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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica causada por fungos do género
Paracoccidioides e endémica na América Latina. Trés aspectos sdo de grande
importancia nessa doenca: o desenvolvimento de antifiangicos e modelos alternativos
para estudo dos mesmos e a busca de biomarcadores para o diagndstico. O nimero de
antifingicos disponiveis é restrito, e problemas como efeitos adversos, interacdes
medicamentosas e a ocorréncia de isolados fungicos resistentes sdo descritos. Neste
contexto, a busca por novos compostos tem aumentado. Adicionalmente, modelos
animais alternativos como Caenorhabditis elegans, zebrafish (Danio rerio) e Galleria
mellonella sdo utilizados para o estudo de novos farmacos de forma simples e em
grande escala. Neste trabalho, utilizou-se desses modelos para avaliacdo da eficacia
antifingica e toxicidade do acido gélico e seus derivados ésteres de alquila (galatos). O
composto com melhor atividade nesses modelos foi testado em camundongos. O galato
de dodecila apresentou melhor eficacia e menor toxicidade no modelo C. elegans — C.
albicans e menor efeito toxico em embrides de zebrafish. Entretanto, em G. mellonella e
camundongos infectados com Paracoccidioides, o composto ndo apresentou eficacia
antifingica, o que pode ser decorrente de sua baixa biodisponibilidade. Para resolver tal
problema, os galatos foram associados a um sistema lipidico nanoestruturado. Tal
associacao foi benéfica, resultando em menor toxicidade em fibroblastos pulmonares e
em zebrafish, bem como em maior eficacia em modelo murino. Outro aspecto deste
estudo diz respeito a pesquisa de microRNAs para PCM. MicroRNAs sao pequenos
RNAs nao-codificantes que desempenham funcdes em processos biolégicos e
doencas. Assim, com auxilio da gPCR-RT, oito microRNAs mostraram-se
diferencialmente expressos no soro de pacientes com PCM cronica. Ja em células
pulmonares, distintos microRNAs foram observados de acordo com a espécie
filogenética de Paracoccidioides sp. que as infectou. Os microRNAs encontrados
parecem estar relacionados a processos de adesdo, apoptose e resposta imune a
infeccéo e podem servir como biomarcadores e ferramentas terapéuticas da doenca.

Palavras-chave: Paracoccidioides sp. Modelos In vivo. Eficacia. Toxicidade.
MicroRNAs.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the fungi of the genus
Paracoccidioides, which is endemic in Latin America. Three aspects are of great
importance in this disease: the development of new antifungals and the use of
alternative models for their study and also, the search of biomarkers for diagnosis. The
number of antifungal agents available is restricted, and problems such as adverse
effects, drug interactions and the development of resistance are related to them. In this
context, the search for new compounds has increased. In addition, alternative animal
models such as Caenorhabditis elegans, zebrafish (Danio rerio) and Galleria mellonella
have been used for the study of new drugs in a simple and large scale manner. In this
work, these models were used to evaluate the antifungal efficacy and toxicity of gallic
acid and its alkyl esters derivatives (gallates). The compound with the best activity in
these models was tested in mice. Dodecyl gallate presented better efficacy and lower
toxicity in the C. elegans - C. albicans model and lower toxic effect in zebrafish embryos.
However, in G. mellonella and in mice infected with Paracoccidioides sp., the compound
showed no antifungal efficacy, which may be explained due to its low bioavailability. To
resolve such a problem, gallates were associated with a nanostructured lipid system.
Such association was beneficial, resulting in lower toxicity in lung fibroblasts and
zebrafish, as well as in greater efficacy in the murine model. Another aspect of this study
concerns the investigation of microRNAs for PCM. MicroRNAs are small non-coding
RNAs that perform functions in biological processes and diseases. Thus, with the aid of
RT-gPCR, eight microRNAs were differentially expressed in the serum of patients with
chronic PCM. In the lung cells, distinct microRNAs were observed according to a
phylogenetic species of Paracoccidioides sp. that infected them. The microRNAs found
in appear to be related to the processes of adhesion, apoptosis and immune response
to the infection and can serve as biomarkers and therapeutic tools of the disease.

