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LISTA DE UNIDADES E ABREVIATURAS

AIDS: Acquired Immunodeficiency Syndrome

ATCC: American Type Culture Collection

BHI: Brain and Heart Infusion

cDNA: 4cido desoxirribonucléico complementar
CFDA-SE: Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
CIM: concentragdo inibitoria minima

DAPI: 4',6-Diamidino-2-Phenylindole

DEPC: Dietil pirocarbonato

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

DO: densidade dptica

DTT: Ditiotreitol

HIV/Aids: Human Immunodeficiency Virus / Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid

g: gramas

GFP: Green fluorescent protein

L: litro

LPS: lipossacarideo

M: molar

mM: milimolar

mg: miligramas

mL: mililitro

LLg: microgramas

uL: microlitro

uM: micromolar

MTT: brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio
NEED: N-1-naphthyl-ethylenediamine-dichloroplatinum
nm: nandOmetros

P101: Paracoccidioides lutzii cepa 01

Pb18: Paracoccidioides brasiliensis isolado 18

pb: pares de base

PBS: tampao fosfato, pH 7,2

PCM: paracoccidioidomicose

PCR: Polymerase Chain Reaction

RNA: 4cido ribonucleico

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute medium
RPM: rotacdes por minuto

TE: solugdo tampao Tris e EDTA

UPR: unfold protein response

°C: graus celsius
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(NAG), o-amilase (AMY), e os genes sensores de estresse ao reticulo endoplasmatico
IRE1 e HAC, nas células fungicas das espécies P. lutzii (P101) e P. brasiliensis (Pbl18)
desafiadas com o galato de decila (G14) na concentracdo de 0,5ug/mL por 72 horas.
Método utilizado para andlise: 2*““T. Controle gene enddgeno a-tubulina. Controle
negativo: amostra substituida por dgua DEPC. *p<0,05 em relagdo ao gene da outra
] 011 (SO PSRRI 71
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RESUMO

O fungo do género Paracoccidioides ¢ o agente etioldgico da paracoccidioidomicose
(PCM), micose de grande importancia no Brasil ¢ América Latina. Ha diferentes terapias
disponiveis, como os antifingicos da classe dos poliénicos, azois e sulfonamidas. O
desenvolvimento de novos antifingicos com eficdcia superior € necessario para prevenir
recaidas e diminuir os efeitos secundarios, o periodo de tratamento e sequelas. A molécula
de 4cido galico com diferentes modificagdes (galatos de alquila) apresentou atividade
antifungica contra um painel representativo de fungos patogénicos. O galato de decila
(G14) foi objeto de estudo deste trabalho, para o qual a interacdo Paracoccidioides-
hospedeiro foi relacionada ao mecanismo de acdo. Para tanto, o fungo Paracoccidioides
lutzii (P101) foi desafiado com o G14 para andlise das alteragdes no desenvolvimento de
brotamentos e na viabilidade celular pelo ensaio de MTT. Foi avaliada a influéncia do G14
na taxa de interagdo de P101 com a linhagem de macrdéfago alveolar murino AMJ2-C11,
com as linhagens pulmonares de mamifero A549 e MRC-5, e hemocitos da larva de
Galleria mellonella utilizando ensaios por citometria de fluxo. O G14 ainda foi avaliado
quanto a taxa de sobrevivéncia da larva de G. mellonella infectada e a capacidade na
modulagdo da producdo de 6xido nitrico em macréfago RAW. O estudo do mecanismo de
acdo foi realizado pelo ensaio de interagdo quimico-genética seguida da interagdo genética,
que consiste na comparacdo de uma colecdo de mutantes da levedura Saccharomyces
cereviseae com perfil hipersensivel ao G14, a um banco de dados de duplos mutantes para
predizer a via afetada. Em P. lutzii (P101) e P. brasiliensis (Pb18) foi avaliada a taxa de
atividade de enzimas n-glicosiladas (a-(1,3)-glucanase, N-Acetyl-B-D-glucosaminidase e
a-amilase) ligadas a formagdo da parede celular; assim como a expressdo relativa dos
genes envolvidos através de PCR em tempo real. No ensaio de interagdo quimico-genética,
cerca de 50 mutantes foram hipersensiveis e com a analise da interacdo genética deduziu-
se influéncia sobre a via de glicosilagdo e/ou na resposta a proteinas ndo enoveladas. A
concentracdo de 0,5 ug/mL de G14 apresentou reducgdo significativa de 42 % da atividade
metabolica e de 38,5 % na formagdo de novos brotos do PI01 com 24 horas de contato,
indicando forte influéncia sobre o desenvolvimento da célula fungica. As enzimas n-
glicosiladas testadas para P101 e Pbl8 apresentaram baixa atividade quando desafiadas
com G14, porém os genes referentes a estas enzimas nao apresentaram expressao relativa
baixa, inferindo a influéncia nas modificagdes pods-traducionais destas enzimas. A
influéncia do G14 na atividade funcional destas enzimas resulta na instabilidade da parede
celular, a qual € um elemento crucial para a viruléncia e para a interacdo Paracoccidioides-
célula hospedeira. Assim, foi observada redu¢ao na taxa de interagdo do P101 de 1,6 vezes
com a linhagem A549, e de 1,2 com a linhagem AMJ2-C11. Além disso, foi observado um
aumento no tempo de sobrevivéncia da larva infectada com PIO1 e tratada, indicando que
G14 tem propriedades benéficas ao hospedeiro, o que foi observado com a reducdo de 20
% na quantificacdo de 6xido nitrico quando macréfagos RAW estimulados por LPS foram
desafiados com G14, o que sugere uma atividade antioxidante.

