados pelas células fagociticas e degradados em seus
lisossomos, sem causar resposta inflamatodria e danos aos tecidos (Golstein, 1998).

A necrose € um tipo de morte na qual as células sofrem uma agressdo que resulta no
aumento do volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da
integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura celular (Figura 6). Ao contrario da
apoptose, durante o processo de necrose o conteudo celular é liberado, causando dano as

células vizinhas e uma reacédo inflamatdria no local (Ziegler e Groscurth, 2004).
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Figura 6. Caracteristicas morfologicas da apoptose e da necrose
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Fonte: Grivicich, 2007.

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles: ligacdo de
moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no
DNA, choque térmico, privacdo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e
niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio (Hengartner, 2000).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via

extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial).

VIA EXTRINSECA

A via extrinseca € desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um grupo de
receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral TNFR,
tais como Fas e TNFRL. Esta ligacdo é capaz de ativar a cascata das caspases (Budihardjo et
al., 1999). Todos os membros da familia TNFR possuem um subdominio extracelular rico em

cisteina, o qual permite que eles reconhecam seus ligantes (FasL e TNF). Tal fato resulta na
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trimerizacdo e consequente ativacao dos receptores de morte especificos (Figura 7).

A sinalizacdo a seguir é mediada pela porcdo citoplasmatica desses receptores que
contém uma sequéncia de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte™ sendo, por isso,
chamados de "receptores de morte celular" (Naismith e Sprang, 1998). Quando os receptores
de morte celular reconhecem um ligante especifico, os seus dominios de morte interagem com
moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de
recrutarem a caspase-8 que ira ativar a caspase-3, executando a morte por apoptose (Daniel et

al., 2001).

Figura 7. Via extrinseca de ativacdo da apoptose; DD=dominio de morte; DED=efetor do

dominio de morte

Fonte: Grivicich, 2007.
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VIA INTRINSECA

Ja na via intrinseca, as mitocondrias expressam na superficie de sua membrana uma
proteina conhecida como Bcl-2. A familia Bcl-2 inclui 25 proteinas, pro-apoptéticas e anti-
apoptoticas. Muitas destas proteinas regulam a fase de apoptose dependente da mitocondria:
Bcl-2 e Bcl-X, as quais transmitem sinais para iniciar a apoptose, enquanto outras: Bak e Bax
promovem a liberacdo de proteinas apoptogénicas mitocondriais. Sendo assim, as primeiras
inibem a apoptose, enquanto as segundas a estimulam. As caspases, uma familia de cisteino-
proteases com especificidade para residuos de aspartato, sdao produzidas nas células sob a
forma de zimogénios inativos. Caspases efetoras, como a caspase-3, sdo ativadas por uma
caspase iniciadora, como a caspase-9, através de clivagem proteolitica em sitios especificos
de residuos internos de aspartato (Nicholson, 2000; Reed, 2002).

Portanto, quando as proteinas pertencentes a essa familia sdo estimuladas em resposta
a algum stress citotoxico, em quantidade suficiente para ultrapassar o limiar apoptotico, Bax e
Bak formam oligdmeros que permeabilizam a membrana mitocondrial externa (Li et al.,
1997); Esse evento libera fatores apoptogénicos no citosol, tais como o citocromo C, o qual
promove a ativacdo da caspase 9 no APAF-1 (fator de ativacdo de protease associada a
apoptose 1) o que levard a ativacdo das caspases efetoras. Uma vez ativadas, as caspases
efetoras séo responsaveis pela clivagem proteolitica de muitas proteinas responsaveis pela

sobrevivéncia celular, como as proteinas estruturais (Nicholson, 2000; Reed, 2002).
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Figura 8. As vias intrinseca e extrinseca da apoptose.
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Fonte: Czabotar, 2014.

e p53

Adicionalmente, a p53 de mamiferos é um gene supressor tumoral envolvido no ciclo
de regulacdo celular, reparo do DNA e morte celular programada (Schuler et al., 2000). Uma
das respostas mais notaveis a ativacdo da p53 € a inducdo da apoptose. Células
comprometidas a sofrer apoptose pela via p53 dependente tipicamente seguem a via
intrinseca, ou mitocondrial, apesar da p53 também modular a morte celular pelos receptores
de morte. Esta proteina tem a habilidade de ativar a transcricdo de varios genes pro-
apoptoticos, incluindo aqueles que codificam os membros da familia Bcl-2 (Amaral et al.,

2010).
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Dessa maneira, através da modulacdo da apoptose em células hospedeiras, € possivel
eliminar mecanismos de defesa necessarios para erradicar o patdgeno do organismo, regular a
replicacdo do patdgeno ou promover a inflamacéo para promover o “clearence™ ou prevenir
que o patogeno se espalhe para outros tecidos (Gao e Kwaik, 2000). O processo de apoptose é
inerente a todas as células e parece estar relacionado a internalizacdo do fungo em células
epiteliais (Jacobson, 1997; Jacobson et al., 1997; Vaux e Korsmeyer, 1999; Albert, 2004).
Como consequéncia, o0 patdgeno atinge o meio extracelular, elimina células fagociticas ou
estimula a resposta inflamatoria (Monack et al., 1996; Muller et al., 1996; Zychlinsky et al.,

1996; Wronowska et al., 2005).

