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Resumo

A paracoccidioidomicose ¢ uma doenca de grande impacto social, sendo a sétima
causa de morte entre as doengas cronicas infecciosas no Brasil, que responde por mais de 80%
dos casos relatados mundialmente. A histoplasmose ¢ uma micose endémica em determinadas
regidoes das Américas, onde causa surtos frequentes. Sabe-se que os dois fungos dimorficos
causadores destas doengas, Paracoccioides brasiliensis (Pb) e Histoplasma capsulatum (Hc),
respectivamente, sdo capazes de formar biofilme, uma forma de organiza¢do que os torna
muito mais perigosos, dificeis de serem combatidos e que ¢ essencial para o desenvolvimento
de infec¢do. Além disso ndo existem muitas opg¢des terapéuticas antifiingicas que nao sejam
toxicas com o uso prolongado disponiveis no mercado atualmente. Estes fatos, deixam claro a
necessidade de pesquisar novas formas de combater esses microrganismos, com o intuito de
desenvolver farmacos menos toxicos ¢ mais eficientes. Uma nova possibilidade de opgdes
terap€uticas com novas substancia antifingica sdo as chalconas, que foi o objeto de estudo
desta pesquisa. Foi estudada a ag@o antifingica de diversas moléculas de chalconas contra as
formas planctonica e de biofilme dos dois fungos em questdo. As chalconas que apresentaram
menor valor de CIMog durante os ensaios com a forma planctonica foram selecionadas para o
teste contra biofilme fingico, estas chalconas foram T3, T24, T19, J4 e A20. Foi observado
que estas substincias possuem atividade antifingica capaz de inibir 90% do crescimento
fangico do biofilme de Pb. Em relacdo ao biofilme de Hc , ndo obtivemos uma inibicao de
90% com nenhuma molécula, a chalcona T3 foi a que apresentou a maior inibi¢ao atingindo
70%. Também foi estudado a citotoxicidade destas chalconas e algumas delas apresentaram
bons valores de seletividade para o Pb, como a T3, T24, T19 e A20 porém, em relagdo ao He,
apenas a T3 apresentou um valor de seletividade maior que 10. Diante de todos os testes
realizados a substancia T3 foi a que apresentou melhores resultados para os dois fungos e
mostrou ter uma baixa taxa de citotoxicidade caracterizando uma substincia promissora para

o desenvolvimento de um protdtipo antifingico no futuro.
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1.INTRODUCAO

As infecc¢des fungicas invasivas (IFIs) tem mostrado alteragdo em relagdo a incidéncia
nas ultimas décadas, uma vez que o progndstico de pacientes tem melhorado devido aos
avangos diagndsticos e terapéuticos, incluindo novos antifungicos, porém, as taxas de
morbidade e a mortalidade continuam elevadas (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012; MARTIN-
PENA; AGUILAR-GUISADO; CISNEROS, 2013). Com isto a incidéncia das IFIs elevou os
custos com os servigos de saude, especialmente nas unidades de terapia intensiva (UTI) (

PEMAN; ZARAGOZA, 2012).

Muitos estudos realizados em diferentes partes do mundo mostram a prevaléncia de
Candida spp, Aspergillus fumigatus (NEOFYTOS et al., 2010; KRIENGKAUYKIAT; ITO;
DADWAL, 2011; PRATES et al., 2013). No Brasil, Zicker e colaboradores (2011) avaliaram
a epidemiologia de IFI em pacientes transplantados de figado e observaram que mais de 13%
apresentaram infec¢des fingicas, sendo as mais comuns causadas por esses agentes fingicos

(ZICKER et al., 2011).

Outro estudo realizado no Brasil por Colombo e colaboradores (2012), investigaram as
causas de mortalidade relacionadas as infec¢des fungicas no Hospital de Sdo José do Rio
Preto (FAMERP) no periodo de 2000 a 2009, onde foi observado que pacientes com
infeccdes flingicas correspondiam a 1,4% das mortes observadas. Quando os autores
avaliaram a mortalidade por infec¢des fungicas associadas a AIDS, foram relacionados a
candidiase e histoplasmose (COLOMBO et al.,, 2012). Resultados semelhantes foram
descritos por Prado e colaboradores em 2009, que em um estudo epidemioldgico brasileiro,
constatou maior mortalidade por paracoccidioidomicose entre os  individuos
imunocompetentes; porém quando avaliada a mortalidade associada a AIDS os dados também

indicaram a histoplasmose além da criptococose.