Keywords: Paracoccidioides sp. In vivo models. Efficacy. Toxicity. microRNAs.
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1. INTRODUCAO

1.1. Paracoccidioides sp e paracoccidioidomicose (PCM)

O género Paracoccidioides pertence ao grupo de fungos termo-dimaorficos, que
podem ser encontrados na forma de micélio a temperaturas proximas a 25 °C e na
forma de levedura a temperaturas em torno de 37 °C. As coldnias de micélio
apresentam, macroscopicamente, coloracdo branca com micélios aéreos, irregulares
e curtos; microscopicamente, notam-se hifas septadas, delgadas e hialinas com
raros clamidésporos terminais ou intercalares. Ja as col6nias leveduriformes tém
coloracdo creme, aspecto cerebriforme e ndo aderente ao meio; a0 microscopio
observam-se leveduras esféricas ou ovais com paredes bem definidas e bi-
refrigentes, que podem apresentar multiplos brotamentos (formato de roda de leme)
(MARTINEZ, 2004).

O fungo foi isolado pela primeira vez por Adolfo Lutz, em 1908, a partir de
lesBes orais e linfadenopatia cervical de um paciente. Em 1912, Alfonso Splendore
realizou a caracterizacdo morfolégica e biolégica do fungo e o denominou de
Zymonema brasiliensis. Posteriormente, em 1930, Floriano Paulo Almeida, prop6s o
nome de Paracoccidioides brasiliensis (MARTINEZ et al., 1996). Em 2006, através
de estudos filogenéticos, P. brasiliensis pode ser dividido em trés espécies
filogenéticas distintas, entre elas S1, PS2 e PS3. S1 (espécie 1) apresenta 38
isolados e encontra-se no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela; PS2
(espécie filogenética 2) possui 6 isolados distribuidos no Brasil e Venezuela; e PS3

(espécie filogenética 3) possui 21 isolados restritos a Colémbia (MATUTE et al.,
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2006). Mais recentemente, a espécie filogenética PS4 foi descrita, sendo composta
por isolados clinicos da Venezuela (SALGADO-SALAZAR et al., 2010; TEIXEIRA et
al., 2014a). Além disso, estudos gendmicos mostraram que a cepa 01 de P.
brasiliensis ndo pdde ser incluida nesses grupos e foi considerada uma nova espécie
denominada Paracoccidioides lutzii, em homenagem a Adolfo Lutz (CARRERO et al.,
2008). As caracteristicas individuais de cada espécie podem trazer consequéncias
nas manifestacdes clinicas e para o tratamento e diagndstico da infeccdo (TEIXEIRA
et al., 2014b).

Espécies de Paracoccidioides causam a paracoccidioidomicose (PCM), uma
micose sistémica humana que assume importancia clinica cada vez maior, em razao
do aumento de sua frequéncia, da gravidade de suas formas anatomo-clinicas e das
taxas de mortalidade. A PCM é endémica nas Américas do Sul e Central, nos quais
Brasil, Venezuela e Colémbia sédo os paises com maior numero de casos (Figura 1).
Nessas regides, a taxa de incidéncia anual varia de 1 a 3 novos casos por 10°
habitantes. Em paises n&o-endémicos como os da Europa, Asia e América do Norte,
alguns casos importados foram relatados (BOCCA et al., 2013; COUTINHO et al.,
2002; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

No Brasil, a PCM é a oitava causa de mortalidade entre as doencas
infecciosas cronicas, com 1,65 6bitos por 10° habitantes. Entretanto, vale ressaltar
gue os dados de incidéncia podem estar subestimados, pelo fato da doenca nao ser
de notificacdo compulsoria. O pais apresenta areas endémicas, as quais podem ser
divididas segundo o grau de incidéncia da doenca (Figura 1). Dessa forma, as

regides sudeste, sul e centro-oeste sao descritas como altamente endémicas; as
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regides localizadas ao longo da extremidade leste da Amazo6nia, incluindo os estados
do Para, Maranh&o e Tocantins sdo considerados como moderadamente endémicas;
e as regides do extremo-oeste da Amazonia, o estado de Rondbonia e o Nordeste do
pais apresentam baixa endemicidade (BOCCA et al., 2013; COUTINHO et al., 2002;

MARTINEZ et al., 2015; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Figura 1. Incidéncia da paracoccidioidomicose nas Américas do Sul e Central

(Adaptado de SHIKANAI-YASUDA et al., 2006)
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O habitat do Paracoccidioides sp. na natureza parece ser a matéria organica

presente nos solos de regides endémicas, especialmente em areas de cultivo de café
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e cana de acucar (ARANTES et al., 2016; BONIFAZ et al., 2011; FERREIRA, 2009;
SHIKANAI-YASUDA et al.., 2006). A infeccdo destes fungos ocorre na forma de
micélio quando conidios ou fragmentos de hifas sdo dispersos no meio ambiente e,
apos inalacdo pelo hospedeiro, estas estruturas se diferenciam em formas
leveduriformes. Esta transicdo de micélio para levedura mostra-se essencial para o
estabelecimento do processo infeccioso, no qual o pulmdo é o primeiro sitio de
infeccdo e as leveduras podem se espalhar para outros 6rgdos (LACAZ, 1994). Os
humanos foram os primeiros hospedeiros naturalmente infectados identificados, mas
ha descricbes de outros animais portadores do fungo, como tatus e céaes
(FERREIRA, 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