2.4. Tratamento e Bioprospeccédo de Novas Substancias

» Drogas Antifungicas

Entre os farmacos de escolha atuais para micoses sistémicas estdo a classica
combinacdo de sulfametaxol/trimetoprim, itraconazol, cetoconazol, fluconazol e anfotericina
B (Marques, 2003; Restrepo et al., 2008; Marques, 2012).

A maioria dos azdis possui ma absorcdo pelo organismo e muitos efeitos adversos
como nauseas, dor abdominal, prurido, vomitos, entre outros. Os que possuem acao rapida e
os derivados da sulfanamida (sulfadiazina, sulfametoxipiridazina e sulfadoxina) constituem
alternativas terapéuticas Uteis nas formas mais leves da doenca. A combinacao
sulfametaxol/trimetoprim € distribuida gratuitamente no Brasil, pelo Ministério da Saude,
sendo sua maior desvantagem a necessidade de tratamentos longos (mais de 12 meses) para
casos moderados e severos. Estudos comparativos recentes indicam que algumas drogas, tais
como a terbinafina, anfotericina lipossomal, e o voriconazol possuem potencial terapéutico

contra a PCM e podem vir a ser incluidas no tratamento da PCM. Estes estudos também
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relataram que esquemas terapéuticos mais curtos com itraconazol sejam capazes de induzir
cura em pacientes cronicamente infectados, porém ainda existem desafios no tratamento,
como a necessidade de mais estudos controlados, busca por novas drogas e combinacdes e
compostos capazes de modular a resposta imune nos casos graves (Shikanai-Yasuda et al.,
2015).

A anfotericina B, recomendada para o tratamento da PCM desde 1958, ainda é a
primeira droga de escolha para os casos mais graves da doenca, independente do estado
imunologico do paciente, e apresenta alta toxicidade. Sendo assim, algumas espécies vegetais
com propriedades antifungicas e menos agressivas ao organismo, podem proporcionar uma
melhor qualidade de vida aos pacientes com paracoccidioidomicose e outras micoses
endémicas, especialmente para casos de pacientes com AIDS (Nakai et al., 2003; Shikanai-

Yasuda et al., 2015).

+ Acido Galico

A espécie Alchornea glandulosa (Euphorbiaceae) € uma arvore de 10-20 metros com
caules tortuosos, sendo popularmente conhecida como “tapid” “tanheiro de folha-redonda”,
“tanheiro”, “canela-raposa” ou “amor-seco”, sendo encontrada nas regides sul e sudoeste do
Brasil, e principalmente na Mata Atlantica (Pinto, 2002). Estudos quimicos da espécie A.
glandulosa, revelaram a presenca de substancias fenolicas como o acido gélico (acido 3,4,5-
triidroxibenzdico), o qual apresenta diversas atividades bioldgicas como antiinflamatdria,
antioxidante, antimutagénica, anticarcinogénica, antibacteriana, antiviral e analgésica. Devido
a sua variada propriedade e aplicacbes comerciais, o acido galico é uma substancia de

interesse para as industrias farmacéuticas e quimicas (Sumbul et al., 2011; Liu et al., 2012).

Um estudo realizado pelo nosso grupo verificou a atividade antifingica do acido gélico frente
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a diferentes isolados de P. brasiliensis, e comprovou-se que essa substancia apresentou uma
potente acdo anti- Paracoccidioides (De Paula E Silva, 2012).

Ha na literatura, trabalhos com &cido galico e seus derivados, especialmente estudos
focados na relacdo estrutura-atividade destas substancias. Desde 1995, (Kubo et al.),
avaliaram a atividade antimicrobiana de uma série de alcodis de cadeia longa (alcandis),
sendo testados contra 15 microrganismos e a atividade maxima parece ser dependente do
comprimento da cadeia hidrofobica, e também do microrganismo testado.

Em um estudo preliminar de De Paula E Silva et al. (2014), dentre a série de 14
galatos de alquila, demonstrados na Tabela 1, o galato de decila (G14) foi selecionado como o
que teve melhor atividade antifingica para uma grande variedade de fungos patogénicos de
importancia clinica, assim como o galato de undecila (G15). Por este motivo as duas
substancias foram selecionadas para a realizagdo deste estudo.

Como alternativa aos farmacos disponiveis, substancias de origem vegetal
modificadas sinteticamente com possivel acdo antifingica, podem vir a substituir e
complementar tratamentos ja existentes, com o intuito de diminuir a toxicidade e a
consequente melhora na qualidade de vida dos pacientes com paracoccidioidomicose e outras

micoses endémicas (Brandao et al., 2010).



Tabela 1. Estrutura molecular do acido galico (G1) e galatos de alquila (G2-G17).