Palavras-chave: Galato de decila. Oxido nitrico. Citometria de fluxo. Intera¢do quimico
genética. n-glicosilagao.
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ABSTRACT

The fungus of genus Paracoccidioides is the etiological agent of paracoccidioidomycosis
(PCM), an important mycosis in Brazil and Latin America. There are different available
therapies, as antifungals belong to the class of polyenes, azoles and sulfonamides. The
development of new antifungal agents with greater effectiveness is required to prevent
relapse and reduce side effects, the period of treatment and sequelae. The gallic acid
molecule with different modifications (alkyl gallates) showed antifungal activity against a
representative panel of pathogenic fungi. The decyl gallate (G14) was the study object of
this work, for which the Paracoccidioides-host interaction was connected with the
mechanism of action. Therefore, the fungus Paracoccidioides lutzii (P101) was challenged
with the G14 to analyze the changes in the development of budding and cell viability by
MTT assay. Then, it was assessed the influence of the G14 in the interaction rate of P101
with murine alveolar macrophage lineage AMJ2-C11, with mammalian lung lineage A549
and MRC-5, and hemocytes of Galleria mellonella larvae using assays by flow cytometry.
The compound G14 was evaluated for survival rate of infected G. mellonella larvae and to
capacity of modulation of nitric oxide production in RAW macrophages. The mechanism
of action was performed by chemical-genetic interaction assay followed by genetic
interaction, which involves comparing a mutant collection, of Saccharomyces cerevisiae
yeast, with hypersensitive profile to G14 to double mutant database to predict via affected.
In P. lutzii (P101) and P. brasiliensis (Pb18) was evaluated the rate of activity of n-
glycosylated enzymes (a- (1,3) -glucanase, N-Acetyl-B-D-glucosaminidase and a-amylase)
linked to cell wall formation; as well as the relative expression of the genes involved by
real time PCR. In the test chemical-genetic interaction, about 50 mutants were
hypersensitive to G14 and with the genetic interaction analysis was deduced that it
influence the glycosylation pathway and/or in the response unfolded proteins. The
concentration of 0.5 pg/ml of G14 after 24 hours of contact showed a significant reduction
of 42% in metabolic activity and 38.5% in the formation of new buds of P101, indicating a
strong influence on the development of the fungal cell. The N-glycosylated enzymes tested
for P101 and Pb18 after 72 hours of contact with 0.5 pg/ml of G14 showed low activity
when challenged with G14, but the genes related to these enzymes did not show low
relative expression, inferring the influence on the post-translational modification of these
enzymes. The influence of the G14 in the functional activity of these enzymes results in the
instability of the cell wall, which is crucial to the virulence and the host Paracoccidioides-
cell interaction. Thus, it was observed a reduction in the interaction rate of P101 in 1.6
times with lineage A549 and in 1.2 times with lineage AMJ2-C11. Besides that, it was
observed an increase of survival time of PlOlinfected larvae and treated, indicating G14
has properties that benefit the host, what was observed with a reduction of 20% in the
quantification of nitric oxide when RAW macrophages stimulated by LPS were challenged
with G14, which showed an antioxidant activity.

Keywords: Decyl gallate. Nitric oxide. Flow cytometry. Chemical-genetic interaction. N-
glycosylation.
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1. INTRODUCAO

Paracoccidioides spp é o agente etioldgico da paracoccidioidomicose (PCM),
micose de alto impacto social e médico em areas endémicas, devido ao nimero de casos, €
por ser doenca cronica, com um tratamento de longa duragdo e alta taxa de sequelas, as
quais podem causar inabilidade ao trabalho fisico e uma baixa qualidade de vida. Além
disso, o fato da notificagdo ndo ser obrigatéria, a auséncia dos registros de surtos
epidémicos, a extrema dificuldade no diagnostico precoce aliado a falta de capacidade de
um diagnostico laboratorial eficiente, dificulta uma abordagem epidemioldgica 100 %

realista da doenca (MARTINEZ, 2015).

1.1.  Nicho ecologico

Pouco se sabe sobre o habitat do Paracoccidioides spp. porém alguns estudos na
literatura tentam entender a pato-fisiologia deste agente com as informagdes do seu
possivel habitat (RESTREPO et al., 2001).

Em uma revisdo publicada por Franco et al (2000), foram analisados diferentes
publicagdes que relatavam tentativas de isolar o fungo do solo ou matérias contaminados
com solo, sendo que na maioria dos isolados foram confirmados com a caracterizagdo
morfologica do fungo, além da avaliacdo da viruléncia e da antigenicidade da cepa, e por
analises bioquimicas e moleculares.

Evidéncias epidemioldgicas indicam que a forma saprofitica do fungo pode ocorrer
em algumas condi¢des restritas do solo, como em locais de vegetacdo natural, perto de
fontes de 4gua ou em dreas com taxas variando de alta a moderada de niveis de
precipitagdo com temperaturas amenas. Bruscas alteragdes nas condigdes climaticas que
resultem no aumento atipico do armazenamento de dgua no solo e na taxa de umidade do
ar podem contribuir primeiramente para o crescimento do fungo, e posteriormente para a
dispersdo de conidios (TEIXEIRA et al., 2014). As zonas caracterizadas como endémicas
s30 comumente as areas rurais ou de intensa atividade agricola. O continuo desmatamento,
a extensiva e continua agricultura, a migracdo humana para regides pouco habitadas e
inexploradas, com urbanizagdo em condi¢des inadequadas e o impacto ambiental das
grandes construgdes tem um grande impacto sobre a aquisicdo da PCM (MARTINEZ,
2015).

Ha alguns estudos sobre achados deste fungo em animais selvagens, como o tatu, e

animais domésticos como em cachorros (BAGAGLI et al., 2006b).
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1.2.  Estudo filogenético

Em 1908, Adolpho Lutz publicou a descricio no Brasil de uma micose
pseudococcidica localizada na boca, denominando as micoses causadas por
Pseudococcidia como Hifoblastomicoses. Em 1912, Alfonso Splendore isolou o mesmo
fungo, classificando-o como Zymonema brasiliensis. Posteriormente, em 1930, Almeida
apds comparagdes com Coccidioides immitis, caracterizou o fungo como do género
Paracoccidioides e da espécie brasiliensis. Com base em recentes analises filogenéticas,
Paracoccidioides spp esta classificado na Ordem Onygenales, na Familia
Ajellomycetaceae (Ascomycetes), formando um clado monofilético que inclui os géneros
Blastomyces, Emmonsia e Histoplasma, com Lacazia loboi como ancestral comum
(BENCHIMOL; SA, 2004; UNTEREINER et al., 2004).