As formas clinicas da doenca podem ser classificadas em aguda e cronica,
dependendo do periodo e dos Orgdos atingidos pela infeccdo. A forma aguda
representa ao redor de 5% dos casos e afeta principalmente criancas, adolescentes
e adultos jovens (com idade inferior a 30 anos), sendo homens e mulheres
acometidos igualmente. Linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia e lesdes cutaneas
sdo manifestacbes comuns. Ja a forma crénica representa mais de 90% dos casos e
homens adultos (30 a 50 anos), trabalhadores de zonas rurais e imunodeprimidos
sao os principais acometidos. Manifestacdes pulmonares estdo presentes na maioria
dos pacientes, porém outros 6rgdos como figado, bagco, mucosas, pele e sistema
nervoso central podem ser afetados (FRANCO et al., 1987). De forma geral, os
individuos acometidos por essa micose estdo na fase de maior produtividade, e por
isso a doenca também possui um impacto social e econémico (SHIKANAI-YASUDA

et al., 2006). As mulheres, normalmente, ndo desenvolvem a PCM gracas a protecéao
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do 17-pB-estradiol. Esse hormonio se liga a proteina fungica EBP (estradiol binding
protein) e como consequéncia, a sinalizacdo ativada por esse processo inibe a
transicéo da fase miceliar para a fase leveduriforme, patogénica, do Paracoccidioides
sp. (SHANKAR et al.,, 2011). Além disso, o estradiol afeta a resposta imune,
demonstrando que camundongos fémeas foram mais protegidas da infecgdo por P.

brasiliensis (PINZAN et al., 2010).

1.2. Diagnostico da PCM

O diagnéstico da PCM é baseado nos sintomas clinicos, seguido de exames
laboratoriais. A técnica padrdo-ouro consiste no exame micoldgico direto do material
recolhido de lesGes ou de tecido, no qual € feita a observacdo dos fungos,
especialmente com o seu aspecto multibrotamento tipico, bem como, a cultura com a
observacdo do termodimorfismo (MENDES-GIANNINI; FUSCO-ALMEIDA, 2013;
BENARD; MENDES-GIANNINI, 2014). Porém, a identificacdo do agente etiol6gico da
PCM nem sempre é facil e a confirmacdo pela reversao de levedura para forma
miceliar é lenta (maior que 20 dias) (Da SILVA et al., 2016).

Além disso, o diagnéstico da doenca pode ser feito por métodos sorolégicos,
nos quais a glicoproteina de 43 kDa (gp43) secretada pelo fungo é o principal
antigeno detectado no soro dos pacientes (VIDAL et al., 2014). A glicoproteina de 70
kDa, expressa pelo fungo, também é outro importante antigeno para o diagndéstico da
PCM (De MATTOS GROSSO et al., 2003). A deteccao e quantificacdo dos antigenos
correlacionam também com a progressédo da doenca e resposta ao tratamento. Por

outro lado, variabilidades nos resultados e na sensibilidade dos testes soroldgicos,
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além de reacdes cruzadas com outras infeccbes sdo observadas (Da SILVA et al.,
2016). Assim, quando os métodos microscopico e sorologico falham, uma alternativa
pode ser a deteccdo por métodos moleculares através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Neste contexto, alguns primers para genes alvos como gp43,
PbITS1s, PbITS3a e OPG18 foram descritos (BUITRAGO et al., 2009; GOMES et al.,

2000; SAN-BLAS et al., 2005).

1.3. Tratamento da PCM

A PCM requer tratamento prolongado, o qual pode ocorrer por mais de um
ano. Os pacientes com essa micose sdo comumente tratados com anfotericina B,
azois (cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol) e sulfonamidas (associacéo
sulfametoxazol/trimetropim) (HAHN et al., 2002).

Os antifungicos estédo disponiveis desde a década de 1950. No entanto, 0s
desafios na descoberta e desenvolvimento de agentes eficazes e seguros,
decorrente, sobretudo, da semelhanca molecular entre as células de fungos e as de
mamiferos, resultaram numa descoberta mais lenta dos antifingicos em comparac¢éo
aos antibacterianos ou antivirais. A evolucdo do limitado arsenal antifungico
disponivel inicia-se pelos farmacos altamente toxicos nistatina e anfotericina B,
passando pelos amplamente utilizados triazois até as recentes equinocandinas
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010; PETRIKKOS; SKIADA, 2007).

