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RESUMO

Paracoccidioides spp. é considerado um fungo intracelular facultativo que tem a
capacidade de aderir e invadir células epiteliais tanto in vivo quanto in vitro. Existem
diferencas na adesdo responsaveis pela maior viruléncia/patogenicidade de determinados
isolados. Algumas adesinas foram descritas e dentre elas, a glicoproteina de 43kDa (gp43)
demonstrou grande afinidade pelas matrizes extracelulares (MEC) laminina e fibronectina. O
soro anti-gp-43 também foi demonstrado como responsavel pela inibicdo em 85% no processo
de adesdo do fungo. Moléculas a partir de fontes naturais sdo alternativas que podem ser
usadas na formulacdo de novos agentes antifungicos. Para isso, foram estudados extratos,
fracOes e compostos puros de moléculas com atividade antifingica. Entre as moléculas mais
ativas estdo as chalconas sintéticas inéditas, modeladas a partir de fontes vegetais que
apresentaram atividade frente a varias espécies de fungos patogénicos humanos incluindo
Paracoccidioides spp. Assim, este trabalho procurou avaliar a associa¢do do anticorpo anti-
gp43, que apresenta alto poder de especificidade, a 3’chalcona, com atividade antiflngica,
visando um aumento na efetividade na inibicdo do processo de adesdo e invasédo de
Paracoccidioides spp. as células do hospedeiro. Os resultados revelam a influéncia do
diagnostico para a escolha da terapia devido as diferentes respostas que o0s isolados

apresentaram frente aos diferentes tratamentos testados.

Palavras Chave: Paracoccidioides spp., chalcona, interacdo patdgeno-hospedeiro.
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1. INTRODUCAO

Os fungos, causadores de micoses sistémicas utilizam mecanismos de patogenicidade,
como capacidade de adesdo, colonizagédo, disseminagdo, sobrevivéncia em ambientes
hostis e escape dos mecanismos de resposta imune para se estabelecer no hospedeiro e
causar doenga (AP; HOWLETT, 2011; FRANCO, 1987; KUROKAWA; SUGIZAKI,
PERACOLLI, 1998) e para isso, utilizam uma variedade de moléculas de superficie para se
ligar a matriz extracelular da célula hospedeira e estabelecer infeccdo (LENGELER et al.,
2000). Os mecanismos moleculares envolvidos desde o primeiro contato com o agente
infeccioso até os estagios subsequentes da doenca ainda sdo pouco conhecidos. Um passo
necessario na colonizacdo e, em ultima insténcia, no desenvolvimento de doencas por
patdgenos, estd associado a sua habilidade de aderir as superficies do hospedeiro. A
capacidade de aderéncia é um fendmeno bioldgico vastamente distribuido, compartilhado
por organismos diversos para capacita-los a colonizar seus respectivos habitats. Uma
colonizagdo bem sucedida geralmente € um evento complexo e deve envolver proteinas da
superficie do fungo e receptores celulares (BHAVSAR; AUWETER; FINLAY, 2010;
SOHN et al., 2006). Dessa forma, o desenvolvimento da paracoccidioidomicose (PCM)
depende de interagdes entre os fungos do género Paracoccidioides e componentes

celulares do hospedeiro.

1.1 Paracoccidioides spp.e a PCM

P. brasiliensis e P. lutzii sdo fungos dimérficos, termo-dependentes, apresentando
duas fases: miceliana e leveduriforme (Figura 1). A fase miceliana (M), saprobidtica, ocorre
em temperaturas de 25 a 27 °C. O aspecto das culturas nesta fase é cotonoso, esbranquicado e
microscopicamente observa-se a presenca de filamentos hialinos, finos e septados. A fase

leveduriforme (L) constitui a forma parasitaria do fungo, sendo reproduzida em cultivos a 37
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°C. Apresenta-se com células arredondadas, de parede dupla e brotamentos mdltiplos

caracteristicos, formando a denominada “roda-de-leme” (LACAZ,1994).

Fase miceliana,
(25°C)

Figura 1- Aspectos das culturas de Paracoccidioides spp. nas fases miceliana (25 °C) e leveduriforme
(37°C).

Figura 2- Estégios da transi¢do conidio-levedura em pulmdes de camundongo (corado com técnica de
Gomori). (A) Conidios. Um in6culo foi obtido da fase micelial, visto em lavagem de fluido
broncoalveolar 1h apos inoculagdo. Aumento de 40x.(B) Células intermediarias desenvolvendo-se em
cachos em 48h apo6s inoculagdo. Aumento x100.(C) Células leveduriformes vistas em cachos em 48-
96h apos inoculagdo. Aumento x100. Fonte: (SHANKAR ET AL., 2011)



15

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica granulomatosa causada por P.
brasiliensis e P. lutzii, que pode infectar hospedeiros via inalacdo de propéagulos do micélio,
como artroconidios (SAN-BLAS; NINO-VEGA; ITURRIAGA, 2002).

A forma cronica tem alta frequéncia de envolvimento pulmonar e/ou mucocutaneo. A
forma crénica severa multifocal pode causar também lesbes granulomatosas no sistema
nervoso central do paciente. Independente do 6rgdo afetado, a doenga evolui para a formacéo
de sequelas com danos permanentes no individuo (BENARD et al., 2005; MARQUES, 2013;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

P. brasiliensis foi inicialmente classificado em trés diferentes espécies filogenéticas,
S1, PS2 e PS3 sendo a espécie S1, um grupo parafilético encontrado no Brasil, Argentina,
Paraguai, Peru e Venezuela e a espécie PS3, um grupo monofilético encontrado apenas na
Colombia (MATUTE et al., 2006). Mais tarde, 21 isolados (7 novos) de P. brasiliensis foram
reclassifcados com base na comparagdo de sequéncias codificantes e ndo codificantes de
diferentes genes, além de regiGes ITS (internal transcribed spacers). Surge dessa maneira
uma nova classifica¢do. Pb01 é considerado uma nova espécie (CARRERO et al., 2008). Este
achado foi confirmado por (TEIXEIRA et al., 2009), que descreveram entdo a espécie P. lutzii
(Pb 01-like species). A correta taxonomia molecular deste fungo tem aberto novas
possibilidades para o estudo e o entendimento de suas relagcdes ecoepidemiologicas com seus
hospedeiros (BAGAGLI et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009). Este fungo apresenta
dimorfismo, pois os propagulos uma vez inalados podem sofrer diferenciacdo celular,

assumindo forma de levedura multinucleada.

1.2 Epidemiologia
Paracoccidioides spp. € encontrado em regides de clima tropical e sub-tropical da

América Latina (Figura 3). Essas regides apresentam temperaturas moderadas que variam de
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17-24°C, além de alto indice pluviométrico (>1,400 mm ao ano) (COLOMBO et al., 2011,

SAN-BLAS; BURGER, 2011; SHANKAR et al., 2011).

- Paracoccidioidomycosis

I - is High preval

- Paracoccidioidomycosis Moderate prevalence

Histoplasmosis

Coccidioidomycosis

Figura 3- Distribuicdo geogréfica de infeccBes fangicas endémicas na América Latina. Fonte:
(SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-DE-LEON, 2012)

Segundo Prado e colaboradores, (2009), estima-se que mais de 10 milhGes de pessoas
estejam infectadas com o fungo, embora, apenas 2% desse total desenvolvam a forma aguda

fatal ou cronica. Em 2009 um estudo epidemiolégico das micoses sistémicas no Brasil,
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relatou que entre os anos de 1996 a 2006 houveram 3.583 mortes causadas por micoses
sistémicas, sendo a principal causa de morte a infec¢do por Paracoccidioides brasiliensis. Nas
infecgdes relacionadas a individuos imunocomprometidos, mais de 50 % dos casos de morte
ocorreram por criptococose, seguido por candidiase e histoplasmose (PRADO et al., 2009).