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doencga fingica de grande impacto social, uma
vez que afeta principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino, sendo a sétima causa de

morte entre as doengas cronicas infecciosas no Brasil (BARROZO et al., 2009).

A razdo de acometimento da PCM em adultos varia entre 10 a 15 homens para 1
mulher, o que ndao ocorre na infancia, onde a infeccdo e a doenca se distribuem
uniformemente entre ambos os sexos, com ligeiro predominio do masculino em adultos

jovens (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). A predominancia da infeccdo em homens esta
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associada ao possivel efeito protetor hormonal feminino, uma vez que ha receptores para
estrogenos na parede do fungo, capazes de bloquear a transformagdo de micélios ou conidios

para forma leveduriforme (infectante) (PINZAN et al., 2010).

No adulto, a forma clinica predominante ¢ a cronica, mas quando acomete criangas ou
adolescentes apresenta-se na forma aguda ou subaguda. Quando nao diagnosticada e tratada
oportunamente, pode levar a formas disseminadas graves e letais, com rapido e progressivo
envolvimento dos pulmdes, tegumento, ganglios, bago, figado e 6rgdos linféides do tubo

digestivo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A PCM tem sua distribui¢do geografica global restrita, encontrada na América
Central, no Sul do México e Argentina. (NUCCI et al., 2009; SHANKAR et al., 2011). Além
disso, a distribui¢ao de PCM nao ¢ homogénea dentro de um determinado pais endémico, mas
prevalece em areas que possuem condi¢des adequadas para a sobrevivéncia e crescimento do
fungo, facilitando assim, a exposicdo humana (SHANKAR et al., 2011). No Brasil ha uma
taxa de incidéncia anual estimada por volta de 10 a 30 casos por milhdo de habitantes e a taxa
média de mortalidade ¢ de 1,4 mortes por milhao de habitantes (BITTENCOURT et al., 2005;
JOHANN et al., 2010).

Pouco se sabe sobre o habitat de Paracoccidioides brasiliensis, porém, esse fungo tem
sido encontrado no solo, na dgua, em plantas de areas endémicas e, mais recentemente em
tatus, mas nenhum desses estudos até o momento pode estabelecer definitivamente seu nicho

ecoldgico (BAGAGLI et al., 2006).

A histoplasmose, originalmente nomeada de doenca de Darling (LACAZ, 2002), ¢
uma micose sistémica causada pelo fungo Histoplasma capsulatum variedade capsulatum
(Aidé, 2009).

Sabe-se que esta doenca ¢ endémica em determinadas regides das Américas, onde ha a
existéncia de surtos freqiientes (TAYLOR; GRANADOS et al., 1996; TAYLOR et al., 2005;
ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2010), no entanto alguns casos sdo relatados na Europa e na
Asia. Na regido dos Estados Unidos, ha destaque para as regides dos rios Ohio e Mississippi

aonde ocorreram muitos casos da doenga (WHEAT et al., 2000).

A contaminacdo se da através da inalacdo de microconidios ou fragmentos de hifas. A
partir da inalacdo a extensao da doenga respiratdria vai depender da capacidade das leveduras

de Histoplasma sobreviver e replicar dentro dos macrofagos alveolares. Se o individuo for
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imunocomprometido as leveduras podem se replicar a ponto de atingirem a circulacio
sanguinea e se disseminar para outros 6rgdos, como figado e baco. Neste caso a doenca
assumirda a sua forma disseminada, considerada a forma mais grave de histoplasmose

(AJELLO, 1998; DEEPE, 2009; DIAS et al., 2011).

Os sintomas vao depender do sistema imune do hospedeiro e da carga fungica inalada,
as manifestacdes clinicas podem ir desde uma infec¢do assintomatica, em hospedeiros
imunocompetentes apds baixa exposi¢do de inoculo, até uma infec¢do disseminada e
rapidamente fatal em hospedeiros imunocomprometidos. (DEEPE, 2009; ANTONELLO et
al., 2011; KROETZ ; DEEPE, 2011). Dessa forma, em pacientes imunocomprometidos e,
especialmente em pacientes HIV positivo, a histoplasmose ¢ considerada oportunista, pode se
disseminar para outros 6rgdos além dos pulmdes e, se ndo tratada, leva a morte em quase
100% dos casos. (MAUBON et al., 2007). Além disso, cepas de H. capsulatum previamente
ndo consideradas virulentas podem ser letais para estes pacientes (WHEAT et al., 1990;

GUIMARAES et al., 2006).

