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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

A pesquisa em Paracoccidioidomicose é relevante por tratar de uma doenca
com grande impacto sobre os individuos e crescente atencao quanto a sua notificacao.
O estudo esclarece a patogénese oral, identifica biomarcadores relacionados a
infeccao, propde alternativas terapéuticas in vitro e avanga no desenvolvimento de um

modelo tridimensional de interacdo patdgeno-hospedeiro.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH
Research on Paracoccidioidomycosis is highly relevant, as it addresses a
disease with significant impact on affected individuals and growing attention regarding
its notification. This study elucidates the oral pathogenesis, identifies biomarkers
related to infection, proposes in vitro therapeutic alternatives, and advances the

development of a three-dimensional pathogen-host interaction model.
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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que afeta, primariamente, 0s
pulmdes, com envolvimento da cavidade oral, onde Candida albicans existe como
comensal. O objetivo deste trabalho foi desenvolver esferoide de queratinécitos para
avaliar a infecgcdo por células planctbnicas e de biofiilme de Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18) monoespécie e misto com Candida albicans para o estudo da
paracoccidioidomicose oral, bem como o tratamento com novo composto. Foi também
estudada a expressédo de genes relacionados a viruléncia dos dois microrganismos
nas condicdes do estudo. A superficie onde houve maior formacédo de biomassa para
todos os biofilmes foi a membrana de nitrocelulose, demonstrado tanto
metabolicamente quanto estruturalmente. Quanto a resina acrilica, o biofilme misto de
pré-formagdo demonstrou maior atividade metabdlica e biomassa. Imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV) revelaram biofilmes densos e aderentes,
compostos por uma rede de interacdo isoladamente e entre os dois fungos. Foi obtido
um modelo tridimensional (3D) de mucosa oral funcional e estavel, a partir de células
NOK-si, em densidade de 6x10* células/poco, capaz de reproduzir in vitro, interacdes
complexas entre P. brasiliensis e C. albicans. O modelo 3D manteve morfologia e
viabilidade celular ao longo de sete dias, suportando colonizacdo fungica, o que
possibilita 0 uso como ferramenta experimental adequada para estudos da interacéo
patogeno-hospedeiro e avaliacdo de terapias antifiungicas. A MEV demonstrou a
interacdo de blastoconidios de ambas as espécies com o modelo 3D, indicando
adaptacdes que favorecem a colonizacdo e a formacao de biofilmes, a partir de células
planctonicas. A andlise gendmica do biofilme de P. brasiliensis revelou expresséo
aumentada de genes relacionados a adesao, metabolismo e modulacédo da parede
celular. J4 C. albicans manteve o gene produtor de candidalisina, uma toxina
peptidica, sob alta expressédo em todas as condi¢Oes experimentais. Na infeccao do
modelo tridimensional, os genes PbGP43 e ECEl1l mantiveram-se altamente
expressos, sugerindo papel relevante na coinfeccdo e potencial como alvos
terapéuticos. Os modelos in vivo de Danio rerio e G. mellonella foram Gteis para pré-
selecionar substancias que podem seguir na busca de novos antifingicos. Esses
achados contribuiram para a compreensdo dos mecanismos de colonizacdo e
coinfeccdo oral na PCM, fornecendo base para o desenvolvimento e avaliacdo para
novas substancias antifangicas em condicbes inerentes a interacdo patdgeno-
hospedeiro.

Palavras-chaves: Biofilmes; Paracoccidioides brasiliensis; Candida; 2-
hidroxichalcona; Modelo tridimensional; Mucosa bucal; Expresséo génica.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis that primarily affects the lungs
and may also involve the oral cavity, where Candida albicans is commonly found as a
commensal. This study aimed to develop keratinocyte spheroids to evaluate the
infection of planktonic and biofilm cells of Paracoccidioides brasiliensis (Pb18), either
as a monospecies or in combination with Candida albicans, for the investigation of oral
paracoccidioidomycosis, as well as treatment with a novel compound. The expression
of virulence-associated genes in both microorganisms was also analyzed under the
experimental conditions. Among the tested substrates, nitrocellulose membranes
supported the highest biomass formation for all biofilms, as demonstrated both
metabolically and structurally. On acrylic resin, preformed mixed biofilms displayed
greater metabolic activity and biomass. Scanning electron microscopy (SEM) images
revealed dense, adherent biofilms, composed of an interaction network within and
between the two fungi. A functional and stable three-dimensional (3D) oral mucosa
model was established from NOK-si cells at a density of 6x10* cells/well, capable of
reproducing in vitro complex interactions between P. brasiliensis and C. albicans. The
3D model maintained morphology and cell viability over seven days, supporting fungal
colonization, and thus served as a suitable experimental tool for pathogen—host
interaction studies and evaluation of antifungal therapy. SEM analysis revealed
interactions between blastoconidia from both species and the 3D model, indicating
adaptive responses that promote colonization and biofilm formation from planktonic
cells. Genomic analysis of P. brasiliensis biofilms revealed an increase in the
expression of genes associated with adhesion, metabolism, and cell wall remodeling.
C. albicans consistently maintained high expression of the gene encoding
candidalysin, a peptide toxin, under all experimental conditions. During the infection of
the 3D model, the PbGP43 and ECE1 genes remained highly expressed, suggesting
a significant role in co-infection and potential as therapeutic targets. In vivo models
using Danio rerio and Galleria mellonella have proven helpful for pre-screening
candidate compounds for antifungal development. Collectively, these findings advance
the understanding of oral colonization and co-infection mechanisms in PCM and
provide an experimental foundation for the development and assessment of novel
antifungal agents under conditions that closely mimic pathogen-host interactions.