Pouco se sabe sobre a incidéncia de P. lutzii tanto no Brasil quanto em outros paises
(THEODORO et al., 2012). Dados epidemioldgicos sugerem que P. lutzii é endémica na
regido Centro- Oeste brasileira, mais especificamente nos estados de Mato Grosso e Goiés.
Poucos casos de PCM ocasionada por P. lutzii foram relatados fora desta area (JIMENEZ,
2015).

O perfil majoritario de pacientes manifestando PCM é adulto, do sexo masculino,
trabalhador de zonas rurais e imunodeprimidos (BARROZO et al., 2010; COUTINHO et al.,

2002; MIRANDA, E. J.; GONCALVES; FRANCA, 2011; TELES; MARTINS, 2011).

1.3 Adesinas

Atualmente muito da biologia do fungo ja é conhecida. Paracoccidioides spp. é
considerado um fungo intracelular facultativo e este pode aderir e invadir células epiteliais
tanto in vivo quanto in vitro (DE BRITO et al., 1973; HANNA; MONTEIRO DA SILVA;
GIANNINI, 2000; MENDES-GIANNINI et al., 2000). A endocitose deste fungo ativa 0s
microfilamentos e microtdbulos, além de induzir apoptose (MENDES-GIANNINI et al.,
2004).

Sabe-se que a maior viruléncia/patogenicidade de um isolado decorre das
peculiaridades na adesdo, diferenciando-os uns dos outros (ANDREOTTI et al., 2005;
MENDES-GIANNINI et al., 2006).

Adesinas foram encontradas em um grande numero de diferentes patdgenos, estas
interagem com componentes da matriz extracelular (MEC) do hospedeiro e muitas vezes sdo

de grande importancia na modulacdo da migracdo, invasédo, diferenciacdo e proliferagéo
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microbiana. O estudo de moléculas de ligacdo as células do hospedeiro e adesinas que podem
também atuar como invasinas, pode ser um alvo interessante para o desenvolvimento de
vacinas e terapias de blogueio de receptores. Acredita-se que a patogénese causada por
Paracoccidioides spp. esteja relacionada com algumas adesinas ja descritas (BARBOSA et
al., 2006; MENDES-GIANNINI et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; VICENTINI et al.,

1994).

Uma adesina de 30 kDa de P. brasiliensis, com capacidade de ligacdo a laminina foi
isolada sendo mais expressa em um isolado de P. brasiliensis que apresentava alta capacidade
de adesdo (ANDREOTTI et al., 2005). Esta adesina pertence a familia das proteinas 14-3-3
(DA SILVA et al., 2013), pequenas proteinas multifuncionais presentes em ceélulas
eucarioticas. Silva et al., (2013) comprovou a inibi¢do da adeséo de P. brasiliensis a células
epiteliais a partir da atuacdo da proteina 14-3-3 recombinante. Ainda neste estudo sugeriu-se
que, a partir da observagdo de um acimulo da proteina na parede celular fingica, a proteina
14-3-3 apresenta importante papel ndo somente na adesdo, mas também em outros processos
celulares como apoptose (DA SILVA et al., 2013). Em 2015, Silva e colaboradores
confirmaram o importante papel exercido pela proteina 14-3-3 no evento apoptotico celular,
atuando na via intrinseca e estando diretamente relacionada ao aumento da expressao de p53
(DA SILVA et al., 2015), proteina envolvida no processo de manutencdo da integridade
gendémica (FUJITA et al., 2002). Dessa maneira, a proteina 14-3-3 esta associada ndo somente
a manutencdo do fungo na célula hospedeira, como também no processo de disseminagdo da
doenca (DA SILVA et al., 2013).

Paracoccidioides spp. também apresenta em sua superficie celular, duas proteinas
com massas moleculares de 19 e 32 kDa que interagem com diferentes proteinas da MEC, tais
como laminina, fibrinogénio e fibronectina. Ensaios utilizando conidios de Paracoccidioides

spp., pré-incubados com anticorpo monoclonal anti-32 kDa inibiram, de maneira dose-
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dependente, a aderéncia do fungo as proteinas da MEC (GONZALEZ et al., 2005;
HERNANDEZ et al., 2011). A hidrolase de 32 kDa (PbHAD32), identificada por Hernandez
e colaboradores (2010), é um importante fator de viruléncia e desempenha funcdo de
manutencdo do formato celular durante o crescimento. Esta fungdo pdde ser caracterizada
através do uso da tecnologia de RNA antisene, ou seja, PbHAD32 aRNA com reduzidos
niveis de gene e expressdo génica. Ainda foi possivel observar neste estudo, uma diminuicéo
da adesdo as células pulmonares (A549) devido a baixa expressao de PbHAD32
(HERNANDEZ et al., 2010).

A enzima gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH), recombinante, que é um
componente de Paracoccidioides spp., foi capaz de se ligar a laminina, colageno tipo | e
fibronectina. O tratamento de formas leveduriformes de Paracoccidioides spp. com anti-
GAPDH e de pneumocitos com GAPDH recombinante promoveu a inibicdo da infeccdo do
fungo as células epiteliais (BARBOSA et al., 2006).

Coltri et al., 2006 estudaram uma proteina de 70 kDa , que foi designada como
Paracoccina, ligante de n- acetilglucosamina (GIcNAc) que se liga a laminina e induz a
producdo de TNF-a por macréfagos, com aumento de NO (Oxido nitrico), suprimindo as
células do sistema imunoldgico e, consequentemente, favorecendo a adesdo e invasao das
células do hospedeiro, sugerindo ser um fator importante na patogénese da PCM (COLTRI et
al., 2006).

Outra adesina de expressiva importancia no processo de infeccdo por
Paracoccidioides spp é a malato sintase (MLS). Encontrada na parede celular flngica, esta
adesina apresenta a capacidade de ligar-se a fibronectina e colagenos tipo | e IV (DA SILVA
NETO et al., 2009). Foi também comprovada sua interacdo com a enolase e a trifosfato
isomerase, conferindo uma otimizacdo no processo de adesdo celular (OLIVEIRA et al.,

2013).
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Estudo in vivo conduzido por Oliveira et al. (2015), avaliou a expressao génica de uma
série de adesinas, apds a infeccdo com Paracoccidioides spp. Os resultados demonstraram
uma maior taxa de expressdo de duas destas adesinas: enolase e 14-3-3. Além disso, também
foi observada uma maior expressdo de adesinas por P. brasiliensis em relagéo a P. lutzii,

possibilitando a correlacdo da capacidade de adesé@o com a maior viruléncia de P. brasiliensis.