Mais recentemente, os diferentes isolados foram classificados em quatro diferentes
espécies filogenéticas, S1, PS2, PS3 e PS4 sendo a espécie S1, um grupo parafilético
encontrado no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela; a espécie PS2 ¢ um grupo
monofilético encontrado no Brasil e Venezuela; a espécie PS3 um grupo monofilético
encontrado apenas na Colombia e a espécie PS4 na Venezuela (MATUTE; MCEWEN, et
al., 2006; MATUTE; SEPULVEDA, et al., 2006). Posteriormente, com base na
comparacao de sequéncias codificantes e ndo codificantes de diferentes genes, um isolado
denominado Paracoccidioides lutzii foi classificado e separado dos demais, e proposta a
classificagdo deste como uma nova espécie filogenética (CARRERO et al., 2008).
Contudo, foi estimado que as espécies filogenéticas S1/PS2/PS3/PS4 e P. lutzii tiveram um
ancestral comum a cerca de 32 milhdes de anos (TEIXEIRA et al., 2009). A regido centro-
oeste do Brasil ¢ considerada a de maior prevaléncia dos casos de PCM acometidos pela
espécie P. lutzii (MARQUES-DA-SILVA et al., 2012). A correta taxonomia molecular
deste fungo tem aberto novas possibilidades para o estudo e o entendimento de suas
relacdes eco epidemioldgicas com seus hospedeiros (BAGAGLI et al., 2006a; BAGAGLI
et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2014; NOBREGA DE ALMEIDA e¢t al., 2015).

1.3. Paracoccidioidomicose (PCM)
e Rota de infec¢do
O género Paracoccidioides ¢ formado por fungos termodimorficos, os quais
apresentam a forma miceliar a 25-27 °C (forma saprofitica-infectante) e forma

leveduriforme a 35- 37 °C (forma parasitaria). Devido a intensa atividade agricola presente
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nas areas endémicas, conidios suspensos no ar, pertencentes a fase miceliar do fungo do
género Paracoccidioides, sdo inalados pelo hospedeiro. Estes invadem as vias adreas
inferiores, atingindo os alvéolos e bronquiolos terminais. Neste local, a temperatura
corporal influencia na diferenciacdo celular transformando-se na forma leveduriforme
multinucleada (RESTREPO, 1985; SAN-BLAS et al., 1993; LACAZ, 1994).

Uma vez inalados, os conidios do fungo entram em contato com o aparato
pulmonar e desencadeiam uma reacdo inflamatoria, com presenca de macrofagos, células
gigantes multinucleadas, linfocitos e células epitelidides formando um granuloma. Na area
central do granuloma é comum a presenca de linfécitos e macroéfagos, os quais por meio da
producdo de citocinas e outros mediadores inflamatdrios assumem importancia central na
morfogénese e na formagdo e modulacdo do granuloma (FORTES et al., 2011). Desta
forma, a PCM ¢ considerada uma doenca granulomatosa com diferentes formas clinicas.
Em pacientes com resposta imune celular preservada, observam-se granulomas epitelioides
compactos, bem definidos, com poucos fungos. Aqueles individuos com comprometimento
imunoldgico, a inflamagdo granulomatosa ¢ desorganizada, com grande nimero de fungos
e granulomas frouxos, mal definidos, nestes casos ocorre a proliferacdo e disseminac¢io do
fungo, levando a doenga generalizada de mau prognostico (NISHIKAKU et al., 2009;
FORTES et al., 2011).

o Sistema imunologico

Tem sido relatado que um elevado nivel da resposta imune humoral (Th-2) esté
associado com o aumento da dissemina¢do da doencga, envolvendo IL-4, IL-5 ¢ TGF-B. Por
outro lado, a resposta imune mediada por células (Th-1) representa o principal mecanismo
de defesa na PCM, atuando principalmente TNF-a e IFN-y. Dessa forma a inibi¢do da
imunidade Th-2 e a estimula¢do da imunidade Th-1 geralmente aumenta a eficacia dos
antifungicos utilizados na terapia (CALICH et al., 1987; DE ALMEIDA et al., 1998;
BENARD et al., 2001; MAMONI et al., 2002; CALVI et al., 2003; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006a; TRAVASSOS; TABORDA, 2012b). Pacientes infectados, classificados
como assintomaticos, apresentam uma resposta predominante Th1, enquanto que pacientes
com a forma crdénica da doenga, frequentemente adultos, apresentam padrdo Th17/Th22, e
na forma aguda (juvenil) uma resposta tipo Th2/Th9 (DE CASTRO et al., 2013;
FERNANDES et al., 2015).
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o Formas clinicas

Entre 1983 a 1986 um grupo de especialistas classificou e determinou as formas
clinicas da PCM, as quais foram devidamente publicadas em 1987 por Franco e
colaboradores baseando-se no periodo de laténcia, da localizagdo e gravidade das lesdes,
acompanhado do estado nutricional e disfungcdo do o6rgdo acometido (FRANCO et al.,
1987).

Assim, a forma aguda/subaguda, considerada tipo juvenil, representada por cerca
de 5 % dos casos, pode ser classificada como moderada ou severa. Geralmente, acomete
criangas, adolescentes e adultos com até 35 anos, sem distingdo de género. Estes pacientes
trazem como sintomas febre, perda de peso, e anemia de branda a moderada por 2-3 meses
ou mais. Comumente ocorre o expressivo aumento dos nddulos cervicais, axilares e
inguinais, assim como do figado e do baco. Uma alta taxa de pacientes apresenta multiplas
lesdes na pele e na mucosa, comprometimento do trato digestivo e hé diferentes relatos do
acometimento do tecido dsseo (BOCCA et al., 2013).