Recentemente nosso grupo através de Pitangui e colaboradores (2012), verificaram a
capacidade de H. capsulatum formar biofilmes in vitro e manter esta forma durante a infecgao
em pneumacitos humanos, mostrando que a formagao deste pode auxiliar na invasao do fungo
as células epiteliais de pulmao e que estes constituem estruturas cruciais no desenvolvimento
de infec¢des. Paracoccidioides brasiliensis também ¢ capaz de formar biofilmes em
condi¢des microaerofilas e aparentemente esta forma de crescimento do fungo também estaria

relacionada a viruléncia e resisténcia (Sardi et al., 2015).

Um passo necessario na colonizacdo e, em ultima instancia, no desenvolvimento de
doengas por patogenos, estd associado a sua habilidade de se aderir as superficies do
hospedeiro, a capacidade de aderéncia ¢ um fendmeno bioldgico vastamente distribuido,
compartilhado por diversos organismos para capacita-los a colonizar seus respectivos habitats.
Muitos fungos, especialmente os patogénicos, sdo capazes de aderir ao tecido do hospedeiro,

sendo este o primeiro passo no processo de formacao do biofilme.

Biofilmes sdo estruturas com alto grau de organizagdao e podem se desenvolver em
meios bidticos ou abiodticos. Sdo estruturas cruciais para o desenvolvimento de infec¢des e sdo
uma forma de resisténcia aos agentes antimicrobianos (PIERCE et al., 2005; SARDI et al.,
2010). O processo de adesdo as superficies do hospedeiro envolve fatores biologicos e fatores

ndo bioldgicos. No que diz respeito aos fatores bioldgicos a adesdo ¢ regulada por
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mecanismos moleculares especificos, as adesinas. (WATERS et al., 1997). Em estudos
verificou-se que a formagdo de biofilme estd associada a expressdo de diferentes adesinas
(BISCOLA et al., 2011). Nos biofilmes pode se encontrar uma grande variedade de micro-
organismos tais como bactérias (inclusive micobactérias), fungos leveduriformes e algas
(JABRA-RIZK et al., 2004; RAMAGE et al.,, 2005). Alguns estudos tém reportado a
participagdo das leveduras Candida albicans e Cryptococcus neoformans e de alguns fungos
filamentosos em infecgdes associadas a formagdo de biofilme (RAMAGE et al., 2009;
LEWIS, 2011).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos, em conjunto com o niimero restrito de
drogas antifungicas disponiveis comercialmente e que ainda apresentam muitos efeitos
adversos, sdo a causa do aumento da morbidade e mortalidade pelas infec¢des fungicas. Logo,
ha a necessidade de desenvolvimento de antifungicos novos e mais eficazes e os produtos
naturais sao prototipos atraentes para esse fim, devido ao seu amplo espectro de atividades

biologicas (MARTIN et al., 2013).

As chalconas sdo substincias classificadas como flavondides de cadeia aberta.
Destacam-se por apresentarem diversidade estrutural no reino vegetal e também grande
variedade de atividades biologicas devido a presenca de muitos compostos fisiologicamente
ativos e por serem substratos para a realizacdo de varias sinteses organicas. (SIMOES et al.,

2006; BRANDAO 2010; BANDAY etal., 2011; KATSORI et al., 2011).

Foi verificada a a¢do de moléculas chalconas contra P. brasiliensis, C. albicans,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Cryptococcus gattii e como resultado algumas
chalconas apresentam uma atividade antifingica potente para P. brasiliensis e C. gattii.
Também foi observada atividade antitumoral, a qual foi avaliada nas linhagens tumorais
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (adenocarcinoma) e TK-10 (carcinoma renal) (TAVARES,
JOHANN et al., 2011).