1.3.1 gp43

A glicoproteina de 43 kDa, (gp43), ligante de laminina e fibronectina, tem importante
papel na adesdo (ANDREOTTI et al., 2005; VICENTINI et al., 1994). Fato este confirmado
também pela inibi¢cdo do soro anti-gp-43 em 85% no processo de adesdo do fungo (HANNA
et al., 2000). A gp43 foi inicialmente identificada por Yarzabal et al. (1977) e, posteriormente,
caracterizada por Puccia et al. (1986) (PUCCIA et al., 1986; YARZABAL et al., 1977).
Trata- se do antigeno mais utilizado para o estudo da resposta imune humoral na PCM, por
ser considerado o antigeno imunodominante de P. brasiliensis, como demonstrado nos
primeiros estudos soroldgicos realizados pelo grupo da Micologia da FCF-UNESP
Araraquara (MENDES-GIANNINI; MORAES; RICCI, 1990) e por Camargo et al. (1991).
Esta fracdo foi majoritariamente reconhecida por praticamente 100% dos soros de pacientes
com PCM (CAMARGO et al., 1991; MENDES-GIANNINI et al., 1990). Por outro lado, tem
sido demonstrado que diferentes isolados deste fungo podem produzir diferentes isotipos de
gp43, variando de pl (ponto isoelétrico) 5,8 a 8,5 (SOUZA et al., 1997) e que estes sdo
diferentemente expressos entre os isolados.

H& uma diferenca na expressao de gp43 entre as espécies P. brasiliensis e P. lutzii,
sendo esta glicoproteina muito mais expressa em P. brasiliensis (DE OLIVEIRA,. et al.,
2015). Este dado € de extrema importancia devido a sua funcdo como marcador soroldgico
para o diagnostico da PCM (PUCCIA; TRAVASSOS, 1991). Em recente estudo, Oliveira HC

e colaboradores (2015) confirmaram um menor envolvimento no processo de adesdo da gp43
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em P. lutzii, e somado a diferenca nos niveis de expressdo, reforcaram a necessidade da busca
por novos marcadores sorolégicos para o diagnéstico da PCM ocasionada por esta espécie.

A apoptose pode ser um importante mecanismo de viruléncia devido a reducdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (ASHIDA et al., 2011). O processo de apoptose ocorre
através de um mecanismo fisiolégico de morte celular programada sem ocasionar resposta
imune (STRASSER; CORY; ADAMS, 2011). A sobrevivéncia intracelular de
Paracoccidioides spp. pode ser garantida devido ao processo de apoptose desencadeado
dentro da célula hospedeira ap6s a invasdo (MENDES-GIANNINI et al., 2004; MENDES-
GIANNINI et al., 2005; SOUTO et al., 2003; VERICIMO et al., 2006).

Em 2008, Silva et al, demonstrou que através da expressdao de caspases-2, 3 e 8,
Paracoccidioides spp. induz a apoptose de macrofagos. Sabe-se que a funcdo da gp43 nédo
limita-se apenas ao processo de adesdo. Estudo recente realizado (DA SILVA et al., 2015)
confirma sua atuacéo no processo de apoptose induzido por Paracoccidioides spp., através da
ativacdo da caspase-8 que por consequéncia leva a ativacdo da caspase-3, contribuindo assim
para 0 processo de inducdo de apoptose celular.

A gp43 também esta correlacionada a modulagdo da resposta imunoldgica local e
sistémica. Dois peptideos derivados da gp43, P4 e P23, sdo responsaveis pelo processo de
downregulation de macréfagos e da resposta inflamatéria, fatos comprovados através de
estudos in vitro e in vivo (FLAVIA POPI; LOPES; MARIANO, 2002; KONNO, A. Y. et al.,,
2009; KONNO, F. T. et al., 2012). Em 2012, Konno et al., comprovaram que P4 e P23 tém a
capacidade de modular importantes mediadores inflamatérios tais como TNF-a,, IL-6, IL-10 e

TLR2, podendo agir diretamente no foco inflamatorio.

1.4 Alternativas terapéuticas
A interrupgdo do processo de adesdo de Paracoccidioides spp. as células hospedeiras

por moléculas de fontes diversas, seria de grande interesse cientifico para o desenvolvimento
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de novas drogas antiflngicas, devido a possibilidade de interferéncia ja no inicio do processo

infeccioso.

1.4.1 Inibicdo da tirosina — quinase (PTK)

Alguns estudos relatam que as células hospedeiras sinalizam algumas vias de
modula¢do quando ha uma infeccdo fangica. Em estudos realizados por nosso grupo, por
exemplo, foi demonstrado que a invasdo de Paracoccidioides spp. foi associada com a
ativacdo de tirosina - quinase do hospedeiro. A rede de transdugdo de sinal envolvendo a
proteina tirosina - quinase (PTK) e de fosfatases podem modular eventos cruciais durante
infeccBes fungicas. O envolvimento de PTK foi investigado por Monteiro da Silva et al.,
(2007) na invasédo de Paracoccidioides spp. em células epiteliais de mamiferos e uma inibicéo
significativa da infecgdo flngica ocorreu apos o pré - tratamento das células epiteliais com a
genisteina, uma isoflavona inibidora especifica de PTK, indicando que a via de PTK esta
envolvida na internalizacdo de Paracoccidioides spp. Assim esta proteina se constitui como
um alvo interessante na interferéncia do processo infecioso de Paracoccidioides spp.

(MONTEIRO DA SILVA et al., 2007).

1.4.2 Anti-gp43

O uso de anticorpos produzidos a partir da proteina gp43 também é considerado uma
boa estratégia para evitar a adesdo a diferentes células do hospedeiro. Ha evidéncias que a
administracdo de anticorpos monoclonais pode modificar o curso da doenga em camundongos
infectados com diferentes fungos (ALVIANO et al., 2004; CHATURVEDI et al., 2005; DE
BERNARDIS et al., 1997; DE MATTOS GROSSO et al., 2003; MORAGUES et al., 2003;
MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992; NOSANCHUK et al., 2003). O
mecanismo de acdo do anticorpo no combate a infeccdo baseia-se na ativacdo do
complemento, neutralizacdo de antigenos, aumento da eficiéncia da fagocitose, inibicdo do

crescimento, da aderéncia e formacéo de biofilmes ou efeito antimicrobiano direto.
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De acordo com estudo realizado (BUISSA-FILHO et al., 2008), o papel protetor de
anticorpos especificos contra P. brasiliensis foi constatado utilizando-se anticorpos
monoclonais da gp43 em modelos de infecgéo in vivo e in vitro. A administragdo passiva de
alguns anticorpos monoclonais obtidos a partir de peptideos derivados da gp43, antes e apds a
infeccdo intratraqueal ou intravenosa, levou a uma reducdo da carga fungica e ao decréscimo
da inflamacéo pulmonar. A protecdo mediada pelo anticorpo monoclonal 3E, o mais eficiente
na reducgdo da carga fungica, esteve associada ao aumento da fagocitose das leveduras de P.
brasiliensis. Adicionalmente, a reatividade do anticorpo monoclonal 3E contra um painel de
peptideos da gp43 sugeriu que a sequéncia NHVRIPIGWAYV contém o epitopo de ligacéo
especifico. Este trabalho revelou novos candidatos para elaboracdo de vacinas. Portanto esta
seria alternativa na terapéutica para esta infecdo e adicionalmente poder-se-ia conjuga-la com
moléculas antifungicas envolvidas na interferéncia do processo adesivo e invasivo deste fungo

tendo como alvo também a gp43.