O
H o-R
H
H
Gl Gallic acid H
G2 Methyl gallate CH,
G3 Ethyl gallate CH,CH,
G4 Propyl gallate (CH,),CH;
G5 Isopropyl gallate CH(CH,),
G6 Butyl gallate (CH,),CH,
G7 Pentyl gallate (CH,)4CH;4
R G9 Isobutyl gallate CH,CH(CH,),

G10 Hexyl gallate (CH,).CH,
Gl Heptyl gallate (CH,)CH,
Gi2 Octyl gallate (CH,),CH,
Gl4 Decyl gallate (CH,),CH,
GI5 Undecyl gallate (CH,),,CH;
Gl16 Dodecyl gallate (CH,),,CH,
G17 Tetradecyl gallate (CH,),;CH;

Fonte: De Paula e Silva et al., 2014.

3. Objetivos
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Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de P. brasiliensis, atraves

da verificacdo de alguns de seus fatores de viruléncia (gp43 e proteina 14-3-3) em induzir

apoptose no modelo de interacdo com células epiteliais pulmonares A549, para um melhor

entendimento dos mecanismos de patogenicidade desse microrganismo; assim como, verificar

a atividade anti-apoptética das substancias, maitenina, galato de decila (G14) e galato de

undecila (G15) para a identificacdo de alvos interessantes na pesquisa de antifingicos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Isolado e Condic6es de Cultivo

Foi utilizado o isolado 18 de P. brasiliensis na fase leveduriforme, isolado de um caso
clinico de paracoccidioidomicose da Faculdade de Medicina de S&o Paulo - FM-USP e
mantido na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, Sdo Paulo, Brasil, em meio

de Fava Netto (Fava Netto 1961) a 37°C.

2.2. Cultura de Células Epiteliais

Neste estudo foi utilizada a linhagem de células A549, pneumacitos tipo 11, que séo
células epiteliais respiratérias, obtidas da American Type Culture Collection (USA). As
células foram cultivadas em meio HAM F-12 (Cultilab, Brasil), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab), e mantidas a 36.5°C e 5% CO,. A formagdo da monocamada de

células foi avaliada e monitorada por microscopia Otica.

2.3. Preparo das Substancias

Foram empregadas a maitenina enviada pelo Instituto de Quimica da UNESP -
Araraquara, e os galatos pelo Prof. Dr Luis Octavio Regasini do Departamento de Quimica e
Ciéncias Ambientais do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da
UNESP - Sdo José do Rio Preto. Todos foram diluidos assepticamente em 1 mL de
dimetilsulfoxido e solubilizados com o auxilio do vortex. Foram realizados calculos para
determinar a quantidade de cada substancia a ser colocada, para que a concentragéo inicial na

placa de microdiluicdo fosse 250ug/mL.
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2.4. Teste de Sensibilidade
Os testes de sensibilidade para os galatos de alquila foram previamente realizados por
De Paula E Silva et al. (2014) de acordo com o documento M27-A3 (2008) - Método de
Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifungica: Norma aprovada - do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Ja os testes de sensibilidade para a maitenina foram previamente
realizados por Gullo et al. (2012) de acordo com 0 mesmo documento acima citado. Foram
testadas as substancias naturais maitenina e galatos de alquila, além dos controles anfotericina

B e itraconazol contra a cepa teste de P. brasiliensis.

2.5. Preparacéo de 14-3-3 e gp43

A proteina 14-3-3 foi preparada por expressdo heter6loga em Escherichia coli, como
descrito por Da Silva et al. (2013), e a gp43 foi purificada a partir do exoantigeno bruto de P.
brasiliensis, previamente descrito por Mendes Giannini et al. (1989). Posteriormente, 0
exoantigeno foi fracionado por cromatografia de filtracdo em gel em colunas Sephacryl S-100
(Pharmacia-Biotech, USA) usando AKTA FPLC (GE Healthcare, USA). Uma analise de
eletroforese bi-dimensional foi realizada utilizando o IPGphor Il (GE Healthcare),
eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) e Coomassie
Blue Phast Gel R350, destacando o0s pontos especificos correspondentes as massas

moleculares de 30 kDa e 43 kDa, respectivamente.

2.7. Ocorréncia de apoptose em células infectadas com P. brasiliensis
Para avaliar a capacidade de inducdo de apoptose pelas proteinas gp43 e 14-3-3 de P.
brasiliensis em células epiteliais, bem como verificar o efeito anti-apoptotico das substancias

selecionadas foram realizadas diferentes técnicas:



33

2.7.1. Tratamento das Células A549 com as Adesinas 14-3-3 e gp43
As células A549 foram cultivadas a 36.5°C em placas de 24 pocos e as concentragdes
de células foram ajustadas para 1.0 x 10° células por poco. As células foram incubadas por 5,
24, 48 e 72 horas com 25 pg/mL da proteina apropriada (somente a proteina 14-3-3, a gp43
ou o tratamento combinado da proteina 14-3-3 com a gp43) dissolvida em meio HAM F-12
Nutrient. Apds as incubacdes, as celulas foram lavadas 3 vezes com solugéo salina tamponada
com fosfato (PBS). Nos experimentos para controle negativo, as células A549 nédo foram pré
incubadas com nenhuma proteina e os controles positivos foram realizados utilizando 1 mM

metotrexato (Zodiac®, Brazil).