A anfotericina B pertence ao grupo poliénico dos agentes antifingicos. Seu
mecanismo de acado baseia-se na ligagdo ao ergosterol da membrana fungica e

consequente formacédo de poros na membrana, que causa distirbios no equilibrio
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ibnico celular (KAUFFMAN, 2006; RANG; DALE, 2007). Outro mecanismo de acéo
desse farmaco é a producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, causando
estresse oxidativo e levando a célula a apoptose (FERREIRA et al., 2013; MESA-
ARANGO et al., 2014). A anfotericina B apresenta boa eficacia contra P. brasiliensis
e P. lutzii e tem sido utilizado principalmente em casos graves de PCM. Além disso,
ha poucos episddios de resisténcia micologica a esse farmaco. Por outro lado, a
anfotericina B é administrada por via intravenosa e efeitos adversos importantes, por
vezes, requerem a interrupcdo da terapia. A injecdo normalmente resulta em
calafrios, febre, zumbido, cefaléia e vémito. Porém, o efeito adverso mais comum e
sério é nefrotoxicidade. Neste aspecto, algum grau de comprometimento renal é
observado em mais de 80% dos pacientes que utilizam esse farmaco. Outros efeitos
adversos como hepatotoxicidade, trombocitopenia e reacdes anafilaticas também
podem ocorrer (KAUFFMAN, 2006; RANG; DALE, 2007).

Os azois, especialmente o itraconazol, tém sido utilizados em casos leves ou
moderados da PCM. Eles inibem a enzima 3A do citocromo P450, lanosterol 14a-
desmetilase, bloqueando a conversdo do lanosterol em ergosterol. Tal fato altera a
fluidez da membrana e, consequentemente, a replicacao fungica é inibida. De forma
geral, essa classe de farmacos € eficaz contra véarios fungos, podem ser
administrados oralmente e apresentam efeitos adversos brandos (RANG; DALE,
2007). Entretanto, além de inibir as enzimas do citocromo P450 nos fungos, os azois
inibem essas enzimas responsaveis pelo metabolismo hepatico de farmacos nos
seres humanos. Em consequéncia, os azois podem interagir com varias classes de

farmacos  anti-histaminicos,  antineoplasicos, esteroides, antimicrobianos,
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antirretrovirais, opidides, barbitlricos, agentes cardiovasculares, psicotropicos e
anticoncepcionais orais. Assim, a monitorizacado do paciente quando esses farmacos
forem coadministrados se faz necessaria (BATES; YU, 2003). Outro aspecto, & que
esses antifungicos séo teratogénicos. Além disso, Hahn e colaboradores (2003)
descreveram a ocorréncia de isolados de P. brasiliensis resistentes ao cetoconazol
em pacientes com PCM. Quando ndo ha disponibilidade do itraconazol para o
tratamento dos pacientes com PCM, realiza-se o tratamento com a combinacao
sulfametoxazol/trimetropim.

Visto que o numero de agentes antifingicos € limitado e que 0s mesmos
apresentam inumeras desvantagens, nos Uultimos anos, houve um aumento do
interesse em estudar novos compostos com potencial antifingico (DERENGOWSKI

et al., 2009).

1.4. Pesquisa de produtos naturais e seus derivados sintéticos como novos

tratamentos

Compostos presentes em extratos e Oleos essenciais, produzidos pelas
plantas como consequéncia do metabolismo secundario, possuem propriedades
antimicrobianas reconhecidas empiricamente ha séculos e comprovadas
cientificamente nas Ultimas décadas. Dessa forma, paises como o Brasil, que
possuem uma flora diversificada e rica e tradicdo na utilizacao de plantas medicinais
tém se dedicado a pesquisa de plantas nativas com atividades antimicrobianas
(SARDI et al., 2016). Especificamente contra Paracoccidioides sp., alguns produtos

naturais e derivados sintéticos como maitenina, pristimerina, eschinol, metil
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linolenato, 6xido de cariofileno, trans-nerolidol e curcumina mostraram atividade in
vitro contra esse fungo (GULLO et al., 2012; JOHANN et al., 2010, 2012; MARTINS
et al.,, 2009). Além desses, outros como 6-quinolinil N-6xido chalcona e ajoeno
também apresentaram atividade anti - Paracoccidioides in vivo (De SA et al., 2015;

MALUF et al., 2008).