Além do uso de anticorpos para a imunizacdo contra Paracoccidioides spp., muito tem
sido estudado a respeito do peptideo P10, sequéncia de 15 aminoacidos
(QTLIAIHTLAIRYAN), epitopo da gp43 responsdvel pela mediacdo da resposta imune
através da inducdo da proliferacdo de linfocitos T- helper produtores de IL-2 e INF- vy . Foi
observada uma grande reducdo do desenvolvimento da infecgdo pulmonar em camundongos
imunizados com o peptideo quando comparados com aqueles ndo imunizados (TABORDA et
al., 1998). Rittner, et al., (2012) através de testes in vivo, realizou a imunizacdo de
camundongos atraves de uma vacina de DNA codificante de P10 com e sem a presenca de
plasmideo codificante de IL-12. Os resultados demonstraram reducdo da carga flngica nos
pulmdes dos camundongos posteriormente infectados e a presenca de plL-12 contribuiu para
uma maior efetividade da vacina (RITTNER et al., 2012). Em estudo realizado por Magalhédes

et al., (2012) a associacdo da P10 a células dendriticas demonstrou-se promissora tanto como
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método para imunizacdo quanto para o tratamento de doenca ja em curso (MAGALHAES et

al., 2012).

Estudos recentes vém demonstrando a importancia do sistema imune inato e das
celulas dendriticas no desenvolvimento da paracoccidioidomicose (THIND; TABORDA,
NOSANCHUK, 2015). Jannuzzi e colaboradores (2015) demonstraram através de ensaios in
vivo, inducdo na producgéo de 1gG, IFN-y, IL-12 e IL-4 em camundongos BALB/c infectados
com P. brasiliensis, a partir do tratamento dos mesmos com células DC-pMAC/PS-scFv.
Estas sdo células dendriticas transfectadas com plasmideos codificantes de single chain
variable fragment (scFv) mimetizadora de anti-gp43. Além disso, verificaram que a
imunizacdo com o uso de DC-pMAC/PS-scFv confere protecdo contra a PCM experimental,
estimulando a produgéo de linfocitos CD4 e CD8 (JANNUZZI et al., 2015).

Outro estudo recente verificou através de ensaios in vivo, a imunizacdo de
camundongos a partir da associagdo da levedura Saccharomyces cerevisae com a proteina
gp43 recombinante (YMAgp43). Através da analise histopatoldgica dos pulmdes dos
camundongos infectados sem imunizagdo prévia comparados com os camundongos infectados
previamente vacinados, notou-se menor densidade das les6es granulomatosas, granulomas
mais compactos e menos frequentes, além da presenca de poucas leveduras viaveis nos
camundongos vacinados. Essas observagdes provavelmente decorrem do desenvolvimento de
imunidade do tipo Thl com a presenca de niveis aumentados de IL-12 e IFN-y (ASSIS-

MARQUES et al., 2015).

1.5 Tratamento
A terapia antifingica da PCM & restrita as poucas opcdes terapéuticas e € utilizada
muitas vezes de forma ad eternum, pois o critério de cura ainda é discutido clinicamente.
Adicionalmente, a disponibilidade de agentes antifingicos, na pratica clinica, é relativamente

pequena, ineficiente e, por vezes, com elevada toxicidade. O tratamento de infec¢fes fngicas
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invasivas envolve um repertdrio classico de antifngicos, incluindo anfotericina B, fluconazol
e itraconazol e mais recentemente voriconazol, posaconazol e ravuconazol, bem como
compostos com um novo mecanismo de agéo, tais como as equinocandinas (DE PAUW et al.,
2000; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Assim a demanda por substancias com potencial

terapéutico e novos alvos tornou-se imperativo.

Anfotericina B

Equinocandinas Fluconazol

e

Raviconazol Itraconazol

Posaconazol Voriconazol

Figura 4- Repertorio classico para o tratamento da PCM.

1.6 Antifungicos de Origem Natural

Moléculas a partir de fontes naturais sdo alternativas que podem ser usadas na
formulagdo de novos agentes antifungicos. Nosso laboratorio desenvolveu estudos com varias
espécies de plantas através do projeto temético - Biota /FAPESP (BIOprospecTA)
desenvolvido no Instituto de Quimica da UNESP e agora estd envolvido no projeto
SISBIOTA do CNPq. Extratos, fracbes e compostos puros e moléculas com atividade
antifangica foram estudados baseando-se em metodologias aprovadas pelo CLSI (SARDI;
ALMEIDA; MENDES GIANNINI, 2011). Entre as substancias estudadas em nosso

laboratério as mais ativas para Paracoccidioides spp. sdo as chalconas sintéticas inéditas
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modeladas a partir de fontes vegetais que apresentaram atividade antifingica frente as varias
espécies de fungos patogénicos humanos incluindo P. brasiliensis e isolados resistentes de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sendo os resultados promissores para 0
desenvolvimento de pro-farmacos. Adicionalmente estes ndo apresentaram citotoxicidade
para um banco celular expressivo e mostrou atividade inibidora da adesdo de Cryptococcus

neoformans as células de glioma humano (GULLO, 2012).

1.6.1 Chalconas

Chalconas apresentam cadeia aberta e sio classificadas como flavonoides (SIMOES et
al., 2006). Estas apresentam grande variedade estrutural no reino vegetal e sdo caracterizadas
pelo seu amplo espectro de atividades biolégicas (Figura 5), além de destacarem-se em sua
ampla utilizagdo como substrato para novas sinteses organicas (BANDAY; IQBAL
ZARGAR; GANAIE, 2011; BRANDAO et al.,, 2010; KATSORI; HADJIPAVLOU-

LITINA, 2011).
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Anti-
hipertensivo

Antifagico Antifilarico

Anticancer Antimicrobiano
Anticonvulsivante — ’ A ‘ ’ B ‘ —  Antiprotozoario
4 A : 4

Antiviral Anti - HIV

Antioxidante Antimalarico

Anti-
inflamatorio

Figura 5- Estrutura molecular geral das chalconas e suas diferentes atividades bioldgicas.
Fonte:(SINGH; ANAND; KUMAR, 2014).

A atividade antibacteriana, antiviral e citotdxica apresentada pelas chalconas
descobertas a partir de um estudo realizado por Branddo e colaboradores decorre da presenca
de 2’- hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona e 2°,4’-diidroxi-3’,6’-dimetoxichalcona em extratos de
Polygonum spectabile (Polygonaceae), apresentando atividade contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtillis, Micrococcus luteus, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum. (BRANDAO et al., 2010).

Varios estudos mostraram o0 seu potencial antimalarico, anti-leishmania, anti-HIV,
antifungico, anti-tuberculose e potencial inibidor da tirosina - quinase (BARUA et al., 2012;
BOECK et al., 2006; CHEENPRACHA et al., 2006; HARA et al., 2011; SVETAZ et al.,
2004; VALLA etal., 2006; YANG etal., 2007).

O potencial de reducgdo do processo inflamatoério desta substancia foi demonstrado em

varios estudos com chalconas derivadas de plantas dos géneros Glycyrrhiza e Alpinia
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zingiberaceae (PRASAD et al., 2010). Neste contexto verifica-se o potencial farmacologico
destas moléculas derivadas de chalconas e interessantemente a estrutura molecular destas se
assemelham com a substancia genisteina, isoflavona ja descrita anteriormente como um
inibidor de PTK (ORTIZ et al., 2012; ZHANG; ZHANG; SHEN, 2011; ZHAO et al., 2012;
ZHU et al., 2012).