A forma cronica, com representatividade de mais de 90 % dos casos, ocorre
geralmente em individuos, com maior frequéncia do género masculino, entre 30 a 60 anos
com atividades laborais envolvendo areas agricolas. Pode ser classificada de acordo com o
tipo de lesdo, unifocal ou multifocal. As lesdes unifocais estdo associadas com a alta
severidade da doenca, em alguns casos quando acometem o sistema nervoso central e
outras fungdes vitais concomitantemente. As lesdes multifocais estdo relacionadas com a
disseminag¢do da doenca. O pulmao € o drgdo mais afetado, seguido por lesdes na pele e na
mucosa (oral, laringe, traqueia, trato digestivo). As lesdes cutdneas podem ser Unicas ou
multiplas, e sdo observadas como péapulas ou ulceras principalmente na face. As lesdes da
mucosas caracteristicas s@o ulceragdes de fundo granuloso e pontilhado hemorragico,
chamadas de estomatite moriforme. Ndodulos linfaticos, glandulas adrenais e outros o6rgaos
podem ser acometidos, com uma menor frequéncia do intestino, sistema nervoso central,
tecido Osseo, bago, olhos, sistema geniturindrio e cardiovascular. O curso da doenga nesta
forma ¢ insidioso, a manifestagdo de febre ¢ incomum, e quando presente hd uma
associacdo com tuberculose. Os pacientes podem demonstrar fraqueza, perda de peso,
dispneia, tosse, e as vezes expectoracdo purulenta e raramente com sangue (BOCCA et al.,

2013).
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1.4. Epidemiologia

A PCM ¢ uma doenca considerada geograficamente limitada a América Latina,
com regides de maior endemicidade, como Brasil, Colombia e Venezuela, seguidas por
outras areas, de menor incidéncia, como Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai e regides da
América Central (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006b; AMEEN et al., 2010; DE ABREU
SILVA et al., 2012). Em uma revisao foi descrito que 80 % dos casos de PCM foram
reportados no Brasil, nos estados de Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro
e Rondonia (COLOMBO et al., 2011).

No periodo de 1980 a 1995 verificou-se uma média anual de mortalidade por PCM
no Brasil de 1,45 por milhdes de habitantes, com 3181 mortes (COUTINHO et al., 2002).
Acredita-se que sua incidéncia em zonas endémicas varie de 3 a 4 novos casos/milhdo até
1-3 novos casos a cada 100.000 habitantes ao ano (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006a).

As areas endémicas do Brasil podem ser divididas de acordo com o grau de
incidéncia da doenca, sendo as areas das regides Sudeste (estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais), Centro Oeste (principalmente os estados de Goids
e Mato Grosso do Sul) e Sul (estado do Parand ao Norte do Rio Grande do Sul)
classificadas como altamente endémicas. As regides localizadas ao longo da extremidade
Leste da Amazonia, incluindo os estados do Para, Maranhdo e Tocantins sdo classificados
como areas com menor indice da doenca. Com taxa de registros ainda menores se
destacam as regides do extremo oeste da regido amazodnica e o estado de Rondonia, as
quais se tornaram relevantes no comeco do século 20. Em contraste, a regido Nordeste do
Brasil é considerada com baixa endemicidade, e a maioria dos casos registrados sdo
advindos de outras regides (COUTINHO et al., 2002; MARTINEZ, 2015).

Podemos encontrar na literatura trabalhos com estudos e levantamentos regionais.
Em um estudo realizado no periodo de 1953 a 1978, 212 municipios do estado de Sao
Paulo (regides norte e central do estado) foram relatados por apresentarem 937 casos de
PCM, ou seja, uma incidéncia de 0,3 a 0,4 casos por 100.000 habitantes por ano (FAVA et
al., 1987). Entre 1960 a 1999 estimaram uma media de 2,7 casos por ano na cidade de
Ribeirdo Preto (estado de Sao Paulo) e pela anélise, de 1000 pacientes acometidos, 497 sao
naturais da cidade (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2011), e no periodo de 1970 e
2009 foi registrado um numero significativo de 1219 pacientes (BELLISSIMO-
RODRIGUES ET AL., 2013), classificando a regido como endémica. Na regido da cidade

de Campinas (sudeste do Brasil), entre 1988—1996, foram analisados diferentes casos com
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suspeita de PCM, sendo entdo que 89,7% foram confirmados para a doenga (Blotta et al.,
1999).

Saindo do estado de Sdo Paulo no periodo de 1958 a 1987, foram notificados 260
pacientes, naturais do estado do Rio grande do Sul, acometidos pela PCM, revelando uma
incidéncia de 0,9 casos por 100.000 habitantes, por ano (Londero e Ramos, 1990). Outro
estudo realizado no estado do Rio Grande do Sul, analisou 123 casos de PCM entre os anos
de 1966 e 2009, confirmando o interior do estado como uma regido endémica (De Souza et
al., 2014). No estado do Parana no periodo de 1980 a 1998 um estudo de 551 dbitos por
PCM notificados em 184 municipios, com maior numero nas regides Norte, Central e
Oeste do estado, revelou uma taxa de mortalidade de 3,48 por milhdo de habitantes,
(BITTENCOURT et al., 2005). No estado do Maranhao, entre os anos de 1997 e 2007
foram catalogados 216 casos, concluindo que as regides Oeste, Leste e Centro do
Maranhao registraram 90,3% destes casos, sendo que a regido Oeste apresenta prevaléncia
de 10,8 casos por 100.000 habitantes (MATOS et al., 2012). No estado de Mato Grosso do
Sul entre 1980 a 1999 foi realizado um estudo clinico e epidemioldgico de 422 casos
demonstrando a regido como endémica (PANIAGO et al., 2003). Em outro estudo foram
investigados a incidéncia e eventos de morte entre 102 portadores de PCM residentes na
regido do Lago de Itaipu, na Cidade de Foz do Iguagu (Oeste do Parand) no periodo de
2008 a 2009, dos quais 15 vieram a dbito no periodo do estudo, classificando a regido
como endémica (Loth et al., 2011). Uma anélise de 2163 pacientes no periodo de 1997-
2012 no estado de Ronddnia que com uma media anual de 9,4 casos a cada 100.000

habitantes constatou alta incidéncia de PCM (VIEIRA et al., 2014).