Keywords: Biofilms; Paracoccidioides brasiliensis; Candida; 2-hydroxychalcone;
Three-dimensional model; Oral mucosa; Gene expression.
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1 INTRODUCAO
1.1 MICRORGANISMOS

1.1.1 Paracoccidioides spp.

O género Paracoccidioides (Filo: Ascomycota; Classe: Eurotiomycetes; Ordem:
Onygenales; Familia Ajellomycetaceae) (Untereiner et al., 2004) é composto por
fungos termodimérficos, que podem apresentar duas fases distintas a depender da
temperatura, a fase leveduriforme (L) a 37°C e a fase micelial (M) em torno de 25°C,
sendo que propagulos da fase M séo infectantes para o homem e animais (Martinez,
2004; Restrepo et al., 2014).

Inicialmente, os isolados latino-americanos foram analisados geneticamente e
a partir dai propuseram quatro espécies filogenéticas para Paracoccidioides
brasiliensis: S1 (a e b) (espécie 1a e 1b), PS2 (espécie filogenética 2), PS3 (espécie
filogenética 3) e PS4 (espécie filogenética 4) (Matute et al., 2006a; 2006b).

O grupo S1 (PS1) diz respeito a uma populacdo monofilética recombinante, ou
seja, que compartiiha um ancestral comum exclusivo e que apresenta alta
variabilidade genética devido a recombinacao frequente. O que difere dos grupos PS2,
PS3 e PS4 que séao parafiléticos clonais, ou seja, possuem um ancestral comum, e de
pouca variabilidade genética, pois sdo geneticamente idénticos (Hahn et al., 2022).

Recentemente, o género Paracoccidioides foi reclassificado em sete espécies:
Paracoccidioides brasiliensis (S1/Sla e S1b), Paracoccidioides americana (PS2),
Paracoccidioides restrepiensis (PS3), Paracoccidioides venezuelensis (PS4),
Paracoccidioides lutzii (Matute et al., 2006a; Carrero et al., 2008; Teixeira et al., 2009;
Marini et al., 2010; De Macedo et al., 2016; Mufioz et al., 2016; Turissini et al., 2017,
Rosa-Junior et al., 2019, Kruschewsky et al., 2023), além das espécies
Paracoccidioides loboi (anteriormente Lacazia loboi) e Paracoccidioides cetii,
expandindo a diversidade filogenética do género (Rodrigues et al., 2023). Deve-se
destacar que as duas Ultimas até hoje ndo doram cultivadas.

O complexo Paracoccidioides compreende espécies com distribuicfes
geograficas especificas (Figura 1). Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)
estd amplamente distribuido no Brasil, especialmente nas regiées Sudeste, Sul e
Centro-Oeste, além de ser encontrado na Argentina, Bolivia, Paraguai, Peru, Uruguai
e Venezuela (Roberto et al., 2021; Hahn et al., 2022). P. americana (PS2) ocorre em

varias regides da América Latina, embora de forma menos frequente, com registros
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no Brasil, Uruguai e Venezuela (Roberto et al., 2021).

Espécies alopétricas como P. restrepiensis e P. venezuelensis apresentam
restricbes geogréficas (Matute et al., 2006a; Teixeira et al., 2014), sendo encontradas
prioritariamente, na Coldombia e na Venezuela, respectivamente. P. lutzii tem uma
predominéancia no Centro-Oeste brasileiro, com casos relatados na Amazonia e no
Peru (Marques-da-Silva et al., 2012; Hahn et al., 2019). Além destas, tem-se P. cetii,
encontrado em golfinhos, que é registrado em éareas litordneas da América Latina,
enquanto P. loboi est4 associado a bacia hidrografica amazénica, Peru, Colémbia e
Venezuela (Vilela et al., 2021; Krakhecke-Teixeira et al., 2022).

Figura 1 - Distribuicdo epidemiolégica das espécies patogénicas do género
Paracoccidioides
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Fonte: adaptado de Rodrigues et al., 2023.

Apesar da quantidade de espécies patogénicas, a paracoccidioidomicose
(PCM) ainda é causada em larga escala por P. brasiliensis, portanto segue a descricédo
deste agente etioldgico. Quanto as caracteristicas macromorfolégicas da colbénia
filamentosa, estas sdo de coloracdo branca, textura cotonosa, relevo irregular e
rugoso, e de micélio aereo curto, e o0 reverso varia de bege a marrom.
Microscopicamente, na fase miceliar observam-se hifas hialinas septadas, finas e com
presenca de conidios, clamidoconidios terminais ou intercalares. Essa € a fase capaz
de infectar o organismo do hospedeiro (Gauthier, 2015; Restrepo; Cano; Gonzalez,
2015). Ja as colbnias leveduriformes tém coloracdo bege, textura cremosa e relevo
cerebriforme (Figura 2a). Na analise microscopica, sdo identificadas formas
leveduriformes de formato esférico ou oval (4 a 40 um), com paredes espessas e
refringentes, frequentemente exibindo multiplos brotamentos que formam uma

estrutura caracteristica semelhante a uma roda de leme (Figura 2b) (Martinez, 2004).
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Figura 2 - Fase leveduriforme de Paracoccidoides brasiliensis
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Fonte: Fotografia de Rafaela Santos
Legenda: A) Macroscopia (esquerda) e B) microscopia optica (direita).

P. brasiliensis ja foi recuperado de amostras de tecidos de animais envolvidos
no ciclo infeccioso como o tatu-de-nove-bandas (Dasypus novemcinctus) (Bagagli et
al., 2021) e tatu-de-cauda-nua-do-norte (Cabassus centralis) (Corredor et al., 2005).

Existe uma necessidade de entendimento a respeito de como ocorre essa
interacdo do patdgeno com o hospedeiro, mas sabe-se que os metabolitos secretados
pela célula, a estrutura da superficie da célula hospedeira, bem como proteinas da
matriz extracelular (MEC), podem facilitar a identificacdo de moléculas produzidas
pelos patdgenos que estejam envolvidas no processo de adesdo (Mendes-Giannini et
al., 2006). A viruléncia € um evento multiplo que envolve a expressao de varios genes
em diferentes estagios da infeccdo (Da Silva et al., 2013), que influencia na
capacidade de aderir e invadir barreiras impostas pelos tecidos (Mendes-Giannini et
al., 1994; 2006). Este fungo também apresenta a capacidade de sobreviver e se
multiplicar dentro de fagocitos e células epiteliais de mamiferos. Varios fatores
determinantes da viruléncia em Paracoccidioides spp., como dimorfismo, mudancas
na composicdo da parede celular, adesinas e a formacdo de biofilme tém sido
relatados e podem desempenhar um papel relevante em sua patogénese (Mendes-
Giannini et al., 2008; Sardi et al., 2015; Camacho; Nifio-Vega, 2017; Catanna et al.,
2017; Oliveira et al., 2020).