Pesquisas recentes tém demonstrado a capacidade da acdo antiparasitaria das
chalconas. Estudo in vitro realizado por de Castro e colaboradores (2015) evidenciaram a
atividade esquistossomicida exercida pela chalcona cardamonina, proveniente do extrato de
Piper aduncum L. Comprovaram ainda a atividade inibitéria da ATP difosfohidrolase (DE
CASTRO et al., 2015). Esta enzima localizada na parede tegumentar externa de Schistosoma
mansoni, € responsdvel pela hidrélise de nucleosideos (DEMARCO et al., 2003;
VASCONCELOS et al.,, 1993). Sendo assim, a cardamonina ocasiona dano e morte
tegumentar do parasita sem afetar as células do hospedeiro (DE CASTRO et al., 2015). Outro
estudo procurou avaliar a atividade de chalconas sintéticas contra leishmaniose ocasionada
por Leishmania (Viannia) braziliensis. Ensaios in vivo utilizando hamsters como modelo
murino evidenciaram a atividade anti- Leishmania e auséncia de toxicidade hepatica e renal,
além da inducdo de apoptose das células presentes nas lesdes. E interessante ressaltar o fato
dos compostos apresentarem atividade tdpica, ocasionando assim um melhoramento da lesédo
quando aplicada diretamente sobre esta. Dessa forma apresentam-se como potenciais
alternativas a exclusiva terapia intravenosa (DE MELLO et al., 2015).

O potencial antifungico e a atividade antitumoral de chalconas foi avaliado por
Tavares et al., (2011). Uma série de 6-quinolonil chalconas foi testada contra cinco tipos de
fungos patogénicos tendo P. brasiliensis apresentado maior susceptibilidade a estas
substéncias. Comprovou-se ainda que apesar das chalconas testadas apresentarem-se menos

potentes que a anfotericina B em termos de atividade antifingica, demonstraram maior
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poténcia em relacdo a sulfametoxazol - trimetoprim. Também foi observada atividade
antitumoral, a qual foi avaliada nas linhagens tumorais UACC-62 (melanoma), MCF-7
(adenocarcinoma) e TK-10 (carcinoma renal) (DE CARVALHO TAVARES et al., 2011).

Estudos in vivo e in vitro conduzidos por de Sa (2015) avaliaram a atividade
antifungica de 6-quinolinil-N-oxido chalconas frente a 14 isolados de P. brasiliensis e 3
isolados de P. lutzii . Os resultados ndo somente indicaram que 0S compostos apresentam
atividade contra P. brasiliensis mas também promovem alteracdo morfoldgica nos estudos in
vitro. Ainda foi observado nos estudos in vivo, realizado com camundongos, uma redugéo do
processo inflamatdrio e maior preservacdo do tecido pulmonar quando comparado com a
analise histologica dos animais tratados com itraconazol (DE SA et al., 2015).

Devido a variada gama de atividades bioldgicas, com destaque para o potencial
antifungico demonstrado pelas chalconas, estas apresentam- se como interessantes candidatas

ao estudo da inibicdo da adesdo de Paracoccidioides spp. a diferentes linhagens celulares.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivos gerais

Este projeto teve por objetivo avaliar novas opgOes terapéuticas direcionadas a
diferentes alvos. Foi realizada a associacdo de anticorpos anti-glicoproteina de 43 kDa de
Paracoccidioides spp. as moléculas com atividade antifungica (3"chalcona), a fim de conjugar
a terapia com drogas ao poder especifico de anticorpos. Para tanto um conjunto de moléculas

sintetizadas a partir de chalconas de fontes vegetais foram utilizadas.
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1.7.2 Obijetivos especificos

» Verificar, através de ensaios de ELISA, o potencial de inibicdo da adesdo de
Paracoccidioides spp. as células epiteliais frente aos tratamentos com anti-
gp43, 3’ chalc isolada e anti-gp43 associada a 3’chalc.

» Verificar, através de ensaios de ELISA, o potencial de inibicdo da adesdo de
Paracoccidioides spp. aos componentes da matriz extracelular (MEC) frente
aos tratamentos com anti-gp43, 3’chalc isolada e anti-gp43 associada a 3’
chalc.

» Verificar, atraves de ensaios de imunofluorescéncia, a ativacdo de
microfilamentos de actina durante a interacdo de Paracoccidioides spp. com
celulas A549 frente aos tratamentos com anti-gp43, 3’ chalc isolada e anti-
gp43 associada a 3’ chalc.

o Verificar, através de ensaios de imunofluorescéncia, a expressdo de
fosfotirosinas (RAF) durante a interagdo de Paracoccidioides spp. com células
A549 frente aos tratamentos com anti-gp43, 3’ chalc isolada e anti-gp43

associada a 3’chalc.

2. METODOLOGIA

2.1 Fungos e condicéo de cultivo
Foram utilizadas as células na fase leveduriforme das espécies Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii, como representado na tabela abaixo. Os isolados foram

cultivados de 3 a 4 dias a 37°C em meio solido Fava-Netto.
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Tabela 1: Isolados utilizados neste experimento

Espécie Filogenia Isolado Proveniéncia
P. S1 18 FM- USP
brasiliensis
P. S1 339 Inst. de Biociéncias de Botucatu
brasiliensis
P. PS2 02 Inst. de Biociéncias de Botucatu
brasiliensis
P. lutzii 01- like ATCC (MYA- 826)

2.2 Substancias com atividade anti-Paracoccidioides

Neste trabalho foram utilizadas as Chalconas, que sdo compostos classificados como
flavondides de cadeia aberta, obtidas através do Projeto SISBIOTA CNPqg em colaboragdo
com o Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara sob coordenacdo da Prof®. VVanderlan da
Silva Bolzani. Estas substancias foram avaliadas previamente e classificadas como detentoras
de forte atividade fungicida (a qual apresentou uma concentracgdo inibitéria minima (CIM) de
0,125 mg/L), além de ndo apresentarem citotoxicidade nas linhagens celulares normais NOK
(células orais normais imortalizadas) cujo valor de viabilidade foi de aproximadamente 60%,
MRC-5 (fibroblastos de pulmdo humano) com faixa de viabilidade de 70 a 90% e para as
linhagens tumorais A549 (células tumorais de pulmao) onde a viabilidade foi de 20 a 65% de
células vivas, HepG2 (células de hepatoma humano) com viabilidade variando de 60 a 95% e
V87 (células de glioma humano) cuja viabilidade variou de 60 a 80%, através do ensaio do

MTT analisado em estudo prévio em nosso laboratério (GULLO, 2012). (Tabela 2).
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Tabela 2: Avaliagdo de citotoxicidade da chalcona (3’ chalc) através do ensaio de MTT.

Linhagens celulares Viabilidade celular (%)
NOK 60
MRC-5 70- 90
A 549 20- 65
HepG2 60- 95
V87 60- 80

2.3 Cultura de Células Epiteliais

Neste estudo, foi utilizada a linhagem de células epiteliais continuas A549 (células
epiteliais respiratorias - pneumacitos tipo 1) obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro.
As células foram cultivadas em meio HAM F-12 suplementado com 10% de soro fetal

bovino, e mantidas a temperatura de 36,5°C (5% CO,).

2.4 Obtencéo da gp43

Para a obtencdo da gp43, primeiramente foi preparado o antigeno filtrado de cultura
(componentes exocelulares) e para isso foi utilizado o isolado 339 de P. brasiliensis em fase
“L”. As formas leveduriformes, com cinco dias de crescimento em meio de Fava Netto, foram
inoculadas em 200mL de meio de STA (Saubourad, Tiamina, Asparagina) e incubado a 37°C
por 10 dias, em estufa agitadora. Apos este periodo, as células foram tratadas com Timerosal
na concentracdo final de 0,2 g/L e foram incubadas nas mesmas condigdes durante quatro
dias. A partir dai, o filtrado de cultura foi concentrado utilizando polietilenoglicol 20.000
(Sigma), analisado quanto aos teores protéicos pelo método de Bradford (BioRad) e avaliado
por SDS-PAGE. As aliquotas foram armazenadas a —70°C. Em seguida foi realizada a

purificacdo da proteina através de cromatografia de troca iénica (coluna qFF, em gradiente de
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tampdo tris 0,1M contendo NaCl 1 M pH 8,0) no equipamento AKTA-FPLC (GE

Healthcare).