1.4.1. Acido galico e seus derivados ésteres

Um exemplo de um composto derivado do metabolismo secundario de
plantas, sendo um produto da hidrélise de taninos, é o acido galico. Este composto é
distribuido em vérias espécies de plantas como Paeonia rockii, Astronium sp.,
Syzygium cumini, Euphorbia lunulata, Labisa pumila, Zingiber officinale, Klainedoxa
gabonensis, Nervilia aragoana, Atlantia monophylla, Lawsonia inermis, Ardisia
chinensis e Alchornea glandulosa, podendo ser extraido de folhas, caules, raizes ou
frutos (CHOUBEY et al., 2015; SARDI et al., 2016). O &cido gélico e seus derivados
ésteres de alquila (galatos) tém sido descritos por apresentarem potencial
antioxidante, antifngico e antibacteriano (CHOUBEY et al., 2015; VAQUERO;
ALBERTO; DE NADRA, 2007) . Kubo, Xiao e Kubo (2001), por exemplo, estudaram
trés derivados contra 16 microrganismos e observaram que o galato de octila exibiu
atividade antifingica contra Saccharomyces cerevisae, Zygosaccharomyces bailii,
Candida albicans e Aspergillus niger. Recentemente, nosso grupo publicou a
atividade in vitro de uma série de galatos de alquila contra fungos patogénicos
humanos, incluindo P. brasiliensis e P. lutzii, no qual os galatos de hexila, heptila,

octila, decila, undecila e dodecila apresentaram um valor baixo de concentracéo
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inibitéria minima - CIM (De PAULA; SILVA et al., 2014). Além disso, varios galatos de
alquila também demonstraram atividade contra fungos patogénicos de plantas (ITO
et al.,, 2014). Dessa forma, apesar de se ter conhecimento do potencial antifingico
dos galatos in vitro, pouco se tem avancado em estudos in vivo com esses
compostos.

Além da busca por compostos com potencial antifingico, novas formulacdes
gue garantam o aumento da eficicia e seguranca desses compostos em sistemas de
infeccdo in vitro e in vivo também tém sido estudadas. Diante dos avancos da
nanotecnologia, as nanoparticulas, as quais sao constituidas por um pequeno
namero de atomos de dimensdo menor que um micron, tém se destacado como
otimos carreadores de moléculas (ISLAM; MIYAZAKI, 2009). Neste contexto, a
incorporacao de antifingicos como anfotericina B, azodis e nistatina a nanoparticulas
contribuem para melhor liberacdo, biodisponibilidade e menor toxicidade desses

farmacos (VOLTAN et al., 2016).

1.5. Pesquisa de modelos animais alternativos para o estudo da infeccao
fungica e de antifungicos

Por questbes éticas, custo elevado, novas exigéncias de protecdo e
consideracao ao principio dos 3 Rs (Refinement, Reduction, Replacement), o uso de
animais mamiferos de experimentacdo esta cada vez mais restrito ao minimo
necessario, 0 que gera a necessidade de padronizacdo de modelos alternativos
(RUSSELL; BURCH, 1959; HARTUNG, 2010). A promoc¢éo e validacdo dos modelos

alternativos sao bem difundidas na Europa, Estados Unidos e Japé&o. Ja no Brasil, a
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iniciativa € mais recente e merece destaque a implantacdo da Lei Arouca de 2008,
cujo principal objetivo é zelar pela ética na utilizacdo de animais em pesquisa e
ensino, bem como preconizar o desenvolvimento de métodos alternativos. Além
disso, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI) criou a Rede Nacional
de Métodos Alternativos ao uso de animais (RENAMA) em 2012.

Métodos ou modelos alternativos tém por objetivo complementar ou substituir,
os tradicionais testes com mamiferos na pesquisa biomédica ou ensino. Além de
ensaios in vitro com ceélulas e in silico, eles incluem o uso de animais inferiores
(HARTUNG, 2011). Neste contexto, cresce a importancia da utilizacdo de modelos
experimentais como Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella e zebrafish (Danio
rerio), para estudo da interacao patdégeno-hospedeiro e de novos farmacos, os quais
sao objetos de estudo da presente tese. Tal fato pode ser evidenciado pelo aumento
do nimero de publicacbes, a cada ano, em bases de dados como o Pubmed (Figura

2).
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Figura 2. Imagens representativas dos animais alternativos e nimero de publicacdes
entre os anos de 1994 e 2014 na base de dados Pubmed com as palavras chave
Caenorhabditis elegans (A), Galleria mellonella (B) e zebrafish (C). Imagens

adaptadas de ADAMS, 2008; BOTTHOF, 2015; ULAAH e colaboradores, 2014

A 2014

2013
2012
2011
2010
2009 b em—
2008
2007
2006
2005
L — —_ —————— ——
2003
2002
2001
2000
1999
1998
1997
1996