2.7.2. Técnica de “TUNEL” (Terminal deoxy-transferase mediated X-dUTP Nick End
Labeling)

Esta técnica foi realizada conforme descrito por Zychlinsky et al. (1996) e tem como
principio a marcacdo especifica de sequéncias de DNA da fragmentacdo que ocorre durante o
processo de apoptose. Para isso, as células epiteliais foram dispostas em laminulas de vidro e
incubadas por 5 h e 24 h com a proteina 14-3-3 e a gp43, como descrito previamente, lavadas
e fixadas com paraformaldeido 4% em PBS. As laminulas foram bloqueadas com albumina de
soro bovino, permeabilizadas durante 15 min com 0,2% de Triton X-100 e entdo incubadas
com a D-transferase terminal e o dUTP fluorescente (Boehringer Mannheim, Alemanha). Os
corpos apoptaticos foram visualizados e contados por microscopia de fluorescéncia (Leica,
Alemanha) utilizando conjuntos de filtros para isotiocianato de fluoresceina (FITC) e por
citometria de fluxo (BD FACSCanto; BD Biosciences, EUA). Todos 0s experimentos foram
repetidos trés vezes e realizados em triplicatas; Determinou-se a média e o desvio padrdo de

pelo menos trés experimentos distintos e entdo foi feita a analise estatistica dos resultados.
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2.7.3. Citometria de Fluxo
As células epiteliais foram cultivadas em placas de seis pocos, ajustadas para 1.0 x 10°
células por pogo e incubadas com a proteina 14-3-3 e a gp43, como previamente descrito,
durante 5 h, 24 h, 48 h e 72 h. Ap6s a incubacéo, as células foram tripsinizadas e em seguida,
lavadas com uma solucéo de PBS e colocadas em etanol 70% em PBS durante a noite a 4°C.
Posteriormente, as celulas foram lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas com 1% de
saponina. A reacdo foi desenvolvida utilizando anticorpos anti-Bak e anti-Bcl-2, diluidos
1:200 em PBS. Apos trés lavagens com PBS, as celulas foram incubadas com anticorpo anti-
camundongo conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina) durante 30 min, lavadas
duas vezes e ressuspensas em PBS. Os controles negativos, também foram preparados
utilizando um anticorpo primario irrelevante. As células (10.000/amostra) foram analisadas
pelo citdmetro de fluxo FACSCanto (sistema Becton Dickinson de imunocitometria, EUA)
para verificacdo da expressdo de Bcl-2 e Bak. Para a quantificacdo e comparacdo, as
porcentagens de células positivas e os valores de intensidade de fluorescéncia média foram

calculados através do software FACSDiva.

2.7.4. PCR em Tempo Real

Para a confirmacdo dos dados foi realizada a técnica de PCR em tempo real utilizando
iniciadores adequadamente construidos para amplificar as regides correspondentes aos genes
Bak, Bax, Bcl-2 e GADPH (gene controle — constitutivamente expresso). As sequéncias

desses iniciadores encontram-se esquematizadas na tabela a seguir:



35

Tabela 2. Iniciadores utilizados para PCR em tempo real

Gene Sequéncia do Primer (5" 3")
Bak R CTGCCAGGGAACAGAGAAGG
Bak F GTTCTGTTGGGCCAGTTGT
Bax R CCACAAAGATGGTCACGGTCTG
Bax F GAACCATCATGGGCTGGACA
Bcl-2R CCTTGGCATGAGATGCAGGA
Bcl-2 F GATTGATGGGATCGTTGCCTTA
GADPH R TGGTGAAGACGCCAGTGGA
GADPH F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC

Para isso, células A549 foram cultivadas em garrafas de 75 mm?® ajustadas a
concentracdo de 1.0 x 10° células/mL e incubadas com a gp43 e os galatos de decila (G14) ou
undecila (G15) por 5 h, 24 h, 48 h and 72 h. Apos cada periodo de incubacdo, as células
foram lavadas com PBS e removidas das garrafas. O RNA total extraido foi isolado a partir
das células que receberam tratamento e das que ndo foram expostas (controle) usando o
reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies, USA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Posteriormente, 0 RNA total (1 pg) foi reversamente transcrito em cDNA através
da transcriptase reversa RevertAidTM H Minus (Fermentas, Life Sciences, Canada). As
reacOes de PCR foram realizadas utilizando-se 1 uL de cDNA, 12,5 pL de 2X Maxima®
SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (Thermo Scientific, USA), e 25 pmol de cada primer,
adicionando agua a reacgdo até atingir o volume de 25 pL. As reacdes foram realizadas com
temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, seguido por 10 minutos a 95°C. Depois, 40 ciclos
de 95°C a 15 segundos, seguidos de anelamento e sintese a 60°C por um minuto. As reacdes
foram realizadas em triplicata utilizando o aparelho Applied Biosystems 7500 cycler.