No processo de patogénese da PCM, ja foram descritas adesinas em
Paracoccidioides spp., e essas caracterizacdes foram realizadas, na maioria das

vezes, utilizando as cepas Pb18 (P. brasiliensis isolado 18) e PI01 (P. lutzii isolado 1).



28

Sao elas: glicoproteina 43 (GP43) (Hanna; Monteiro da Silva; Mendes-Giannini, 2000;
Mendes-Giannini et al., 2006), enolase (Marcos et al., 2012; Oliveira et al., 2024b),
proteina 14-3-3 (30 kDa) (Andreotti et al., 2005; Sardi et al., 2024) e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) (Barbosa et al., 2006).

A interacdo entre Paracoccidioides brasiliensis e células hospedeiras inicia-se
por mecanismos de adesdo mediados por glicolipidios de membrana e proteinas da
MEC, como laminina, fibronectina e fibrinogénio, que atuam como receptores para o
fungo (Vicentini et al., 1994; Mendes-Giannini et al., 2008). Moléculas de superficie,
como a glicoproteina gp43 (Lopes et al., 1994; Vicentini et al., 1994), a enzima
multifuncional GAPDH (Barbosa et al., 2006) e a proteina PbHad32p (Hidrolase de 32
kDa de P. brasiliensis) (Gonzalez et al., 2005; Hernandez et al., 2010; 2012),
funcionam como adesinas, promovendo a ligacdo a componentes da MEC e
favorecendo a colonizagéo inicial. Além disso, conidios do patdgeno podem interagir
com proteinas plasmaticas, causando sua deplecdo, portanto, levando a
hipocoagulacédo, o que sugere um ambiente favoravel a disseminacdo hematogénica
(Tamayo et al., 2013).

Apés a adesdo, o fungo desencadeia processos de remodelacdo do
citoesqueleto em células epiteliais pulmonares, associados ao recrutamento de
integrinas a3 e a5 em microdominios de membrana, o que resulta na secregao de
citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e IL-8 (BARROS et al., 2016). Paralelamente,
mecanismos de evasao imune, como a secrecao de fosfolipase B (PLB), aumentam a
internalizacdo em macrofagos e reduzem a expressdao de mediadores pro-
inflamatorios, modulando a resposta do hospedeiro e favorecendo a persisténcia do
fungo (Soares et al., 2010).

Os biofilmes s&o comunidades altamente estruturadas de microrganismos
ligados a uma superficie (células sésseis) envoltos em uma MEC autoproduzida,
composta por polissacarideos, proteinas e eDNA (Flemming; Neu; Wozniak, 2007).

O primeiro relato sobre producdo de biofilme in vitro por Paracoccidioides
brasiliensis foi feito por Sardi et al. (2015), que o caracterizaram metabdlica e
estruturalmente por microscopia. Também ja foi relatado que P. brasiliensis produziu
biofilme in vivo em uma protese vascular retirada de um individuo do sexo masculino
(Cattana et al., 2017).

Carlton Braz Derissi (2018) verificou a capacidade de formacéo de biofilme por

P. brasiliensis em fios de sutura in vitro e in vivo, comparando a cepa silenciada para



29

a adesina 14-3-3 (Pb14-3-3 aRNA) com a cepa selvagem de Pb18 (Marcos et al.,
2016). Outros estudos foram conduzidos sequencialmente com essa espécie pelo
grupo, tanto avaliando o comportamento do biofilme monoespécie (Sardi et al., 2024)
guanto o de biofilmes mistos (Oliveira et al., 2020; Medina-Alarcon et al., 2021; Oliveira
et al., 2024b).

Além disso, diversos estudos sobre biofiimes tém sido conduzidos para
destacar a relevancia desse fator de viruléncia. Exemplos incluem pesquisas
envolvendo biofilmes de dermatéfitos (Costa-Orlandi et al., 2014; 2020; Bila et al.,
2021; Belizario et al.,, 2024), Histoplasma capsulatum (Fregonezi et al., 2020;
Gongalves et al., 2020; Pitangui et al., 2021; Pires et al., 2024), Candida spp. (Garcia
et al., 2020) e Cryptococcus neoformans (Singulani et al., 2021; De Lima Gualque et
al., 2024).

1.1.2 Candida spp.

As espécies de Candida (Filo Ascomycota; Classe Saccharomycetes; Ordem
Saccharomycetales; Familia Saccharomycetaceae) sao responsaveis pela maioria
das infeccbes humanas causadas por patégenos fungicos. Entre elas, destacam-se
Candida albicans, a causa mais frequente de infec¢des oportunistas e outras espécies
emergentes, como Candida tropicalis e Candida parapsilosis (Pappas et al., 2018;
Lopes; Lionakis, 2021).

Quanto as caracteristicas macromorfologicas, Candida albicans apresenta
colénias de cor bege, textura cremosa e relevo plano, sem pigmento difuso.
Microscopicamente, possui blastoconidios com brotamentos esféricos medindo de 2
a 8 um, podendo formar pseudo-hifas a hifas verdadeiras (Lacaz et al., 2002).

C. albicans explora a transicédo dimérfica, de levedura para a filamentosa, como
estratégia para promover sua patogenicidade, sendo ainda o principal agente
etiolégico de candidose (Wang; Lu, 2025). Essa espécie esta presente como
comensal na populacdo humana e coloniza de forma assintomatica os tratos oral,
gastrointestinal e genital (Beigi et al., 2004; Bougnoux et al., 2006; Araujo; Henriques;
Silva, 2017).