1.5. Epidemiologia fora da América Latina

Ao menos 60 casos de PCM foram notificados fora da América Latina, como nos
Estados Unidos, Canadd, Espanha e outros paises europeus. No Japao foram identificados
pelo menos 17 pacientes e uma tendéncia ao aumento do nimero anual. Novos casos foram
observados na Alemanha, Inglaterra, Espanha, Franga, Holanda e Japdo, nos quais os
pacientes tinham relatado visitar ou trabalhar em um ou mais paises da América do Sul ou
Central, incluindo o Brasil, Venezuela, Bolivia, Equador, Argentina e Paraguai. Em alguns
relatos, os pacientes ja apresentavam manifestagdes clinicas da PCM logo apds deixar os
locais endémicos, porém em sua maioria, apresentaram lesdes depois de pelo menos cinco
anos de permanéncia em paises ndo endémicos, indicando sitios endémicos da micose

(MANNS et al., 1996; TELES; MARTINS, 2011; MARTINEZ, 2015).
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1.6. PCM versus imunodepressio

Ha relatos na literatura do comportamento oportunista do fungo Paracoccidioides
em pacientes com a resposta imune celular deficiente, através da depressdo do sistema
imunoldgico por algum tipo de doenca, como a AIDS (Acquired Immunodeficiency
Syndrome) ou por alguma terapia envolvida. Pacientes imunodepremidos apresentam um
quadro de PCM de forma mais disseminada, com uma alta taxa de mortalidade precoce e
menor porcentagem de cura depois da terapia antifingica. Como exemplo, a co-infeccdo
pelo fungo Paracoccidioides ¢ o HIV (human immunodeficiency virus) (PANIAGO et al.,
2005; MOREJON et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009), a qual representa, sé no Brasil,
aproximadamente 1,4 % dos casos de co-infec¢do fungo/HIV (PRADO et al., 2009).
Martinez (2015) cita diferentes exemplos de casos graves de pacientes acometidos pela
PCM e imudeprimidos, como por doencas hematoldgicas ou neoplasia de érgaos solidos,
assim como pacientes submetidos a transplante renal, deficientes de CD40L e com
polimorfismo genético dos receptores da interleucina 12. Em todos os casos, ¢ comum a
reincidéncia da PCM decorrentes de lesdes residuais, levando a reativagdo do fungo,

culminando no estado grave do paciente (PRADO et al., 2009).

1.7.  Fatores que influenciam a infec¢ao

Em adicdo ao tipo de resposta imunoldgica e a area que o paciente reside, outros
fatores podem influenciar na progressdo da doenga. A idade € considerada um importante
fator, uma vez que ha uma maior incidéncia em pacientes entre 30 e 60 anos, fase na qual o
paciente ¢ mais exposto ao fungo devido ao maior envolvimento com atividades
profissionais. Estudos demonstram que a forma aguda/subaguda esta associada as trés
primeiras décadas de vida, e € a tnica forma que afeta criancas com até¢ 15 anos de idade.
A forma crénica ¢, geralmente, encontrada em pacientes com mais de 30 anos. A taxa de
producdo do hormonio beta-estradiol, também, ¢ um fator que pode determinar a infecgao,
uma vez que este inibe o desenvolvimento dos conidios inalados para a forma
leveduriforme, além de modular a resposta imune celular. O risco de infec¢do, também,
esta associado em mulheres gravidas, uma vez que na gravidez ocorre a redugdo
temporaria da resposta celular. Algumas acdes associadas ao estilo de vida tem impacto
importante para o desenvolvimento da doenga. Dessa forma ¢ observado que o risco ¢ 14
vezes maior para fumantes e 3,6 vezes maior entre individuos que consomem quantidades

superiores a 60 mL por dia de bebidas destiladas. A dificuldade de cura ¢ maior naqueles
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pacientes com habito de consumo médio de 100 mL/dia destas bebidas (AMEEN et al.,
2010; Barrozo et al., 2010; TELES; MARTINS, 2011; MARTINEZ, 2015).

1.8.  Terapéutica

Hé diferentes antifungicos que podem ser utilizadas para o tratamento da PCM.
Ribeiro em 1940 sugeriu um tratamento inicial com sulfapiridina. Posteriormente, Lacaz e
Sampaio propuseram o uso da anfotericina B em 1958. Barbosa e Vasconcelos, em 1973,
recomendaram o uso da combinagdo de trimetoprim-sulfametoxazol. Por volta de 1979,
Negroni sugeriu o uso de cetoconazol. Restrepo, em 1987 recomendou itraconazol e mais
recentemente, em 2007, o uso de voriconazol foi indicado por Queiroz-Telles
(CAVALCANTI LUNA et al., 2015).

O tratamento depende da gravidade da doenga, do tipo de agente antifingico
disponivel e do tempo de uso. Apesar das informacgdes limitadas sobre as diferentes
terapias, o itraconazol ¢ a primeira escolha para controlar as formas clinicas classificadas
de brandas a moderada da doenga. Desde 1987, muitos grupos desenvolveram estudos com
os antifungicos da classe dos azodis, os quais mostraram uma importante redu¢do nos
sintomas e um retardo na progressdo da doenca (NEGRONI; FINQUELIEVICH, et al.,
1987; NEGRONI; PALMIERI; KOREN, et al., 1987; NEGRONI; PALMIERI; CHA
TOREA, 1987; Restrepo et al., 1987). Porém, a terapia com itraconazol ndo esta facilmente
disponivel nas areas endémicas, o que consequentemente, confere a combinagao da terapia
trimetoprim-sulfametoxazol (doses didrias por 12 meses nos casos brandos e 24 meses nos
moderados) como uma opg¢ao mais acessivel e mais utilizada. Nos casos em que a PCM
atinge o sistema nervoso central o tratamento deve ser conduzido com fluconazol ou
voriconazol, diariamente por 3 a 6 meses, pois ambos possuem uma boa penetracao através
da barreira hematoencefalica (FERREIRA, 2009; MARQUES, 2012). Atualmente,
cetoconazol ¢ o menos usado para o tratamento desta infec¢do, devido aos seus severos
efeitos colaterais (hepatoxicidade, perda de libido, inibi¢do da producdo de corticoide).
Deve ser ressaltado a possibilidade dos derivados triazolicos interagirem com outros
farmacos, como os antihistaminicos, antidcidos, bloqueadores dos receptors H2,
barbituricos, ciclosporinas, difenilhidantoinicos, digoxinas, cisaprida e rifampicina
(FERREIRA, 2009).