Em seguida a PCR, foi realizada a anélise da curva de melting para a confirmacéo da

emissdo de sinal correspondente a um unico produto. A expressdo relativa de cada mRNA foi
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padronizada a partir de GADPH (utilizado como referéncia) e os dados foram analisados pelo
método 2*“T. A média das triplicatas para cada amostra de RNA foi calculada e em seguida
o valor 2**°T. Como controle negativo utilizamos todos os reagentes exceto os galatos de
decila (G14) e undecila (G15). Depois de 40 ciclos de amplificagdo, nenhum produto de

amplificacéo foi detectado para o controle negativo.

2.7.5. Analise Estatistica
A anélise estatistica foi calculada por ANOVA, seguida por Teste de Tukey a partir do
software GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram considerados significativos quando

p<0.05.

3. Resultados

3.1. Purificacdo das Adesinas 14-3-3 e da gp43

Marcacdes especificas correspondentes as respectivas massas moleculares da gp43 e
da proteina 14-3-3 podem ser observadas abaixo (Figura 9) indicadas por setas, confirmando a
pureza das proteinas que foram utilizadas nos experimentos propostos. As analises foram
realizadas por eletroforese bidimensional, eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida -

SDS (SDS-PAGE) e coradas com Coomassie Blue Phast Gel R350.
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Figura 9. Eletroforese bidimensional mostrando a proteina 14-3-3 e a gp43 ap0s serem

purificadas.
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3.2. Verificacdo de Apoptose pela Técnica de "TUNEL™

Para determinar se as células epiteliais sofrem apoptose ap6s tratamento com as
proteinas de P. brasiliensis, a fragmentacdo de DNA foi avaliada pela técnica de "TUNEL".
Partindo do principio de que células A549 ndo tratadas tem aproximadamente 1% de células
apoptoticas (Da Silva et al., 2015), os corpos apoptéticos foram visualizados e contados por
microscopia de fluorescéncia (Leica, Alemanha) como representado na Figura 12, assim
como por citometria de fluxo (grafico da Figura 12). Apds o tratamento com gp43 e proteina
14-3-3 por 5 h, ndo houve aumento significativo de células apoptoticas se comparadas com o
controle (células que ndo receberam tratamento). Entretanto, apos 24 h de tratamento, houve
um aumento significativo de 4% quando tratadas com a proteina 14-3-3, de 6% quando
tratadas com gp43 e 10% quando tratadas com ambas as adesinas. Os resultados dos
tratamentos de 48 h e 72 h também foram avaliados, porém ndo apresentaram diferencas
significativas se comparados com os resultados obtidos apds o tratamento de 24 h. Os

experimentos foram realizados em triplicata para cada tratamento.
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Figura 10. Fragmentacdo de DNA pela técnica de "TUNEL". A: controle; B: tratamento com

proteina 14-3-3; C: tratamento com gp43; D: tratamento com proteina 14-3-3 e gp43.

3.3. Avaliacao da expressao dos marcadores pro-apoptoticos Bak-1 e Bax

A Figura 10 mostra os resultados do tratamento das células epiteliais A549 com a
gp43 e a proteina 14-3-3 apds diferentes periodos de tempo em relacdo a expressdo de Bak
pelo método de citometria de fluxo. Com 5 h de tratamento, uma diferenca significante na
expressao de Bak foi observada entre as células tratadas com gp43 e as néo tratadas. Apds 24
h de tratamento com a gp43 ou ambas as proteinas (gp43 + 14-3-3), um aumento da expressao
de Bak foi observado. Apos 48 h, todos os tratamentos levaram a aumentos significantes da
expressao de Bak quando comparados com o tratamento de 24 h e o controle. O maior
aumento da expressdo de Bak foi observado no tratamento com a gp43. O mesmo foi
observado por PCR em tempo real com o marcador Bak, o qual também apresentou um
aumento em sua expressdo apos o tratamento com gp43. Os niveis de expressdo aumentaram
271 vezes apds 24 h e 53 vezes apds 48 h. Além disso, a expressdo de Bax aumentou 112
vezes ap0s 24 h de tratamento com gp43 e trés vezes apos 48 h. Esse perfil de expressdo dos

marcadores pro-apoptoticos observados por citometria de fluxo e PCR em tempo real,
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confirma a ativacao desses marcadores pela gp43.

Para a realizacdo dos experimentos por citometria de fluxo foi utilizado somente o
marcador Bak, pois apenas o anticorpo anti-Bak estava disponivel no laboratério. Ja para a
realizacdo da PCR em tempo real, utilizou-se a sequéncia para o gene Bax. Apesar de ambos
0s marcadores (Bak e Bax) serem fatores pro-apoptoéticos, podemos observar diferencas na

expressao desses marcadores devido as condicGes na realizacdo dos experimentos.