As infecc¢Bes por C. albicans podem apresentar-se de formas clinicas variadas,
desde infec¢cbes brandas em pele e mucosas, até infec¢des invasivas (Naglik;
Challacombe; Hube, 2003). Entre as manifestacdes mais comuns destacam-se a

candidose oral, com placas esbranquicadas removiveis ou areas eritematosas na
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mucosa (Baumgardner, 2019); a candidose cutanea e intertriginosa (Lu et al., 2023),
caracterizada por eritema e prurido em regides de dobras; vulvovaginite (Denning et
al., 2018), balanite (Lisboa et al., 2010); onicomicose em regiao proximal da unha,
geralmente por ocasido de paroniqua persistente (Piraccini; Alessandrini, 2015) e
formas sistémicas, potencialmente graves, com envolvimento multiorganico (Ricotta
et al., 2021; Lu et al., 2023).

A cavidade bucal € colonizada por diferentes espécies microbianas
organizadas geralmente em forma de biofilme (Escapa et al., 2018). C. albicans é
uma das mais abundantes do microbioma bucal e agente da candidose (Ramage et
al., 2004; Millsop; Fazel, 2016; Fangtham; Magder; Petri, 2014; Cornely et al., 2025).
Esta espécie tem capacidade de aderir principalmente aos tecidos moles e as
superficies de préteses (Xu et al., 2014). Ha evidéncias da coexisténcia de C. albicans
com outros fungos e organismos de diferentes reinos, que podem afetar tanto a
dinamica do crescimento do biofilme quanto o curso e a gravidade das lesbes da
mucosa, conforme revisado por Negrini, Koo e Arthur (2019).

A candidose oral pode ser classificada em primaria ou secundaria, conforme
sua origem e extensao clinica. A forma primaria limita-se a cavidade oral,
manifestando-se apenas localmente. Ja a forma secundaria esta associada a infec¢ao
sistémica, nas quais a cavidade oral € acometida como parte de um quadro infeccioso
disseminado (Talapko et al. 2021).

A forma primaria apresenta ainda subtipos especificos: candidose
pseudomembranosa, eritematosa aguda, eritematosa crbénica e hiperplasica, cada um
com sinais clinicos diferenciados, intensidade inflamatéria variavel e impacto distinto
sobre a qualidade de vida do paciente (Lewis; Williams, 2017).

A forma clinica mais frequentemente observada da candidose oral é a
pseudomembranosa, caracterizada pelo aparecimento de placas esbranquicadas
aderidas a mucosa. Essas lesdes podem ser removidas com facilidade, uma vez que
o0 comprometimento flingico se restringe as camadas superficiais do epitélio (Hellstain;
Marek, 2019).

Ja a forma eritematosa aguda pode surgir apés o uso de antibiéticos ou outros
farmacos imunossupressores. Clinicamente, o individuo apresenta mucosa
eritematosa, sem placas esbranquicadas, com dor e sensacédo de queimagao, com

intensa hipersensibilidade (Baumgardner, 2019).
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Dentre essas manifestacdes, a forma eritematosa crénica é a que acomete em
individuos que utilizam proteses dentarias, geralmente de acrilico. Este material
polimérico favorece a adeséo e formacdo de biofilme de C. albicans, criando um
microambiente propicio a colonizacdo persistente. Nessa condi¢cdo, a infeccéo
geralmente se restringe a mucosa palatina coberta pela prétese, geralmente
assintoméatico (O’donnell et al., 2015; Hellstain; Marek, 2019; Gad; Fouda, 2020).
Fatores adicionais, como higiene oral inadequada, uso prolongado da prétese e
ajustes incorretos, aumentam a susceptibilidade a colonizacdo fungica e ao
desenvolvimento da candidose protética (Talapko et al. 2021).

A candidose hiperplésica oral é uma forma crénica da infec¢do por Candida,
caracterizada por placas brancas espessas e aderidas a mucosa, que nao se
desprendem com raspagem. Afeta a mucosa jugal, e diferente de outras formas
clinicas, essa manifestacao apresenta um componente inflamatorio persistente e pode
representar risco potencial de transformacdo maligna, exigindo acompanhamento

clinico rigoroso (Lagha; Cain; Jones, 2025).

1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Paracoccidioides spp. foram
incluidos na lista de patdogenos fungicos prioritarios, por causarem a
Paracoccidioidomicose (PCM) e esta ser considerada a mais importante micose
sistémica endémica na América Latina, além de outros fatores que envolvem o fato
de ser ocasionada por um patdégeno primario, mas que também afeta
imunocomprometidos, e que traz risco de vida e sequelas para os individuos afetados,
mesmo com tratamento disponivel (Who, 2022).

E uma doenca causada por sete diferentes espécies, dentre estas, P.
brasiliensis e P. lutzii sdo as prevalentes no Brasil (Turissini et al., 2017; Hrycyk et al.,
2018; Rodrigues et al., 2023).

A infeccdo é ocasionada pela inalacao dos propagulos fungicos suspensos no
ar da fase miceliar. Os fungos séo frequentemente encontrados em solos, portanto o
maior risco de infeccao esta diante dos trabalhadores rurais e da construcéo civil, pois
estdo em contato constante com particulas aéreas (Dos Santos et al., 2003;
Bellissimo-Rodrigues et al., 2011; Shikanai-Yasuda et al., 2017).

Portanto, o pulmdo é o o6rgdo de infeccdo primaria e pode ocorrer a

disseminacdo através da via hematogénica para outros nichos dos 6rgaos do corpo,
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como pele, mucosas de vias &ereas e a cavidade oral, onde formam lesbes
granulomatosas ulceradas e hemorragicas (Negroni, 1993; Armas et al.,, 2012).
Porém, essa predilecdo por determinados sitios corporais varia de acordo com a
tolerancia do fungo a vérias condi¢cdes, como aumento da temperatura (Kanetsuna et
al.,, 1972; Campos et al., 2008) influéncias hormonais (Restrepo et al., 1984;
Aristizabal et al., 1998; Shankar et al., 2011) e resposta imune (De Castro et al., 2013;
Mendes et al., 2017; Burger, 2021; Hahn et al., 2022; Preite et al., 2024).