Nos casos considerados severos, a terapia com anfotericina B ¢ a primeira escolha,
porém sdo bem conhecidos os efeitos colaterais e tdxicos (nefrotoxicidade, toxicidade

miocardical, mielotoxicidade etc) relatados em relacdo a esse antifiingico, o que pode
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acarretar na descontinuagdo da terapia. Nos ultimos 30 anos houve um grande esforco para
melhorar a formulacdo da anfotericina B, como exemplo na forma deoxicolato considerada
principal op¢do no tratamento intravenoso dos casos severos de PCM (PECANHA et al.,
2016), porém esta terapia ¢ considerada pouco acessiva uma vez que estas fomulagdes
envolvem alto custo. (LORTHLARY et al., 1999; LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009).

Na literatura ndo ha muitos relatos sobre resisténcia de Paracoccidioides spp. as
terapias antifingicas, no entanto ha relatos de que pacientes acometidos pela espécie P.
lutzii sdo mais sensiveis a terapia com cetoconazol e trimetoprim-sulfametoxazol do que
aqueles acometidos pela espécie P. brasiliensis (HAHN et al., 2003). De outra maneira, um
estudo demonstrou que o processo de melanizacdo que este fungo € capaz de desenvolver,
diminui a sensibilidade a alguns agentes antifungicos, em particular a anfotericina B (DA
SILVA et al., 20006).

As equinocandinas foram descobertas em 1970 através da pesquisa randomizada de
metobélicos secundarios. E considerada a mais nova classe de agentes antifungicos, as
quais s3o inibidores da sintese de B-(1,3)-glucano. A caspofungina foi a primeira a ser
aprovada para o uso clinico, sendo que as principais descrigdes na literatura envolvem o
tratamento para candidiase e aspergilose (WALKER et al.,, 2010). Nao ha relatos do
tratamento clinico de PCM com caspofungina, porém estudos in vitro avaliaram a
sensibilidade de P. brasiliensis (fase miceliar e leveduriforme) a caspofungina, nos quais o
crescimento da fase leveduriforme foi inibida de 20 a 65 %, enquanto que a fase miceliar

de 75 a 82 % (RODRIGUEZ-BRITO et al., 2010).

1.9. Antifungicos de origem natural

Uma tendéncia ¢ o estudo de compostos naturais ou semissintéticos na busca de
importantes atividades biologicas, tal como atividade antifingica. Em 1989 pesquisas
envolvendo o composto Ajoene, o qual é um derivado do extrato etandlico de alho (4//uim
sativum L. familia Liliaceae), mostrou inibi¢do do crescimento do fungo P. brasiliensis
afetando a integridade da membrana citoplasmatica fingica (SAN-BLAS et al., 1989;
SAN-BLAS et al., 1993; SAN-BLAS et al., 1997). Dois estudos avaliaram o efeito do
ajoene em modelo murino, sendo que em um foi apresentado uma redugao significativa dos
niveis de anticorpos na décima semana de tratamento (MALUF et al., 2008), e em outro
mostrou um efeito aditivo positivo quando associado com trimetoprim-sulfametoxazol e

protetivo da resposta imune proinflamatéria (THOMAZ et al., 2008). Isolados de
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Paracoccidioides foram sensiveis a curcumina, um composto produzido pelo rizoma da
Curcuma long, apresentando efeito inibitorio maior do que o agente antifungico fluconazol
(MARTINS et al., 2009). J& dois compostos isolados do extrato de Schinus terebinthifolius
apresentaram forte atividade anti-Paracoccidioides, ¢ um deles quando combinado com
itraconazol apresentou efeito sinérgico (JOHANN; CISALPINO, et al., 2010; JOHANN;
SA, et al., 2010). O derivado da chalcona, 6-quinolinila foi capaz de controlar a inflamacéo
em modelo murino melhor que o agente itraconazol, evitando a formacdo de granuloma e
preservando o tecido pulmonar (DE SA et al., 2015). Em nosso laboratério foram
observados que os compostos maitenina e pristimerina oringem destes compostos
apresentaram importante atividade contra isolados de Paracoccidioides (GULLO et al.,
2012), assim como os derivados do acido galico que demonstraram uma relagdo estrutura
atividade contra diferentes fungos patogénicos, incluindo as espécies de Paracoccidioides

(DE PAULA e SILVA et al., 2014).

1.10. Busca de novos farmacos

Para o estudo de novos compostos com potencial atividade antifungica ¢ preciso
langar mao de um conjunto de técnicas in vitro € in vivo, para as quais 0S processos
envolvidos ndo sejam de alto custo e ndo violem direitos éticos. Experimentos in vitro
oferecem uma andlise basica sobre o alvo de estudo, como por exemplo, a influéncia direta
de um composto sobre o fungo, ou ent@o a influéncia em um sistema mais complexo. Apds
obter estas respostas, atualmente a ciéncia ainda disponibiliza métodos considerados in
vivo chamados de modelos alternativos, que podem ser utilizados para realizar o pré
screening dos compostos com atividade promissora, € assim minimizar o uso do modelo
murino, os quais sdo imprescindiveis para uma resposta final, porém com inimeras

restrigdes para seu uso.

e Galleria mellonella

Em 1959, Russell e Burch propuseram a teoria dos trés Rs (Reduzir, Reutilizar e
Reciclar) almejando tornar o mundo consciente da questdo do uso desenfreado de animais
na pesquisa, a fim de obrigd-los a buscar alternativas para o uso de modelos animais
experimentais (ARORA et al., 2011). A fase larval da Galleria mellonella ¢ amplamente
utilizada como um modelo animal alternativo (MYLONAKIS; ABALLAY, 2005; FUCHS;
MYLONAKIS, 2006; CHAMILOS et al., 2007; MYLONAKIS et al., 2007; PELEG et al.,
2009; FUCHS et al., 2010; LIONAKIS, 2011; DESALERMOS et al., 2012). Este modelo
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possibilita experimentos com variacdo de temperatura de 25 a 37 °C, faixa esta que
mimetiza as condi¢cdes do hospedeiro e assim a possibilidade do estudo de infecgdes
fungicas. Além disso, G. mellonella tem seis tipos de células, algumas das quais tém
capacidade fagocitica, as quais desempenham um papel importante como sistema de
defesa. Alteragdes na densidade da hemolinfa durante a infeccdo podem ser facilmente
mensuradas e utilizadas como um parametro da resposta da larva apos a exposi¢do a
agentes patogénicos ou substancias de interesse (FUCHS; MYLONAKIS, 2006; FUCHS
et al.,, 2010; DESALERMOS et al., 2012; JACOBSEN, 2014).