Figura 11. Expressao de Bak em celulas A549 apos diferentes tratamentos analisados por

citometria de fluxo.
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3.4. Avaliacao da expressao do marcador anti-apoptético Bcl-2

A expressao de Bcl-2 foi avaliada em células apds o tratamento com a proteina 14-3-3
e gp43 por citometria de fluxo. Apds 5 h, foi observada uma diminuicdo da expressao de Bcl-
2 quando as células foram tratadas com 14-3-3 e 14-3-3 + gp43. Com 24 h de tratamento, a
gp43 também levou a uma reducdo significativa da expressdo de Bcl-2. Entretanto, apds 48 h

nos tratamentos com 14-3-3 e ambas as proteinas, houve um aumento significante da
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expressao de Bcl-2 seguido por uma reducdo apos 72 h de tratamento (Figura 11). O mesmo
perfil de expressdo de Bcl-2 foi observado usando PCR em tempo real. Apos 24 h de
tratamento com 14-3-3, gp43 ou ambas as proteinas (14-3-3 + gp43), houve uma diminuigéo
de 2 vezes na expressdo do marcador. Apos 48 h e 72 h, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa na expressao de Bcl-2, indicando uma possivel perda desta via devido ao

tratamento.

Figura 12. Expressdo de Bcl-2 em células A549 apoés diferentes tratamentos analisada por

citometria de fluxo. Os asteriscos significam diferencas significativas em relacdo ao controle

(p <0.05).
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3.5. Avaliacao da Atividade Anti-Apoptdética das Substancias Naturais

3.5.1. Expressdo dos marcadores pro-apoptéticos Bak-1 e Bax apés tratamento com G14

e G15

PCR em tempo real foi utilizado para a avaliacdo da acdo anti-apoptdtica dos galatos
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de alquila selecionados. Apds avaliarmos a expressdo do gene Bak, foi possivel observar que
as células tratadas com a gp43 e o galato de decila com 24h de tratamento, apresentaram uma
expressao 271,01 vezes menor quando comparadas com o controle (células tratadas somente
com gp43). Em células tratadas com gp43 e o galato de undecila, foi observado um valor
menos acentuado, apresentando uma expressdo 38,82 vezes menor. Com 48 horas de
tratamento também observamos uma diminuicdo na expressdo do gene em ambos 0s
tratamentos: com o galato de decila Bak-1 foi 17,7 vezes menos expresso, enquanto que com
0 galato de undecila 52,53 vezes menos expresso quando comparados com o controle (Figura

13).

Figura 13. Grafico representativo demonstrando a expressdo de Bak nas células tratadas
simultaneamente com gp43 (50ug/mL) e galato de decila ou galato de undecila, por 24 e 48h

por PCR em tempo real. *p<0,05 (n=9)
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Outro gene avaliado foi Bax, uma proteina da familia Bcl-2 com fungdo pro-
apoptotica assim como Bak. Apoés a andlise foi observado que as células tratadas com gp43 e
G14 apresentaram uma diminuicdo de 112,12 vezes em sua expressao quando comparado
com o controle apds o tratamento de 24 h e as celulas tratadas com gp43 e G15 apresentaram
uma expressdo de 111,57 vezes menor. Apos o tratamento de 48 horas com gp43, tanto as
células tratadas com G14 quanto com G15 diminuiram cerca de 3 vezes a expressao do gene

Bax.

Figura 14. Gréafico representativo demonstrando a expressdo de Bax nas células tratadas
simultaneamente com gp43 (50ug/mL) e galato de decila ou galato de undecila, por 24 e 48h
por PCR em tempo real. *p<0,05 (n=9)
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3.5.2. Expressao do marcador anti-apoptotico Bcl-2 apos tratamento com G14 e G15
Dando continuidade a avaliacdo do potencial anti-apoptético dos galatos de alquila

selecionados, realizamos PCR em tempo real para analisar a expressdo do gene Bcl-2 em
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células tratadas com gp43 e os galatos de decila e undecila. A anélise da expressdao do
marcador anti-apoptético Bcl-2 foi confirmada por PCR em tempo real e foi possivel verificar
que no tratamento das células A549 com a gp43 houve uma diminuicdo de aproximadamente
2 vezes na expressao desse gene.

Apdbs 24 horas de tratamento observamos um aumento na expressdo do gene de 2,73
vezes para células tratadas com o galato de decila e 0,92 vezes para as células tratadas com o
galato de undecila quando comparado com o controle. Apos 48 horas de tratamento nao
observamos nenhuma alteracdo na expressao desse gene para o tratamento com G15, mas
observamos uma diminuicdo de aproximadamente 0,25 vezes para o tratamento com G14 se

comparado com o controle. (Figura 15).

Figura 15. Grafico representativo demonstrando a expressao de Bcl-2 nas células tratadas
simultaneamente com gp43 (50ug/mL) e galato de decila, galato de undecila, por 24 e 48h por

PCR em tempo real. *p<0,05 (n=9)
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Para sumarizar os dados obtidos por PCR em tempo real e facilitar o entendimento dos
resultados, foi montada uma tabela (Tabela 3) a qual esta demonstrada abaixo. As setas g
significam um aumento na expressao dos genes, as setas ¥ significam uma diminuicéo e o

traco (— ) indica que nao houve aumento ou diminuicdo significativa.