A paracoccidioidomicose manifesta-se em duas principais formas clinicas: a
forma aguda, predominante em criangas e jovens de ambos 0s sexos, e a forma
cronica, que ocorre principalmente em homens adultos. Na forma crbnica, observa-se
frequentemente a disseminacdo primaria pulmonar para outros sitios secundarios
(Brazéo-Silva et al., 2011; Shikanai-Yasuda et al., 2017; Hahn et al., 2022).

1.2.1 Paracoccidioidomicose aerodigestivo superior

O comprometimento das cavidades nasais, oral, faringe e laringe constituem o
grupo envolvido no trato aerodigestivo superior. E importante ressaltar que as
amostras coletadas, oriundas dos individuos acometidos por estes quadros de PCM,
sdo de facil acesso para um diagnostico preciso e tém grande relevancia clinica e
epidemioldgica, pois sao evidentes as sequelas causadas por essa micose, mesmo
com o0 seguimento terapéutico correto (Hahn et al., 2022). As lesdes aparecem na
gengiva e no palato podendo também se estender aos labios (Trindade et al., 2017),
estes locais apresentam lesfes granulomatosas, infiltradas e ulceradas e muitas
vezes com a perda dos dentes dos individuos acometidos, pois a destruicao do tecido
ocasiona a perda 0ssea periodontal, com consequente mobilidade dentaria, apds a
exposicao da raiz (Sposto et al., 1994; Silva et al., 2007).

E importante ressaltar que a maioria das pessoas que procura o diagnoéstico da
PCM cronica refere que a busca é ocasionada pelo processo doloroso nas lesdes
orais e pela perda dos dentes (Brazao-Silva et al., 2011).

Considerando que Candida e Paracoccidioides podem coexistir na cavidade
oral, Oliveira et al. (2020) mostraram que biofilme misto de P. brasiliensis com C.
albicans apresentou maior biomassa e maior atividade metabdlica. Portanto, ambos
os fungos podem interagir, impulsionando o crescimento do biofilme que, por sua vez,

poderia levar a exacerbacéo dos sintomas clinicos.
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1.3 BIOFILMES E SUPORTES PARA FORMA(}AO

Os biofilmes comecaram a ser observados como uma capacidade bacteriana
de desenvolver e aderir a quase todas as superficies (Lopez, Vlamakis; Kolter, 2010).
Porém, muitos fungos clinicamente importantes, como Aspergillus (Seidler;
Salvenmoser; Muller, 2008; Beauvais; Latgé, 2015; Liu et al., 2022), Candida (Al-
Fattani; Douglas, 2006; Pappas et al., 2018; Oliveira et al., 2020), Cryptococcus
(Martinez; Casadevall, 2015; De Lima Gualque et al., 2024), Histoplasma (Pitangui et
al., 2012; Goncalves et al., 2020; Pires et al., 2024), Paracoccidioides (Sardi et al.,
2015; 2024; Cattana et al., 2017; Oliveira et al., 2020; Medina-Alarcén et al., 2021),
Pneumocystis (Cushion; Collins; Linke, 2009), dentre outros, também foram relatados
formando biofilmes.

A massa do biofilme corresponde a 70 a 95% de matriz polimérica extracelular,
e geralmente apresenta glucanas, mananas e quitina em sua constituicdo (Mitchell et
al., 2015; Zarnowski et al., 2018).

A capacidade dos microrganismos de formar biofilmes exerce um impacto
significativo na evolucéao clinica do paciente, tanto na progressao da infeccdo quanto
na eficacia do tratamento. Isso ocorre porque as ceélulas associadas a biofilmes
apresentam maior resisténcia aos medicamentos antifungicos em comparacdo com
as células plancténicas, e este é um fator de viruléncia muito importante a ser
considerado. Essa resisténcia estéa relacionada a estrutura tridimensional do biofilme,
a presenca de células com metabolismo reduzido nas camadas mais profundas e ao
microambiente protetor proporcionado pela matriz extracelular (Fanning; Mitchell,
2012; Nobile; Johnson, 2015; Ponde et al., 2021; Kaur; Nobile, 2023).

A topografia das superficies de fixacdo para células planctonicas pode
influenciar diretamente os estagios iniciais da formacédo de biofilmes, enquanto as
caracteristicas quimicas dessas superficies podem modular a adesdo celular,
promovendo a formacdo de comunidades mais organizadas. Assim, as propriedades
fisico-quimicas das superficies de adesao representam um fator crucial na formacéo
de biofilmes. Essa organizacdo potencialmente aprimora a comunicagdo entre as
células, favorecendo o desenvolvimento e a estabilidade do biofilme (Zhao; Sun; Liu,
2023).

Biofiilmes sdo comumente encontrados na superficie de instrumentos
hospitalares e tecidos corporais, na inddstria, em unidades de processamento de

alimentos e em ambientes naturais (Schulze et al., 2021; Wang et al., 2024). Dessa
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forma, a investigacdo de diferentes superficies de adesdo e a identificacdo de
caracteristicas que favorecem ou inibem a formacdo de biofilmes oferecem novas
perspectivas para estratégias de controle e manejo desses agregados microbianos.

Para isso, a resina acrilica, material amplamente empregado na pratica
odontolégica para reabilitacdo de pacientes edéntulos, portanto indicada para
confeccdo de préteses totais e parciais removiveis, jA& vem sendo utilizada como
scaffold para a formacao de biofilmes de Candida (Oliveira et al., 2024a; Tasso et al.,
2024a; 2024b). A resina acrilica foi sintetizada pela primeira vez em 1900 e é obtida
por meio da polimerizacdo dos monémeros de metacrilato de metila (MMA). Ela é
composta por dois componentes, um em forma de pé (PMMA — polimetilmetacrilato)
e outro na forma liquida (mondémero de MMA) (Sastri, 2022).