1995
1994

2
S

400 600 800 1000 1200 1400 1600

2014
2013
2012
2011
2010
2009
2008
2007
2006

2004
2003
2002
2001
2000
1999
1998
1997
1996

1994

(=]
~
(=]
(=]

80 100 120

c 2014

2013
2012
2011
2010
2009
2008
2007
2006
2005
2004
2003
2002
2001
2000
1999
1998
1997
1996
1995
1994

o
8

1000 1500 2000 2500




34

1.5.1. Caenorhabditis elegans

C. elegans é um nematéide de vida livre encontrado no solo, cujo uso
apresenta uma seérie de vantagens em ensaios experimentais. Seu pequeno tamanho
(1 mm de comprimento), o tempo de geracdo rapida e a facilidade de manutencao
em laboratério permite sua producdo barata e rapida (KALETTA; HENGARTNER,
2006). Outra vantagem € que seu genoma ja foi totalmente sequenciado
(PETERSON et al.,, 2008). Nesse aspecto, uma alta homologia genética e a
conservacao de aspectos biol6gicos como da resposta imune inata sdo observados
entre esse nematdide e mamiferos (MILLET; EWBANK, 2004). Em relacdo aos
fungos, a utilizacdo do C. elegans como hospedeiro também é possivel, desde que o
fungo substitua adequadamente a sua fonte normal de alimentac&o, Escherichia coli
OP50. Além disso, fendtipos como sobrevivéncia e motilidade do animal e a carga do
patdgeno podem ser facilmente examinados. Embora o C. elegans ndo possua
nenhuma imunidade mediada por células, varios trabalhos revelaram uma
abordagem complexa da imunidade inata para resisténcia a doencas,
compreendendo barreiras fisicas, moléculas antimicrobianas e vias reguladas por
quinases ativadoras de mitégenos (MAPKs) e pelo fator de crescimento
transformante B (TGF-B) (MARSH; MAY, 2012).

A resposta a infeccado por agentes patogénicos naturais do C. elegans tem
sido descrita para o fungo Drechmeria coniospora, cuja rapida proliferacdo e
formacdo de filamentos levam a morte do animal (JANSSON, 1994). Além disso,
estudos tém demonstrado que fungos patogénicos humanos como C. albicans, C.

krusei (PUKKILA-WORLEY et al., 2009; SCORZONI et al., 2013), C. neoformans
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(MYLONAKIS et al., 2002), H. capsulatum (JONHSON et al., 2009) e Penicillium
marneffei (HUANG et al., 2014) também podem infectar letalmente o C. elegans.

Além do estudo da interagdo entre C. elegans e fungos, esse modelo também
podem ajudar a identificar compostos que provavelmente ndo seriam identificados
em ensaios in vitro ou seria dispendioso na utilizacdo de mamiferos (BREGER et al.,
2007).

Alguns estudos utilizaram o modelo C. elegans para a triagem de compostos
com potencial antifungico contra C. albicans. Um estudo utilizou 1.266 compostos
com atividades farmacéuticas conhecidas e identificou 15 que prolongaram a
sobrevivéncia de nematéides infectados com C. albicans e inibiram a filamentagéo do
fungo in vivo. Dois desses compostos, acido cafeico fenetil éster e fluoroquinolona
enoxacina, foram selecionados e posteriormente testados num modelo murino de
candidiase e apresentaram atividade antifungica também nesse modelo (BREGER et
al., 2007). Outra triagem de produtos naturais também foi realizada com a utilizacao
do modelo de C. elegans e C. albicans, no qual 12 saponinas derivadas de plantas
revelaram ter propriedades antifungicas. Duas delas interromperam a formacao de
hifas e de biofilme de cepas de C. albicans resistentes a antifungicos (COLEMAN et
al., 2010). Recentemente, dois produtos naturais, magnolol e ronokiol mostraram ser
capazes de prolongar a sobrevivéncia do C. elegans infectado com C. albicans
(SUN; LIAO; WHANG, 2015). Além disso, o produto natural timol mostrou potencial

atividade contra C. albicans no modelo C. elegans (SHU et al., 2016).
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1.5.2. Galleria mellonella

G. mellonella € um inseto encontrado no ambiente, onde se alimenta de mel,
pélen e cera de abelha. Ela também apresenta vantagens importantes como modelo
de estudo fungo-hospedeiro: as larvas podem ser incubadas numa temperatura entre
25 e 37 °C, o que possibilita simular o habitat e também as condi¢6es de infeccdo em
mamiferos; possuem seis tipos de células fagociticas importantes no sistema de
defesa denominadas hemdcitos; e quantidades exatas dos patégenos podem ser
administradas. Além disso, a viabilidade das larvas pode ser facilmente constatada
pela falta de movimento e melanizacdo induzida em resposta a infeccao
(DESALERMOS; FUCHS; MYLONAKIS, 2012; FUCHS et al., 2010; FUCHS;
MYLONAKIS, 2006).