Tabela 3. Expresséo dos genes Bak-1, Bax e Bcl-2 ap6s os tratamentos com G14 e G15.

Incubagdo 24 h 48 h
Tratamento gp43+G14 gp43+G15 gp43 gp43+Gl4 gpd43+G15 gp43
Bak-1 ¥271,01x ¥38,82x  AN275x V17,7x ¥52,53x AN75x
Bax ¥112,12x ¥111,57x  A110x W3x W3x AN2X
Bcl-2 AN2,73x A0,92x ¥ 2x ¥0,25x
4. Discusséo

No atual estudo, foi avaliada a expressao de Bak e Bcl-2 por citometria de fluxo, as
quais nao apresentaram nenhuma alteracdo significativa em sua expressao no tratamento com
a proteina 14-3-3 em 5 h se comparados com o controle negativo. Entretanto, no tratamento
com gp43 apdés 24 h houve um aumento na expressdao de Bak, mas ndo de Bcl-2,
demonstrando a inducdo da apoptose pela gp43. Apés 48 h de tratamento com gp43 e/ou
proteina 14-3-3, enquanto a expressdao de Bak aumentou, a expressdo de Bcl-2 também
aumentou, mas em menor proporgao.

Esses resultados sugerem dois possiveis mecanismos usados pelo fungo durante o
processo de infeccdo. A primeira hipotese seria que a inducdo da apoptose atraves da
expressao de Bak levaria a uma resposta celular havendo um aumento da expressao de Bcl-2
afim de impedir a morte celular. Ja na segunda hipotese, o fungo induziria a expressao tanto
de Bak quanto de Bcl-2 com o objetivo de causar danos a célula, porém sem maté-la, e dessa

forma consegue se proteger do sistema imune do hospedeiro. Mendes-Giannini et al. (2004)
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descreveram um comportamento similar durante a infeccdo de P. brasiliensis e Del Vecchio
et al. (2009) a partir de um modelo in vitro, compararam duas cepas de P. brasiliensis (Pb18R
sendo a cepa mais virulenta e Pb18SP sendo a menos virulenta) demonstrando a partir das
técnicas de TUNEL e citometria de fluxo que caspase-3, Bak e Bcl-2 intermedeiam o
processo de inducdo de apoptose em ceélulas epiteliais A549. Foi observada uma maior
expressao dos fatores pro-apoptoticos em Pb18R, um isolado recente de cultura celular e com
alta capacidade de adeséo, demonstrando uma relacao entre os fatores de viruléncia com a
capacidade de inducdo de apoptose por P. brasiliensis.

Os resultados obtidos pela técnica de TUNEL mostraram que o tratamento com as
proteinas de P. brasiliensis, gp43 e a proteina 14-3-3 por 24 horas, levaram ao aumento do
numero de células apoptdticas, indicando que ambas as proteinas sdo capazes de induzir
apoptose.

Em estudos anteriores, esse mecanismo utilizado por P. brasiliensis foi avaliado em
células epiteliais e 0 numero de células apoptéticas aumentaram juntamente com a exposicao
ao fungo (Mendes-Giannini et al., 2004; Del Vecchio et al., 2009), o que sugere que esta seja
uma condicdo da internalizacdo do fungo ao desencadear a apoptose em celulas epiteliais. A
inducdo da apoptose em células hospedeiras tem sido relacionada com a patogénese
microbiana. Varios patdgenos possuem proteinas em sua superficie ou secretam metabolitos
capazes de agir como indutores de apoptose em células hospedeiras (Da Silva et al., 2015).

Superti et al. (2005), demonstraram em Yersinia spp., uma bactéria Gram-negativa
enteropatogénica, que tem a capacidade de induzir apoptose em células epiteliais com o
auxilio de proteinas expressas em sua superficie, as quais permitem a aderéncia da bactéria e
sua invasao em células expostas no lumen intestinal. Dessa forma, a Yersinia consegue atacar
0 hospedeiro e ganhar acesso ao tecido. Outro exemplo é a Shigella flexneri, que de acordo

com Zychlinsky et al. (1996), invade as células M da mucosa intestinal e coloniza o tecido a
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partir da sua internalizacdo em macrofagos, nos quais, a partir de fatores de viruléncia induz a
apoptose, sendo este, um fator crucial para o inicio da patogénese da shiguelose. A aderéncia
e internalizacdo de Staphylococcus aureus em células epiteliais também estdo associadas aos
fatores de viruléncia (Haslinger-Loffler et al., 2005), os quais sdo capazes de induzir apoptose
nessas células. Foi observado no estudo de Hu et al. (2014) um aumento da expressao de Fas
e FADD (Fas-associated death domain) e a subsequente ativacdo das caspases 3 e 8,
demonstrando que essa seja a possivel via de ocorréncia do processo de apoptose.