Existem estudos na literatura que correlacionam a eficacia de agentes antiflingicos
neste modelo e em testes in vitro ¢ in vivo (MESA-ARANGO et al., 2013; SCORZONI et
al., 2013), como exemplo um estudo que verificou a eficacia de um composto denominado
antraquinonas derivado de uma planta Rubiaceae, Morinda tomentosa, contra o fungo C.
albicans (FAVRE-GODAL et al., 2014). Neste sentido, preliminarmente o uso de modelos
animais alternativos simples tem sido utilizados para gerar os dados preliminares na busca
por novos compostos antifungicos naturais necessarios para avangar etapas mais criticas da
pesquisa evitando obstaculos da pesquisa antifungica atual, tais como restricdes de custo,
tempo e ética. Outras vantagens como temperatura de manutencdo similar a utilizada in
vitro com células de mamiferos e ao hospedeiro, e a semelhanga estrutural e funcional da

resposta imune inata aos mamiferos, aumentam a credibilidade deste modelo.

1.11. Género Alchornea e acido galico

Por meio de diversos estudos em vérios biomas naturais foi possivel observar
grande ocorréncia de espécies do género Alchornea. Esse género tem sido utilizado
atualmente como agente antidiarréico, anti-inflamatdrio, antireumatico € no tratamento de
hanseniase e de outras doencas cutaneas. A espécie Alchornea glandulosa
(Euphorbiaceae), ¢ uma arvore de 10-20 metros com caules tortuosos, sendo popularmente
conhecida como “tapia” “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; CALVO et al., 2007).

Estudos quimicos da espécie 4. glandulosa, revelaram a presenca de compostos
fendlicos como exemplo o 4cido gélico, constituinte majoritario no extrato etanolico. O
acido gélico ¢ um metabolito especial de ocorréncia ampla no reino vegetal, o qual
apresenta diversas atividades Dbioldgicas como anti-inflamatdério, antioxidante,

antimutagénico, anticarcinogénico, antibacteriana, antiviral, analgésica. Como antioxidante
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o 4cido gélico poderia atuar como agente antiapoptdtico e proteger as células humanas
contra danos oxidativos (CALVO et al., 2007; TREVINO-CUETO et al., 2007; LOPES et
al., 2011).

Devido as suas variadas propriedades e aplicagdes comerciais, o acido galico ¢ um
composto de notavel interesse para as industrias farmacéuticas e quimicas. Acido gélico
(acido 3,4,5-triidroxibenzoico) pode ser acumulada na forma livre ou produzida pela
hidrdlise acida de acidos tanicos, porém este possui elevado custo econdmico, baixa
producdo e a pureza como desvantagens (MORAIS et al., 2010; XIMENES et al., 2010;
LOPES et al., 2011). Alternativamente, o acido galico pode ser produzido por hidrdlise
microbiana de 4cidos tanicos pela tanase (tannin-acylhydrolase EC 3.1.1.20), uma enzima
induzivel, secretados por microrganismos (POURRAT et al., 1987; INOUE et al., 1995;
PINTO, 2002); mas principalmente ¢ uma substincia organica que ocorre em muitas
plantas, como raizes de Paeonia rockii (PICERNO et al., 2011), espécies de Astronium
(DA SILVA et al, 2011), frutos de Syzygium cumini (Tobal et al., 2012), Euphorbia
lunulata (YANG et al., 2011), folhas, caules e raizes de variedades diferentes de Labisa
pumila Benth (KARIMI et al., 2011), Zingiber officinale (GHASEMZADEH ET AL.,
2010), caules de Klainedoxa gabonensis (WANSI et al., 2010), Nervilia aragoana e folhas
de Atlantia monophylla (REDDY et al., 2010), Lawsonia inermis (SULTANA et al., 2009),
Ardisia chinensis (LI et al., 2006) e Alchornea glandulosa (CALVO et al., 2007).

H4 na literatura, trabalhos com 4cido galico e galatos, especialmente estudos
focados na rela¢do estrutura atividade destas substancias. A atividade antimicrobiana de
uma série sintética de alcoois de cadeia longa e aqueles naturalmente encontrados foram
estudados contra 15 microrganismos, a fim de adquirir novos conhecimentos sobre suas
fungdes estruturais. Foi observado que a atividade antimicrobiana maxima parece ser
dependente do comprimento da cadeia hidrofobica a partir do grupamento hidroxila
(hidrofilico), chamado de efeito cufoff, além também de depender do microrganismo a ser
testado, ou seja, devem ser consideradas as diferentes morfologias entre os microrganismos
testados, como tamanho, forma da célula e espessura de parede (KUBO et al., 1995).

Da mesma forma Kubo et al (2001) avaliaram a atividade antifungica dos galatos
de propila, octila e dodecila, por serem legalmente permitidos para uso como aditivos
antioxidantes em produtos alimenticios e cosméticos. Entre os trés galatos testados, o
galato de octila exibiu atividade antifingica contra Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Candida albicans, e Aspergillus niger. Por isso, o modo de

acdo fungicida do galato de octila contra S. cerevisiae foi avaliada, considerando os
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estudos ja realizados por Kubo et al, (1995). Assim foi observado que a estrutura cabeca
polar e cauda apolar, e ainda a ndo atividade antimicrobiana especifica do galato de octila,
foi similar aquela encontrada com os alcoois de cadeia longa em muitos aspectos, e as
funcdes adicionais foram consideradas aos galatos de alquilas. Como no grupo éster nio
existe uma estrutura alcool, ¢ possivel que este grupamento esteja envolvido provocando
uma atividade adicional, ou que as esterases presentes no interior da célula hidrolisem o
galato de alquila para acido gélico e os correspondentes alcoois. Concluiu-se que a
atividade fungicida do galato de octila depende do comprimento da cadeia alquila e da
capacidade de atuar como um agente surfactante ndo i6nico, ou seja, atua como uma
substancia tensoativa que age como detergente na membrana da celular fingica (KUBO et
al., 2001).