A reacao de polimerizacdo é ativada pela presenca de peroxido de benzoila e
passa por diferentes fases: arenosa, filamentosa, plastica e por ultimo, sélida.

Muitos trabalhos ja vém sendo feitos utilizando a resina acrilica, como
superficie para formacao de biofilmes, pois é sabido que essas proteses sdo suportes
afetados, principalmente por Candida (Wady et al., 2012; Oliveira et al., 2024a; Tasso
et al., 2024a; 2024b). Porém, ndo se tém estudos que associem essa superficie com
Paracoccidioides.

Quanto a nitrocelulose, trata-se de um polimero, derivado da celulose,
inflamavel e resultado da nitracdo de algodao, serragem e amido (Nevell, 1985).
Quimicamente, € um éster nitrado inorganico de celulose obtido através da mistura de
acido sulfurico e nitrico (Mckeen, 2017).

O uso da membrana de nitrocelulose, como base dos experimentos, diz
respeito a captura e a imobilizacdo de moléculas especificas (Mattar et al., 2020),
especialmente proteinas, DNA e RNA (Tonkinson; Stillman, 2002), que testam a
adesdo das células e consequente formacao do biofilme ou apresentem resposta
sobre este biomaterial, fornecendo uma simulacdo das ligacées biomoleculares e

interacdes bioldgicas.
1.4 ANTIFUNGICOS CONVENCIONAIS E ESTRATEGIA TERAPEUTICA PARA PCM

As opcdes para o tratamento da paracoccidioidomicose s&o limitadas na
pratica, apesar de haver estudos que indicam que as espécies de Paracoccidioides

tém sensibilidade a outros antifangicos (Restrepo et al. 1980; 1987; Naranjo et al.,
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1990; Diaz et al., 1992; Shikanai-Yasuda et al., 2002; Queiroz-Teles et al., 2007; De
Almeida-Campos et al., 2023). Tem-se disponivel o uso de itraconazol, cotrimoxazol
(sulfametoxazol-trimetoprima) e anfotericina B (desoxicolato e formulagdes lipidicas)
(Shikanai-Yasuda et al., 2017).

O itraconazol € o medicamento de primeira escolha no tratamento da PCM
(Brasil, 2022). Trata-se de um antifungico sintético, da classe dos triazois, que
bloqueia a biossintese do ergosterol por inibicdo da enzima 14-a-desmetilase
dependente de citocromo P450 (CYP450) (Odds; Brown; Gow, 2003).

Quimicamente, a desmetilacdo do lanosterol fungico é um processo em duas
etapas que depende do oxigénio e da forma reduzida da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato hidrogenado (NADPH). Durante esse processo, 0 nitrogénio
presente no anel triazolico do antifungico liga-se ao ferro do grupo heme da enzima
14-a-desmetilase, bloqgueando a oxidacdo do grupo metila. Esse bloqueio leva ao
acumulo de metabolitos derivados do lanosterol, que s&o toxicos para a membrana
celular fangica, portanto reduzem os niveis de ergosterol, resultando em um efeito
fungistatico (Sagatova et al., 2015).

Cotrimoxazol, que também é preconizado como tratamento da PCM (Brasil,
2022), € uma combinacédo de dois antibidticos: sulfametoxazol (uma sulfonamida) e
trimetoprima (inibidor da diidrofolato redutase). O mecanismo de acao desse farmaco,
envolve a interferéncia na sintese de acido félico, essencial para a producédo de DNA,
RNA e proteinas (Church et al., 2015).

Por atuar como analogo do &cido para-aminobenzoico (PABA), o
sulfametoxazol compete com ele pela enzima diidrofolato sintase; isso impede a
formacédo de &cido diidrofolico, precursor de acido folico nos fungos. Ja trimetoprima
inibe a diidrofolato redutase, a enzima responsavel pela conversdo do acido
diidrofdlico em &cido tetraidrofolico, a forma ativa do acido félico, necessaria para a
sintese dos nucleotideos. Embora cada agente isolado seja fungistatico, o blogqueio
dessas duas enzimas, sinergicamente, resulta em atividade fungicida quando
combinados (Wormser; Keusch; Hell, 1982).

Também para as formas graves, como PCM aguda e 0s casos neurologicos, a
anfotericina B (AMB) é a mais utilizada (Brasil, 2022). Este antifUngico natural,
originado de Streptomyces nodosus, que pertence a classe dos polienos, possui um
anel lactona como grupo farmacoférico (Gupta; Sauder; Shear, 1994), e apresenta

dois mecanismos de acao distintos. O primeiro envolve a interacdo das moléculas de
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anfotericina B com o ergosterol, um componente especifico da bicamada lipidica das
células fangicas. Devido a sua natureza anfipatica, a regido hidrofébica da anfotericina
B liga-se ao ergosterol, enquanto sua regidao hidrofilica, rica em grupos hidroxila,
orienta-se para 0 meio aquoso, possibilitando a formacédo de poros na membrana
plasmatica. Esses poros permitem o escape de ions como K*, Mg?*, Caz*, Cl~ e de
glicose, resultando na perda da integridade osmética e culminando na morte celular
do fungo. Além disso, AMB promove o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que causam danos ao DNA, proteinas, mitocondrias e membrana celular
(Mesa-Arango; Scorzoni; Zaragoza, 2012).

1.4.1 Chalconas

Os estudos sobre as implicagbes da formacdo dos biofilmes no
estabelecimento da doenca e a sua influéncia no tratamento e na resisténcia aos
antimicrobianos sao de extrema relevancia. Atualmente, os farmacos disponiveis no
arsenal terapéutico sdo usados na forma planctbnica do fungo e tem-se assim
recidivas importantes e que sugerem a pouca eficacia destes antifungicos, além de
sugerir a possibilidade de estarmos diante de outras formas de associacdo entre
microrganismos (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Portanto, had necessidade de
estratégias inovadoras e novos farmacos antifungicos.