O estudo da viruléncia de diferentes fungos como P. brasiliensis (SCORZONI
et al., 2015), P. lutzii, Histoplasma capsulatum (THOMAZ et al., 2013), Cryptococcus
neoformans (GARCIA-RODAS et al., 2011), Fusarium spp (COLEMAN et al., 2011),
Candida krusei, C. albicans (SCORZONI et al.,, 2013), Sporothrix schenckii,
Sporothrix brasiliensis (CLAVIJO-GIRALDO et al., 2016) e espécies de Trichosporon
(MARINE et al., 2015) tem sido realizado em G. mellonella com sucesso.

No modelo G. mellonella, C. neoformans foi avaliado para os tratamentos com
anfotericina B e fluconazol (MYLONAKIS et al., 2005). O tratamento de Fusarium spp
com anfotericina B também foi eficaz nesse modelo animal nd&o convencional
(COLEMAN et al., 2011). A eficacia de farmacos antifungicos contra C. albicans e C.
krusei em G. mellonella também foi descrita (KELLY; KAVANAGH, 2011; SCORZONI

et al.,, 2013). Recentemente, Favre-Godal e colaboradores (2014) testaram alguns
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produtos naturais da classe das antraquinonas em larvas de G. mellonella infectadas
com C. albicans, e embora 0s compostos tenham apresentado previamente atividade
antifangica in vitro, eles néo foram eficazes nesse modelo in vivo. A combinacdo do
produto natural pedaltina com anfotericina B se mostrou eficaz contra C. neoformans

no modelo G. mellonella e em modelo murino (SANGALLI-LEITE et al., 2016).

1.5.3. Zebrafish (Danio rerio)

Outro modelo animal alternativo utilizado neste trabalho é o zebrafish (Danio
rerio), conhecido popularmente como “paulistinha”. Ele é um peixe nativo da india,
pertencente a familia Crypinidae, e que possui de 3 a 4 cm. Entre varias aplicagdes,
esse modelo tem se mostrado conveniente para avaliar potenciais efeitos toxicos de
novos compostos sobre o desenvolvimento embriondrio. A utilizacdo de embrifes de
zebrafish mostra-se vantajosa porque 0s mesmos sao pequenos, de forma que os
testes podem ser feitos em placas de 24, 96 e até 384 pocos e 0s embribes
conseguem sobreviver por até sete dias nessas placas. Além disso, embribes e
larvas absorvem com facilidade os compostos com o0s quais sdo colocados em
contato. Outras vantagens é que os embrides sdo transparentes, 0 que permite a
visualizacdo do seu desenvolvimento, e a postura de um casal gera até 200
embrides (KANUNGO et al., 2014). Também é valido ressaltar que o0 genoma desse
vertebrado ja foi totalmente sequenciado, sendo demonstrado que 71,4% dos genes
de zebrafish sdo ortélogos com os de humanos (HOWE et al., 2013). Assim, embora
modelos mamiferos ainda sejam considerados padrdo ouro para o estudo de efeitos

teratogénicos, o zebrafish tem sido cada vez mais aceito como um modelo para



38

predicdo desses efeitos, sendo utilizado para nanoparticulas e novos farmacos
(KANUNGO et al., 2014). Neste aspecto, varios antifungicos da classe dos azois
foram testados em embrides de zebrafish, onde, assim como em humanos, também
se observou o potencial teratogénico dessa classe de farmacos (HERMSEN et al.,
2012; JONG et al., 2011)

No presente trabalho, pretendeu-se desenvolver os modelos C. elegans e G.
mellonella para as espécies P. brasiliensis e P. lutzii. Além disso, pretendeu-se testar
o acido galico e seus derivados ésteres de alquila nesses modelos e no zebrafish, a
fim de se fazer uma triagem, para posteriormente selecionar um deles para ser

testado em mamifero.

1.6. Pesquisa de microRNAs como potenciais biomarcadores para diagndstico
e tratamento

O reconhecimento do préprio fungo, de seus fatores de viruléncia e dos
mecanismos de defesa do hospedeiro auxiliam no diagnéstico e terapia da PCM.
Nesse contexto, a acdo e interacdo de processos complexos, inclusive de regulagcao
génica por microRNAs, permitird a melhor compreensédo da patogenia.