Leal et al (2009) apresentaram resultados da atividade antifungica de uma série
completa de 15 galatos de alquila e seis andlogos atuando contra um painel representativo
de fungos patogénicos oportunistas. Neste trabalho ressaltaram a importdncia em
considerar o microrganismo testado, a presenca de hidroxilas, a influéncia do comprimento
da cadeia e a hidrofobicidade destas substancias.

Por meio da parceria no Projeto BIOTA-FAPESP e SISBIOTA CNPq, com o
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, o 4acido galico e seus derivados,
denominados galatos de alquila, foram avaliados previamente e classificados como
detentores de forte atividade fungicida. Foi observado que a substancia acido galico
apresentou uma CIM (concentragdo inibitdria minima) que variou de 31,25 a 0,250 mg/L
para os isolados das espécies filogenéticas S1, S2 e PS3 de P. brasiliensis e para P. lutzii,
enquanto que os galatos de alquila mostraram valores de CIM entre 16 a 0,004 mg/L, para
as mesmas espécies. O menor valor de CIM foi observado para seis galatos que possuem
uma substitui¢do por uma cadeia relativamente longa de carbonos, entre este foi destacado
o galato de decila (G14). Tais substancias apresentaram viabilidade celular maior que 80 %
nos ensaios de citotoxicidade pelo método de MTT, para duas linhagens celulares
pulmonares diferentes (DE PAULA e SILVA et al., 2014). Assim, este trabalho tem como
objetivo estudar a influéncia destas substancias no sistema Paracoccidioides-hospedeiro e
compreender o possivel mecanismo de agdo dos mesmos empregando diferentes

metodologias.
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processo de n-glicosilagdo inibido, assim como uma redugdo da atividade da o-(1,4)-
amilase, o que poderia afetar a composi¢ao da parede celular fingica e desenvolvimento do
fungo (DOS REIS ALMEIDA et al., 2014).

Dessa maneira, como foi predito que os galatos afetam a mesma via do agente
Tunicamicina, a atividade relativa das enzimas a-(1,3)- glucanase, N-Acetyl-B-D-
glucosaminidase e a-amilase foram analisadas por ensaios enzimdticos. Menor atividade
enzimatica foi observada apos o tratamento com o G14, corroborando com os resultados
descritos na literatura. A n-glicosilacdo das proteinas de P. brasiliensis ¢ crucial para
muitos processos biologicos assim como para interagdo da levedura com a célula
hospedeira, sugerindo que este composto tem potencial para bloquear este processo e
interferir na viruléncia do fungo (DOS REIS ALMEIDA et al., 2011)

No ensaio da expressdo relativa dos genes codificantes destas enzimas, foi
observado que todos os genes foram hiperexpressos, com relevancia significativa em
relagdo ao controle ndo tratado. Dessa forma a célula fungica recruta de forma expressiva o
produto destes genes, os quais apds modificagcdes traducionais seriam enzimas ativas na
possivel recuperagdo da parede celular. Porém, com a baixa atividade enzimatica destas
enzimas, foi pressuposto que o composto galato de decila interfere na via da n-glicosilagao,

afetando na forma ativa final da enzima e assim na formag¢ao adequada da parede celular.

6.  CONCLUSAO
Dessa maneira neste trabalho foi observado que o composto galato de decila (G14) foi

capaz de diminuir a quantidade de nitritos no sobrenadante da monocamada da linhagem
de macréfagos RAW estimulada por LPS, o que sugere atividade antioxidante.

Através da analise por citometria de fluxo, foi observado que as linhagens pulmonares
humanas, MRC-5 e A549, apresentaram o mesmo perfil de interagdo com P. [utzii, entre os
tempos estudados. Ja a linhagem de macréfago alveolar murino AMJ2-C11 apresentou
uma progressiva taxa de interagdo até o tempo de 24 horas, resultado que difere do perfil
dos outros tipos celulares. No modelo mais complexo G. mellonella houve uma parcial
semelhanca com o perfil das linhagens pulmonares humana, confirmando ser um bom
modelo para o estudo Paracoccidioides-hospedeiro.

Ainda foi possivel observar e confirmar a capacidade das células fungicas de P. [utzii
em aderir e invadir as linhagens pulmonares MRC-5 e A549 e aos hemocitos da larva de -

G. mellonella com 6 horas de interagdo.
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Contudo, o composto G14 foi capaz de diminuir a atividade metabdlica e a formagao
de novos brotos das células fungicas de P. lutzii, o que certamente contribuiu para reduzir a
taxa de interacdo de Pl01 a linhagem A549 e aos macrofagos AMJ2-C11, além de
apresentar importante capacidade do aumento da taxa de sobrevivéncia das larvas de G.
mellonella infectadas com P101.

Corroborando com estes resultados, verificamos que o G14 possui forte influéncia na
via da n-glicosilagdo ou/e da resposta a proteinas ndo enoveladas, pressupondo seu
mecanismo de acdo de acordo com a avaliagcdo da interagdo genética. Esta hipotese ainda
foi previamente confirmada pela verificagdo da baixa atividade enzimatica e da continua
expressdo dos genes que codificam estas enzimas n-glicosiladas relacionadas a formacdo
da parede celular de Paracoccidioides spp.

Assim, o composto G14 ¢ um agente antifingico capaz de diminuir a capacidade do
fungo em reestabelecer a homeostasia, neste caso a reintegracdo da parede celular,
inferindo-se que sua agdo antifungica esta ligada diretamente a viruléncia do fungo,

levando a menores taxas de interagdo fungo-célula hospedeira.
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