Muitas estruturas tém sido investigadas na quimica medicinal, para que novas
sugestdes terapéuticas sejam aventadas (Zhuang et al., 2017) .

As chalconas sdo compostos polifendlicos precursores de flavonoides,
amplamente encontrados em plantas, frutos, chas e alimentos a base de soja (Karimi-
Sales et al., 2018; Elkanzi et al., 2022).

Estruturalmente, consistem em uma cetona contendo dois anéis aromaticos
conectados por um sistema carbonilico a,3-insaturado, caracterizado como 1,3-difenil-
2-propen-1-ona. Essa configuracdo estrutural confere as chalconas uma ampla
diversidade quimica e atividades bioldgicas relevantes, pois estdo em conjugacao
continua (Rammohan et al., 2020). Esse aspecto pode estar relacionado ao seu baixo
potencial redox, a elevada estabilidade e a capacidade de realizar reacdes de
transferéncia de elétrons (Gaonkar; Vignesh, 2017). Assim, as chalconas sdo uma
classe promissora de compostos com potencial terapéutico contra varias doencas,

infecciosas ou nao.
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Essas aplicagbes medicinais sdo as mais variadas, como atividades
anticancerigenas e antioxidantes (Seba et al., 2018; Dos Santos et al., 2019), anti-
inflamatorias (Fernandes et al., 2021), antidiabéticas (Hsieh et al., 2012; Abbasi et al.,
2024), antimalaricos (Qin et al., 2020), antiprotozoérios (Batovska et al., 2006;
Passalacqua et al., 2015), antibacterianas (Medina-Alarcén et al., 2020; 2021,
SATOKATA et al., 2022) e antifungicas (Melo et al., 2017; Medina-Alarcén et al., 2020;
2021; Bila et al., 2021; Maschio-Lima et al., 2024), dentre outras.

Em relacdo as propriedades antifungicas, o estudo de Lopez et al. (2001)
sugeriu que o mecanismo de acdo das chalconas envolve a inibicdo das enzimas
quitina sintase-1 e B(1,3)-glucana sintase, responsaveis por catalisar a sintese dos
polissacarideos quitina e $(1,3)-glucana, respectivamente, ambos essenciais para a
estrutura da parede celular fungica.

As chalconas séo sintetizadas por meio da reacéo de condensacao de Claisen-
Schmidt (Zeraik et al., 2012). Essa reacao envolve a condensacéao de acetofenonas e
aldeidos na presenca de catalisadores acidos ou basicos, utilizando solventes polares
e temperaturas entre 50°C e 100°C por varias horas (Zeraik et al., 2012; Gaonkar;
Vignesh, 2017). A chalcona que foi sintetizada para este estudo foi a 2-hidroxichalcona
(2-HC) (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura quimica da 2-hidroxichalcona

Fonte: Autora Via Bkchem.

1.5 MODELOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS

O uso de animais na pesquisa é crucial para o avanco do conhecimento
(Sneddon, Halsey; Bury, 2017) em muitas areas, porém alinhados ao avanco na busca
de novos tratamentos, também buscam-se métodos alternativos ao uso de animais
ndo-mamiferos, bem como a associacdo desses resultados em modelos celulares
(Fusco-Almeida et al., 2023), para isso dispde-se de testes em zebrafish (Danio rerio)
e Galleria mellonella. Ambas as plataformas foram usadas na avaliagdo de novas

substancias antifungicas contra Paracoccidioides spp. (De Lacorte Singulani et al.,
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2016).

1.5.1 Cultura celular

Os modelos de cultura celular 2D, embora amplamente utilizados, apresentam
limitacGes significativas quando comparados aos modelos animais pré-clinicos,
especialmente em relacdo a complexidade dos processos fisioldgicos. As interacdes
célula a célula e a modulacdo imunoldgica observadas in vivo ndo sao simuladas de
forma eficaz nesses sistemas. Em contrapartida, os modelos de cultura 3D tém
ganhado destaque por sua capacidade de replicar caracteristicas estruturais e
funcionais mais proximas do ambiente biolégico natural, proporcionando interacdes
celulares mais robustas e uma melhor representacéo da fisiologia (Prasad et al., 2021;
Shah et al., 2023).

O estudo de Vaso et al. (2022) apontou que os esferoides podem ser utilizados
na triagem de novos compostos, pois S0 menos susceptiveis ao efeito toxico, quando
comparados as monocamadas, simulando de forma mais fidedigna o ambiente
fisiologico, pois as células secretam a MEC na qual residem e podem interagir com

células de seu microambiente original (Friedrich et al., 2009; Fennema et al., 2013).

1.5.2 Danio rerio

O zebrafish (Danio rerio), pertencente a familia Cyprinidae (Creaser, 1934),
ordem Cypriniformes (Brasil, 2023), € amplamente utilizado em estudos genéticos e
vem ganhando destaque pela sua aplicabilidade em investigacdes toxicologicas (Hill
et al.,, 2005). Esse modelo apresenta beneficios expressivos em relacdo a outros
vertebrados, pois permite a elucidacdo de respostas relevantes em triagens de
compostos terapéuticos (Choi et al., 2021; Kandasamy et al., 2022).

O modelo zebrafish apresenta diversas vantagens, incluindo seu pequeno
tamanho, facilidade de manutencdo e alimentacdo, alta taxa de fertilidade e
capacidade de reproducédo em condi¢Bes controladas. Além disso, 0 desenvolvimento
embrionario externo e a transparéncia dos embrides permitem a observacao direta de
processos biolégicos (Muth-Kéhne et al., 2012) (Figura 4). Esse modelo tem sido
amplamente utilizado com sucesso em estudos de toxicidade e teratogenicidade,
fornecendo resultados rapidos e eficientes sobre efeitos toxicos e a relagdo dose-
resposta de substancias (He et al., 2014; De Lacorte-Singulani et al., 2016; Breeta et
al., 2018; Jarque et al., 2020; Priya et al., 2023).
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Testes em embrides de zebrafish oferecem um modelo robusto para avaliagoes
toxicologicas, sendo aplicados no estudo de diversos compostos, incluindo chalconas,
gue tém sua toxicidade avaliada em pesquisas recentes (Chen et al., 2013; Lee et al.,
2014; Medina-Alarcon et al., 2020; Ferreira et al., 2021; De Souza et al., 2022).