Nos ultimos anos, a andlise do transcriptoma tem gerado uma ampla gama de
informacOes sobre RNAs relacionadas com diferentes mecanismos de regulacao
génica, incluindo mecanismos epigenéticos. Tais RNAs nao codificam proteinas
(non-protein or peptide-coding ou npcRNASs), embora ndo seja possivel excluir a
possibilidade de que alguns deles codifiquem pequenos peptideos (MERCER,;

DINGER; MATTICK, 2009; SHARP, 2009). Dados gerados por sequenciamento em
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larga escala revelaram que npcRNAs excedem o numero de genes codificadores de
proteinas, indicando que o genoma humano é transcricionalmente muito mais ativo
gue foi anteriormente previsto. Os microRNAs ou miRNAs sdo pequenos RNAs (19 a
24 nucleotideos) pertencentes a essa classe de npcRNAs pequenos e que regulam a
expressao do gene, quer por degradacdo do RNA mensageiro ou por inibicdo da
traducao de proteinas (HU; DRESCHER; CHEN, 2012).

MiRNAs sao sintetizados por uma via especifica que inicia a transcricao dentro
do locus gendmico selecionado, que vai codificar para os precursores de miRNAs.
Esses precursores serdo cortados duas vezes; em primeiro lugar no nucleo pelo
conjunto de proteinas DGCR8 e Drosha para gerar um pré-miRNA, e
subsequentemente no citoplasma por uma nuclease especializada chamada Dicer,
qgue ira gerar o miRNA maduro. MiRNAs maduros serdo entdo envolvidos em um
complexo de alta massa molecular chamado RISC (Complexo de Inducdo de
silenciamento do RNA), e eles vao exercer sua acao reguladora negativa pela
ligacdo as regibes 3'-UTR de transcritos de RNAmM nascentes (SHUKLA; SINGH,;
BARIK, 2011). A atividade de regulagdo dos miRNAs é exercida no nivel pos-
transcricional e estima-se que regula até 1/3 dos genes que codificam proteinas (HU;
DRESCHER; CHEN, 2012).

Os perfis de expressdo dos miRNAS variam entre diferentes tipos celulares.
Além disso, as células também séo capazes de secretar ativamente miRNAs, sendo
possivel detecta-los em todos os fluidos biologicos. Evidéncias das funcdes desses
MiRNAs celulares e circulantes tém sido descritas em varias doencas humanas e em

processos fisiolégicos normais (HU; DRESCHER; CHEN, 2012).
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Estudos anteriores tém demonstrado que os mMIRNAs possuem papel
fundamental nas infeccbes causadas por bactérias, virus e protozoarios (VERMA et
al., 2016). Por outro lado, um namero reduzido de trabalhos tem focado em infec¢des
fungicas. Neste contexto, em mondcitos e células dendriticas infectados com
Aspergillus fumigatus, os miR-132 e miR-155 mostraram-se diferencialmente
expressos (Das GUPTA et al., 2014). J& em macrofagos infectados com C. albicans,
foi demonstrado que miR-155, miR-146, miR-146b, miR-125a e miR-455 podem ser
regulados por LPS e TLR4. Estudos in silico para miR-125A e miR-455 mostraram
gue eles podem atingir proteinas envolvidas na sinalizacéo inflamatéria em resposta
a infeccao fangica (MONK; HUTVAGNER; ARTHUR, 2010). Também em tecidos
epiteliais respiratérios humanos infectados por C. albicans, 55 microRNAs mostraram
diferencialmente expressos comparados com os tecidos controle, sendo que o0 miR-
16-1 e miR-17-3p apresentaram substancial aumento e reducdo na expressao,
respectivamente (MUHAMMAD et al., 2015).

A identificagcdo de miRNAs diferencialmente expressos no hospedeiro pode
ajudar na compreensdo dos mecanismos de regulacdo envolvidas na interacéo
parasito-hospedeiro. Além disso, os miRNAs circulantes podem ser Uteis tanto como
biomarcadores no diagndstico quanto para o tratamento de doencas (MADHAVAN et
al., 2013). Por esses motivos devem ser identificados em infec¢des fungicas como a

PCM.
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10. CONCLUSOES

o Oito miRNAs foram identificados no soro de pacientes com PCM cronica,
relacionados a processos de adesédo, apoptose e resposta imune a infec¢éo;

o Os miRNAS diferencialmente expressos nas células pulmonares foram
distintos de acordo com a espécie filogenética que a infectou. Porém as vias
reguladas por eles parecem ser comuns e relacionam-se ao processo de
adeséao e invasédo do fungo na célula, inducéo de apoptose e inflamacéao.

Essa é primeira descricdo da participagdo do miRNAs na PCM, os quais

trazem perspectiva de serem utilizados no diagndstico e no tratamento da doenca.
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