2.5 Obtencéo do anticorpo anti-gp43

Apos a obtencdo da proteina gp43 ja purificada, foi produzido anticorpo policlonal em
coelho. Para isso, 1,0 mg/mL da proteina foram inoculados por via intradérmica em coelhos
machos albino provenientes do Biotério Central da UNESP Botucatu, intercalando as
inoculacdes a cada 7 dias, sendo que na primeira inoculagdo, a proteina foi emulsificada com
adjuvante completo de Freund e nas seguintes com o0 adjuvante incompleto de Freund.
Decorridos 15 dias da ultima inoculacéo foi realizada uma sangria de prova e a avaliagdo do
titulo de anticorpos produzidos foi feita atraves da técnica de imunoblot. Quando foi obtido
um bom titulo de anticorpos (reatividade superior a 1/100), foi realizada a sangria total e o
soro obtido foi precipitado com sulfato de amoénio 1,56M, pH6.5, novamente titulado,

aliquotado e estocado a -70°C.

2.6 Ensaios de ELISA para verificar a inibi¢do de ligagdo de Paracoccidioides spp. as
celulas epiteliais na presenca da chalcona e/ou anti-gp43

Foi realizado o ensaio de ELISA de inibicdo para demonstrar a interferéncia da chalcona e
do anticorpo na ligagdo de Paracoccidioides spp. as celulas A549. Antes da adi¢do do fungo
as células, os indculos (10%cels/mL) foram previamente tratados com anti-gp43 (1:100), ou
com a chalcona na concentracdo de 0,5mg/L (3x CIM), ou com a chalcona associada ao anti-
gp43 (1:100) por 1h a 37°C. Apds o tempo de tratamento, os indculos foram lavados e
ressuspendidos no volume original para entdo ser adicionados as células. O tempo de
incubagdo fungo-célula foi de 24h e em seguida foi realizado o ensaio de ELISA utilizando
anti-cell free (1:100) como anticorpo primario e anti-rabbit IgG conjugado com peroxidase

(1:3000) como secundério. Foram realizados os devidos controles para o ensaio de ELISA,
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bem como foram utilizadas células ndo infectadas e células infectadas com os fungos sem

tratamento prévio, como controles experimentais.

2.7 Ensaios de ELISA para verificar a inibicdo de ligacdo de Paracoccidioides spp.
aos componentes da matriz extracelular (MEC) na presenca da chalcona e/ou anti-gp43

Foi realizado o ensaio de ELISA de inibicdo para demonstrar a interferéncia da chalcona e
do anticorpo na ligacdo de Paracoccidioides spp. aos componentes da MEC, laminina,
fibronectina, colageno tipo | e colageno tipo IV. Para isso, placas foram devidamente
sensibilizadas com 10 pg/mL de cada MEC, em tampdo carbonato, overnight a 4°C. Em
seguida, os indculos (10%cels/mL) foram previamente tratados com anti-gp43 (1:100), ou com
a chalcona na concentragdo de 0,5mg/L (3x CIM), ou com a chalcona associada ao anti-gp43
(1:200) por 1h a 37°C. Apo6s o tempo de tratamento, os inoculos foram lavados e
resuspendidos no volume original para entdo ser adicionados as placas sensibilizadas com a
MEC. O tempo de incubacdo fungo-MEC foi de 24h e em seguida foi realizado o ensaio de
ELISA utilizando anti-cell free (1:100) como anticorpo primario e anti-rabbit IgG conjugado
com peroxidase (1:3000) como secundario. Foram realizados os devidos controles para o

ensaio de ELISA, utilizando os fungos sem tratamento prévio, como controles experimentais.

2.8 Marcacdo com faloidina para observagdo dos filamentos de actina durante a
interacdo de Paracoccidioides spp. com células A549 na presenga da chalcona e/ou anti-
gp43

Para verificar a influéncia da chalcona e/ou anti-gp43 sobre o citoesqueleto de actina
durante ainteragdo de Paracoccidioides spp. com células A549 foram realizados ensaios
de imunofluorescéncia utilizando faloidina. A faloidina ¢ uma toxina que se liga a actina
polimérica, estabilizando-a interferindo com o reticulo endoplasmatico e outras estruturas
ricas em actina. Para a reagdo de imunofluorescéncia, foram preparadas placas de 96 orificios

contendo as células epiteliais que foram infectadas com o inoculo (10%cels/mL) de
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Paracoccidioides spp. previamente tratado como descrito nos itens anteriores (2.6 e 2.7) e
incubadas a 37°C por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h. Apds os periodos de incubagdo, as células foram
lavadas e fixadas com paraformaldeido 4%. Apos a fixagdo, as células foram permeabilizadas,
bloqueadas e incubadas com Faloidina FITC (1:50) em Azul de Evans por 50 minutos a 37°C.
A seguir foi adicionado o soro anti gp43 (1:100) a temperatura ambiente. Passada 1 hora,
adicionou-se o anti 1gG conjugado com Alexa Fluor 549 (1:400) a temperatura ambiente por
um periodo de 1h. Em seguida realizou-se a marcagdo do nucleo celular com DAPI 1ug/mL e
entdo as placas foram analisadas no In Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare).

2.9 Imunofluorescéncia para verificar expressdao de fosfotirosinas (RAF) durante a
interacdo de Paracoccidioides spp. com células A549 na presenga da chalcona e/ou anti-
gp43

Para estas reacdes de imunofluorescéncia, foram preparadas placas de 96 orificios
contendo as células epiteliais que foram infectadas com o inoculo (10%cels/mL) de
Paracoccidioides spp. previamente tratado como descrito nos itens anteriores (2.6 e 2.7) e
incubadas a 37°C por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h. Apds os periodos de incubagéo, as células foram
lavadas e fixadas com paraformaldeido 4%. Apos a fixagdo, as células foram permeabilizadas,
bloqueadas e incubadas com anti-Raf (1:100), a 37°C por 1h. A seguir foi adicionado o anti
1gG conjugado com Alexa Fluor 488 (1:400) a 37°C. Passada 1 hora, adicionou-se 0 soro anti
gp43 (1:100) a temperatura ambiente por 1h. Consecutivamente, foi adicionado o anti 1gG
conjugado com Alexa Fluor 549 (1:400) a 37°C por 1h. Em seguida realizou-se a marcagéo
do nucleo celular com DAPI 1ug/mL e entdo as placas foram analisadas no In Cell Analyzer

2000 (GE Healthcare).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencéo da gp43

A proteina gp43 foi purificada a partir de filtrado de cultura de P. brasiliensis (339)
utilizando cromatografia de troca anibnica. Para avaliar esse processo de purificacdo foi
utilizada eletroforese bidimensional corada por Coomassie Blue (Figura 6). Essa metodologia

de acordo com Puccia et al., 1991, possibilitou a obtencao de uma fracdo purificada da gp43.

10 3

Figura 6: Eletroforese Bidimensional demonstrando a purificagdo da proteina de 43kDa e
da gp43. SDS-Page 12,5% corado por Coomassie Blue.