Figura 4 - Embrides de zebrafish

Fonte: Autora

1.5.3 Galleria mellonella

b

G. mellonella € um inseto pertencente a subfamilia Galleriinae, da familia
Pyralidae e da ordem Lepidoptera, amplamente reconhecido como uma praga natural
de colmeias. O ciclo de vida dessa espécie inclui as fases de ovo, larva, pupa e adulta.
As larvas possuem coloracdo bege, medem aproximadamente 3 cm de comprimento
e, em sua fase mais desenvolvida, podem pesar entre 300 e 500 mg (Cutuli et al.,
2019).

Este modelo in vivo apresenta vantagens em relacdo aos modelos mamiferos.
O ciclo de vida dura em média 8 semanas e o inseto é de facil acondicionamento,
manutencéao e reproducao (Kwadha et al., 2017), além de nao haver restricdes legais
e éticas, como as que existem quanto ao uso de animais vertebrados (Kavanagh;
Sheehan, 2018) e também pela capacidade do uso de muitas larvas, que aumenta a
confiabilidade dos resultados (Allegra et al., 2018).

As pesquisas tém se concentrado no uso das larvas adultas, tanto pela
facilidade de manipulacdo dessa fase em relacdo as vias de administracdo de
substancias quanto pela possibilidade de investigacdo da resposta imune (Fusco-
Almeida et al., 2023).

Embora os mamiferos possuam uma resposta imune adaptativa e sejam
filogeneticamente distantes dos insetos, ambos compartilham respostas imunes inatas

funcionais semelhantes, o que torna este modelo uma ferramenta vantajosa para esta
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comparacao frente as injurias (Serrano et al., 2023). Nesse contexto, 0 modelo permite
a extracdo da hemolinfa para estudo dos hemdcitos, que desempenham fungfes de
defesa, além da avaliagdo das reacbes de melanizacdo na cuticula do inseto,
fornecendo correlagdes positivas para a compreensao desses processos (Tsai; Loh;
Proft, 2016).

No contexto de testes de toxicidade e eficacia, este modelo in vivo se destaca
por estabelecer uma ponte entre os resultados observados in vitro e 0s ensaios
realizados em vertebrados. Ele permite a exclusdo de compostos com potencial toxico
e a selecao daqueles que justificam estudos adicionais em modelos mamiferos. Essa
abordagem contribui para a reducdo do uso de mamiferos em ensaios pré-clinicos,
promovendo uma diminuicdo nos custos associados a pesquisa e ao desenvolvimento
de novos bioativos farmacolégicos (Desbois; Coote, 2012). Portanto, esse modelo
fornece um meio rapido e confiavel para avaliar a toxicidade in vivo, e os resultados
mostram correlagdes com linhagens celulares (Allegra et al., 2018).

Também ha estudos de viruléncia que investigaram o potencial infeccioso de
espécies de Paracoccidioides e outros fungos, bem como de possibilidades de
tratamento. Nesse contexto foram avaliadas as curvas de sobrevivéncia de larvas
infectadas e tratadas, cargas fungicas, exames histologicos, quantificacdo e
densidade de hemdcitos, o que traz inimeras possibilidades sobre o potencial desse
modelo na selecao e elucidacdo de mecanismos de novos medicamentos (Thomaz et
al., 2013; Cordero et al., 2016; De Lacorte-Singulani et al., 2016; Fernandes et al.,
2024)

Por tudo isso, o uso das larvas de Galleria leva a um rapido desenvolvimento
Nno processo investigativo de novas substancias, sendo um requisito importante para

os testes pré-clinicos em vertebrados (Piatek; Sheehan; Kavanagh, 2021).

1.6 ANALISE DE EXPRESSAO DE GENES COMO FERRAMENTA NO AVANCO
DAS PESQUISAS EM BIOFILMES

Os fenotipos das células de biofilme séo totalmente distintos dos observados
em células planctonicas, por isso detalhar o nivel de expressao génica € importante.
Esse fato tem grande relevancia clinica, uma vez que os biofilmes sdo mais tolerantes
aos agentes antimicrobianos e menos suscetiveis aos mecanismos de defesa do

hospedeiro (Costerton et al., 1995; Oshiro et al.,, 2019). No campo clinico, essas
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infeccbes sdo altamente importantes e muitas vezes sao ignoradas, apesar das
consequéncias devastadoras se ndo forem tratadas de forma adequada (Hui; Gifford;
Rhodes, 2024).

Estudos tém sido conduzidos com o objetivo de identificar genes envolvidos na
patogénese da paracoccidioidomicose em resposta a diversos estimulos e durante a
infeccao (Felipe et al., 2005; Baildo et al., 2006; Tavares et al., 2007; Lacerda Pigosso
et al., 2017), no entanto, o conhecimento da expressao génica envolvida na formagao
de biofilmes por Paracoccidioides refere-se a aumento da expressao dos genes GP43,
enolase, GAPDH, aspatrtil proteinase (Sardi et al., 2015), GEL3, 14-3-3, AGS1 e FKS1
e diminuicdo de KREG (Oliveira et al., 2024b)

Dessa forma, ferramentas 6micas podem ser empregadas para a obtencéo das
diferengcas entre a assinatura transcricional, traducional e metabdlica de um
microrganismo em biofilmes e em crescimento plancténico. Esses dados sdo uteis
para a descoberta de genes homdlogos, deteccdo de polimorfismo e splicing de
RNAm, identificacdo de moléculas candidatas a vacinas, novos alvos de farmacos,

predicdo de genes e estudos de expressao (Felipe et al., 2005).
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