Os mecanismos de invaséo das células hospedeiras, a permanéncia dentro das células
e a subsequente inducdo de apoptose, podem explicar o eficiente comportamento de P.
brasiliensis em promover a infeccéo do tecido e/ou a sua disseminacao pelo sangue (Monteiro
Da Silva et al., 2007). As proteinas de P. brasiliensis 14-3-3 e gp43 agem como adesinas e
fatores de viruléncia contribuindo para a aderéncia e internalizacdo do fungo nas células
hospedeiras. De acordo com os resultados apresentados neste estudo podemos concluir que
ambas as proteinas participam do processo de apoptose, e que também podem contribuir em
muitos outros mecanismos importantes na patogénese de P. brasiliensis, segundo estudos
recentes de Da Silva et al. (2015).

Para avaliar a atividade anti-apoptdtica das substancias naturais selecionadas, foi
utilizada a técnica de PCR em tempo real, a qual também verificou a atividade apoptotica da
gp43 através da analise da expressdao dos marcadores pré e anti-apoptoticos: Bcl-2, Bak e
Bax. A expressdo de Bak, marcador pro-apoptético, no controle experimental foi 275 vezes
maior do que no controle negativo e as células que receberam o tratamento por 24 horas com
G14 e G15, expressaram esta proteina respectivamente 271 e 39 vezes menor quando
comparadas com o controle experimental. JA com 48 horas de tratamento, também houve um
aumento significativo da expressdo desse marcador no controle experimental em relacdo ao

controle negativo, e para as células tratadas com G14 e G15 houve diminui¢do na expressao
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de Bak.

Outro marcador pré-apoptotico avaliado foi Bax, o qual foi expresso 110 vezes mais
no controle experimental quando comparado com o controle negativo. J& as células tratadas
com G14 e G15 por 24 horas, apresentaram uma diminuicdo na expressdo desse marcador.
Em 48 horas, a expressdo de Bax foi duas vezes aumentada no controle experimental e tanto
no tratamento com G14 quanto com G15 houve diminui¢do na expressdo desse gene, porém
menos significativa do que no tratamento de 24 horas.

Na avaliacdo do marcador anti-apoptotico Bcl-2, o controle experimental apresentou
diminuicdo em sua expressao apos 24 horas, enquanto que no tratamento das células, também
por 24 horas com G14 e G15 houve um aumento da expressao de Bcl-2, respectivamente em
2,7 vezes e de 0,92 vezes, quando comparado com o controle. Apos 48 horas de tratamento,
néo foi observada nenhuma alteracao na expressao desse marcador.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos por PCR em tempo real, foi possivel
verificar que os galatos de alquila testados possuem atividade anti-apoptética, e segundo 0s
ensaios de sensibilidade dos galatos para Pb, as substancias demonstraram as seguintes CIMs:
G14 0,004mg/L e G15 0,015mg/L, sendo entdo considerados alternativas importantes ao
tratamento da paracoccidioidomicose.

Em um estudo preliminar de De Paula E Silva et al. (2014), foram testados uma serie
de 14 galatos de alquila, os quais apresentam importante atividade bioldgica descrita na
literatura contra diferentes espécies de fungos, incluindo diferentes isolados de P. brasiliensis
e P. lutzii. Essas moléculas apresentaram importantes relacdes entre estrutura e atividade e 0
galato de decila foi o que apresentou melhor atividade antifingica contra uma variedade de
fungos patogénicos de grande importancia clinica, incluindo P. brasiliensis. Em relacdo a
citotoxicidade do acido gélico e dos galatos de alquila, De Paula E Silva (2012) avaliou essas

substancias em ceélulas epiteliais respiratdrias e observou-se uma alta viabilidade celular para
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as linhagens MRC5 e A549, revelando uma baixa citotoxicidade desses compostos para
ambas as linhagens de células. Dessa forma, os compostos testados podem ser eficazes no
caso de terapias de dificil diagnostico de espécie ou género especificos.

Ja em relacdo a maitenina ndo obtivemos resultados positivos neste estudo, porém
Gullo et al. (2012) avaliaram a atividade antifungica de compostos naturais e semi-sintéticos,
sendo um deles a maitenina, e observou-se uma excelente concentragdo inibitoria minima
(MIC de 0.12 mg/L) dessa substancia contra diferentes isolados de P. brasiliensis.

Dessa forma, além da verificacdo da atividade anti-apoptotica dos galatos de alquila, a
partir da técnica de PCR em tempo real, também pudemos confirmar que a gp43 apresenta
atividade apoptdtica e talvez este seja o principal componente do fungo na atividade

apoptotica de Pb demonstrada em trabalhos anteriores (Mendes-Giannini et al., 2004).

5. Concluséao

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

1. Ambas as proteinas, gp43 e proteina 14-3-3, participam do processo de apoptose;
2. Verificou-se atividade anti-apoptotica dos galatos de alquila G14 e G15, o que sugere boas

perspectivas de seu uso como alternativa de tratamento na paracoccidioidomicose.
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