3.2 Ensaios de ELISA para verificar a inibi¢do de ligagdo de Paracoccidioides spp. as
celulas epiteliais na presenca da chalcona e/ou anti-gp43

Foi realizado o ensaio de ELISA de inibi¢do para demonstrar a interferéncia da chalcona e
do soro anti-gp43 na ligagdo de Paracoccidioides spp. as células A549. O controle com 0 soro
pré-imune de coelho foi previamente realizado em nosso laboratorio e a taxa de inibicdo de
ligacdo as células epiteliais foi de 10%.

Os dados apresentados na figura 7 demonstram que tanto a chalcona isolada (0,5mg/L),

quanto associada a anti-gp43 (1:100) apresentou resultado satisfatorio para a inibicdo da
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ligacdo de Pb18, Pb01 e Pb02 as células epiteliais. A associacdo anti-gp43 e chalcona sé foi
efetiva para o isolado Pb02 e para os demais isolados, a chalcona isolada promoveu uma
maior inibicdo da interacdo (25%) quando comparado ao efeito produzido pelo anticorpo anti-
gp43 inibicdo em torno de 15%. Estes resultados podem sugerir que a chalcona atue no
blogueio de algum receptor ou mecanismo intracelular, diminuindo a capacidade de adesdo a
célula ou apresente algum mecanismo semelhante ao da anti gp43, blogueando a gp43
externalizada. Embora os valores fossem relativamente baixos, essa abordagem é inédita, ndo
se encontrando na literatura, dados comparativos. O uso de substéncias derivadas de produtos
naturais tem sido empregado em nosso laboratério como os derivados de acido galico que tem
mostrado bons resultados em relagdo aos agentes da paracoccidioidomicose (De Paula e Silva

etal., 2014).
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Figura 7- ELISA de inibicdo demonstrando a interferéncia da chalcona e/ou associada ao
anticorpo anti-gp43 na ligacéo de Pb18, Pb01 e Pb02 as celulas A549.
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3.3 Ensaios de ELISA para verificar a inibicdo de ligacdo de Paracoccidioides spp.
aos componentes da matriz extracelular (MEC) na presenca da chalcona e/ou anti-gp43

Também foi realizado o ensaio de ELISA de inibi¢cdo para demonstrar a interferéncia da
chalcona (0,5mg/L), e da chalcona associada ao soro anti-gp43 (1:100) na ligacdo de
Paracoccidioides spp. aos componentes da MEC (10ug/mL) e esses dados estdo apresentados
na Tabela 3. O controle com o soro pré-imune de coelho foi previamente realizado em nosso
laboratorio e a taxa de inibicdo de ligacdo as células epiteliais foi de 10%. Em nosso
laboratorio tem-se mostrado a importancia da matriz extracelular na relacdo fungo-hospedeiro
(MENDES-GIANNINI et al.,2000; 2006). Portanto, a escolha deste alvo para inibir a ligagdo
de Paracoccidioides spp reveste-se de grande importancia e mostra que se podem obter

resultados com essa abordagem.

Tabela 3: Ensaio de ELISA mostrando a porcentagem (%) de inibicdo da adesdo dos diferentes
isolados em diferentes condi¢bes.*OV: tratamento por 24h, Lm: laminina, Fn: fibronectina, CI:
colageno tipo | e CIV: coldgeno tipo IV

Lm Fn Cl Clv
3' chalgc OV Pb 18 13.1% 10.1% 14.8% 8.7%
3' chalgc OV Pb 01 X 14.5% 12.9% 10.8%
3' chalc OV Ph 02 X X X 9.4%
Antigp43 + -
3'chalc Pb 18 X 16.4% X X

Adesinas foram encontradas em um grande nUmero de diferentes patdgenos, que
interagem com componentes da matriz extracelular (MEC) do hospedeiro e muitas vezes sdo
de grande importancia na modulacdo da migracdo, invasédo, diferenciacdo e proliferacédo

microbiana. Fortes indicios apontam que a patogénese causada por Paracoccidioides spp.
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esteja relacionada com algumas adesinas ja descritas (BARBOSA et al., 2006; MENDES-
GIANNINI et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; VICENTINI et al., 1994).

Observou- se que a 3’chalc promoveu a inibicdo da ligagdo do isolado 18 & todos os
componentes da MEC testados; inibiu a ligacéo do isolado 01 & fibronectina, coladgeno tipo | e
colageno tipo 1V e inibiu a ligacdo do isolado 02 apenas ao coldgeno tipo IV. Além disso, a
associacdo com anti-gp43 foi efetiva somente para a ligacdo de Pbl18 a fibronectina,
aumentando essa inibicdo em 6,3%. Deve-se destacar a variabilidade de resultados
dependendo do isolado. Paracoccidioides ndo é um género homogéneo e ja foi mostrado que

tem variabilidade em varios aspectos inclusos em sua viruléncia (Hanna et al., 2000).

Devido a resultados prévios com o soro anti gp43, foram apresentados somente os dados

referentes aos tratamentos realizados com a chalcona isolada e associada ao anticorpo.

Observou- se que a porcentagem de inibicdo da adesdo do isolado 18 caiu
consideravelmente quando realizada a associagdo da chalcona com o anticorpo, gerando a
hipotese de que haja alguma interagdo prejudicial & atuacdo da chalcona. Contudo, estudos

devem ser realizados para comprovar tais sugestoes
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3.4 Marcagao com faloidina para observagdo dos filamentos de actina durante a
interacdo de Paracoccidioides spp. com células A549 na presenca da chalcona e/ou anti-
gp43

Filamentos de actina estdo presentes em todas as espécies eucaridticas, sendo mais
abundantes no citoesqueleto. Integrinas estdo ligadas ao sistema de microfilamentos de actina
através de diversas moléculas. Estas ligacGes formam estruturas semelhantes a ancoras,
permitindo a célula eucaridtica aderir as outras células ou a matriz extracelular. Estes sistemas
sdo utilizados por parasitas intracelulares para entrar na célula hospedeira (ALAEI et al.,
1993). A invasdo de microrganismos em células epiteliais evidencia-se pela alteragdo de
filamentos da célula hospedeira que fica deformada. A internalizacdo e o efeito de
enrugamento sdo acompanhados pelo rearranjo de actina. ApOs a entrada da bactéria, a
polimerizacédo do filamento da actina retorna ao normal (FINLAY et al., 1992; SALYERS &
WHITT, 1994).

Rho, Rac e Cdc42 fazem parte da familia das GTPases e sdo proteinas envolvidas no
processo de regulacdo dos filamentos de actina, assim controlando processos celulares como
por exemplo motilidade e adesdo (COOPER, 2000). Estudo realizado em nosso laboratorio
(MIRANDA, E. T., 2006) confirmou aumento na expressédo de Rho durante a interacdo de P.
brasiliensis tanto em células epiteliais tratadas com o a gp43 quanto com o controle,
sugerindo a ocorréncia de rearranjo estrutural dos microfilamentos de actina.

As células A549 foram infectadas com P. brasiliensis e P. lutzii previamente tratados (anti gp
1:100 e/ou chalcona 0,5mg/L) e incubadas por diferentes periodos de tempo. Foi possivel
detectar que ndo houve alteracdo do padrdo de distribuicdo de actina das células infectadas
tanto com Pb18 (Figura 8A) quanto com Pb0l (Figura 8B) que receberam o tratamento
prévio, reforcando os resultados do estudo previamente citado. A ndo alteracdo no padrdo de

actina pode ser melhor observada nos tempos 5h da Figura 8A e 24h da Figura 8B, onde as
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células fangicas previamente tratadas apresentam uma maior intensidade na fluorescéncia
verde, que sinaliza o citoplasma celular, onde estdo localizados os filamentos de actina. E
importante enfatizar que devido ao aumento utilizado na imagem, a visualizacdo do padréo de
distribuicdo fica comprometida, no entanto foi possivel verificar que o prévio tratamento
diminuiu a quantidade de células infectadas, comprovando os achados anteriores em relagédo a

inibicao da adesdo com 0S tratamentos testados.
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SEM TRATAMENTO ANTI-GP+3'CHALCONA

Figura 8A- Imunofluorescéncia de células epiteliais infectadas com P. brasiliensis, isolado 18 nédo
tratado, previamente tratado com anti gp43, previamente tratado com 3 chalcona e previamente tratado
com anti gp43 e 3'chalcona, por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h usando faloidina-FITC (verde), anti gp43
(vermelho) e DAPI (azul).
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SEM TRATAMENTO ANTI-GP 3'CHALCONA ANTI-GP+3"CHALCONA
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Figura 8B- Imunofluorescéncia de células epiteliais infectadas com P. lutzii, isolado 01 nédo tratado,
previamente tratado com anti gp43, previamente tratado com 3°chalcona e previamente tratado com
anti gp43 e 3 chalcona, por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h usando faloidina-FITC (verde), anti gp43 (vermelho)

e DAPI (azul).
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3.5 Imunofluorescéncia para verificar expressdo de fosfotirosinas (RAF) durante a
interacdo de Paracoccidioides spp. com células A549 na presenga da chalcona e/ou anti-
gp43

Raf sdo proteinas serina/treonina quinase importantes nos sinais de transducdo. Raf 1 é um
membro desta familia, e € uma proteina citoplasmatica de massa molecular de 72-76 kDa com
atividade intrinseca de serina/treonina quinase, € expressa em muitos tipos de células. Esta via
de quinases esta envolvida, entre outras vias, na ativacdo de citoesqueleto. Em trabalhos
prévios de nosso grupo (MIRANDA., 2006) foi demonstrado um aumento na expressdo da
proteina Raf fosforilada tanto em células controle como nas infectadas com P. brasiliensis
avirulento e virulento e nas tratadas com gp43. J& neste trabalho, observamos que o
tratamento prévio dos fungos Pb18 (Figura 9A), Pb01 (Figura 9B) e Pb02 (Figura 9C) com
anti gp43 demonstrou uma menor ativacdo desta via principalmente para o isolado Pb18 no
tempo de 8h e 24h. No entanto, observa-se também uma menor ativacdo da via de Raf para os
isolados 01 e 02 nos tempos 8h e 24h respectivamente. Foi possivel observar uma menor
intensidade da fluorescéncia verde nos tempos indicados, sugerindo a importancia desta via na
interacdo da gp43 com as células epiteliais. Esses dados deverdo ser confirmados por Western
blot e PCR em tempo real em estudos futuros. Além disso, o prévio tratamento com a
3’chalcona parece ndo interferir nessa via e também foi possivel verificar que o prévio
tratamento diminuiu a quantidade de células infectadas.

Portanto, a escolha de alvos especificos como foi realizado nesse trabalho é extremamente
atual e poucos trabalhos tem divisado essa abordagem na paracoccidioidomicose. De Freitas
et al.,, (2014) procurou também alvo especifico para estudar como parte das andlises
biolégicas de novos alcaldides, juntamente com compostos conhecidos como epicatequina,
acido ursélico, acido oleandlico e, a partir de Galianthe ramosa. O alcaldide 2 inibiu a malato

sintetase de Paracoccidioides spp. Em nosso estudo resultados promissores foram
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encontrados quando se associou chalconas com anticorpo anti-adesina contra alvos

especificos, demontrando uma interferéncia no processo invasivo.
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SEM TRATAMENTO ANTI-GP 3'CHALCONA ANTI-GP+3"CHALCONA

Figura 9A: Imunofluorescéncia de células epiteliais infectadas com P. brasiliensis, isolado 18 néo
tratado, previamente tratado com anti gp43, previamente tratado com 3 chalcona e previamente tratado
com anti gp43 e 3°chalcona, por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h usando anti Rafl (verde), anti gp43 (vermelho)

e DAPI (azul).
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SEM TRATAMENTO ANTI-GP 3'CHALCONA ANTI-GP+3"CHALCONA

Figura 9B- Imunofluorescéncia de células epiteliais infectadas com P. lutzii, isolado 01 ndo
tratado, previamente tratado com anti gp43, previamente tratado com 3’ chalcona, e previamente
tratado com anti gp43 e 3 chalcona, por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h usando anti Rafl (verde), anti gp43

(vermelho) e DAPI (azul).
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SEM TRATAMENTO ANTI-GP 3'CHALCONA ANTI-GP+3'CHALCONA

Figura 9C- Imunofluorescéncia de células epiteliais infectadas com P. brasiliensis, isolado 02 néo
tratado, previamente tratado com anti gp43, previamente tratado com 3 chalcona e previamente tratado
com anti gp43 e 3 chalcona, por 2h, 5h, 8h, 24h e 48h usando anti Rafl (verde), anti gp43 (vermelho)
e DAPI (azul).
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4. CONCLUSOES

A associacdo entre substancias naturais e anticorpos demonstrou-se promissora. Tanto
a chalcona isolada, quanto associada a anti-gp43 apresentou resultado satisfatorio na inibicéo
da adesdo do fungo as células epiteliais para os diferentes isolados.

A chalcona 3’chalc promoveu a inibicdo da ligacdo do isolado 18 & todos os
componentes da MEC testados; inibiu a ligacdo do isolado 01 a fibronectina, colageno tipo I e
colageno tipo 1V e inibiu a ligacdo do isolado 02 apenas ao colageno tipo IV. A associacao
com anti-gp43 foi efetiva somente para a ligacdo de Pb18 a fibronectina, aumentando essa
inibicdo em 6,3%. Estudos posteriores seriam interessantes para investigar a atuacdo
principalmente da chalc 3’ na inibi¢do de adesinas especificas, como por exemplo a MLS.

A associagdo anti-gp43 e chalcona foi efetiva somente para o isolado Pb02
(aproximadamente 33% de inibicdo). Para os demais isolados, a chalcona isolada promoveu
uma maior inibicdo da interagdo (25%) quando comparado ao efeito produzido pelo anticorpo
anti-gp43 (inibicdo em torno de 15%). Como ndo se sabe o mecanismo de acdo desta
chalcona, ficam levantadas as hip6teses de a mesma atue no blogueio de algum receptor ou
mecanismo intracelular, diminuindo a capacidade de adesdo a célula ou ainda, apresente
algum mecanismo semelhante ao da anti gp43.

Os achados acima citados reforcam a necessidade da busca por diagnésticos cada vez
mais especificos, visto que diferentes isolados responderam de diferentes maneiras frente aos
tratamentos testados neste estudo. Assim, a terapia poderia ser otimizada quando detectado o
isolado responsavel pela infecgéo.

Quanto ao estudo de citoesqueleto, alteraces na distribuicdo de actina ndo foram observadas,
0 que confirma o estudo prévio realizado pelo nosso grupo. O estudo da via de ativacéo de
Raf demonstrou uma menor ativacdo da mesma, principalmente para o isolado Pb18 no tempo

de 8h e 24h. Foi possivel observar uma menor intensidade da fluorescéncia
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nos tempos indicados, sugerindo a importancia desta via na interacdo de Paracoccidioides
spp. com células epiteliais e complementa o resultado previamente citado. Esses dados

deveré&o ser confirmados por Western blot e PCR em tempo real em estudos futuros
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