Brandao e colaboradores (2010) relataram em seu estudo a atividade antibacteriana,
antiviral das chalconas. Vdarios estudos mostraram o seu potencial antimaldrico, anti-
leishmania, anti-HIV, antifingico, anti-tuberculose e como inibidores da tirosina quinase
(SVETAZ et al., 2004; BOECK et al., 2006; CHEENPRACHA et al., 2006; VALLA et al.,
2006; YANG et al., 2007, MURRAPU et al., 2011).
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Foi realizado um estudo pelo laboratorio de micologia clinica da UNESP- Araraquara,
em colaborag¢do com o Instituto de Quimica IQ-UNESP e IBILCE UNESP de Sao José do Rio
Preto para avaliar a atividade antifingica de uma cole¢do de moléculas de chalconas
sintéticas. Muitas destas chalconas apresentaram atividade contra espécies de Candida,
Cryptococcus, Paracoccidioides e Histoplasma capsulatum. Pode-se verificar que a posi¢ao
da hidroxila na molécula de chalcona defini a eficiéncia antifingica exercida sobre os isolados
das espécies acima citadas. Em outro estudo realizado por este laboratorio, avaliou-se a
atividade antifingica de moléculas de chalconas contendo hidroxilas nas posigdes 2’-
hidroxichalcona, 4’-hidroxichalcona, 2,5 dihidroxichalcona e estas apresentaram potencial
atividade fungistatica contra isolados das espécies de Paracoccidioides sp. A citotoxicidade
frente a um banco celular humano também foi analisada e a viabilidade celular chegou a 97%.
Assim os derivados destas moléculas foram selecionados para o desenvolvimento de um
protoétipo terapéutico antifungico. Desta forma a viabilizagdo da CIM serd promissora para a
inclusdo de ensaios contra biofilmes desta espécie, uma vez que maiores concentragdes das
moléculas serdo necessarias. Por outro lado chalconas também foram testadas contra H.
capsulatum e a eficiéncia antifingica representada pela CIM variou de 7,8 a 62,5 pg/mL
(ALARCON, 2015).

2.0BJETIVOS

2.1. Avaliar a atividade antifungica de T-chalcona contra P. brasiliensis, ¢ H.

capsulatum na forma planctonica e de biofilme.

2.2. Verificar o potencial citotoxico de T-chalcona em linhagens celulares humanas

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Cultivo dos Microrganismos

Foram utilizados 1isolados de Paracoccidioides da espécie filogenética
Paracoccidioides brasiliensis, isolado 18 , na fase leveduriforme, pertencentes a cole¢do do
laboratério de Micologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas, da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, todas as amostras foram cultivadas em agar Fava Neto e
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incubadas a uma temperatura de a 37 °C e repicados a cada 3 ou 4 dias (FAVA NETTO,
1961; DE PAULA E SILVA et al., 2013).

Para a realizagdo dos ensaios com isolados de H. capsulatum foi selecionada a cepa de
H. capsulatum, cepa EH-315, cedida gentilmente pela professora Dr®. Maria Lucia Taylor da
UNAM (Universidade Nacional do México), isolada do intestino de morcego infectado,

espécie Mormoops megalophylla, capturado em uma caverna no Estado de Guerrero, México.

A fase leveduriforme da cepa foi mantida em meio infusdo cérebro-coragao caldo
(BHI-broth) (Difco™) suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose, e incubado a 37

°C durante 24 horas sob agita¢ao (100 rpm).

3.2. Obtenc¢ao das moléculas de T-Chalconas

As moléculas de T-chalconas foram sintetizadas pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini
do IBILCE de Sao José do Rio Preto através do projeto Biota-FAPESP, Bioprospecta-
FAPESP e Sisbiota CNPq, em associagdo com o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Vanderlan
da Silva Bolzani do Instituto de Quimica da UNESP—Araraquara.

As chalconas foram diluidas em DMSO e armazenadas na camara fria.
3.3. Avalia¢do da atividade antifungica pela técnica de microdiluicio

Todos os ensaios foram realizados de acordo com o documento M27-A2 (2002) do

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Para o desenvolvimento da metodologia, foi utilizado, para o P. brasiliensis e H.
capsulatum, o meio RPMI 1640 com glutamina, sem bicarbonato ¢ com indicador vermelho
de fenol, tamponado com MOPS [acido 3-(N-morfolina) propanosilfonico] pH 7,0 acrescido
com 2% de glicose, esterilizado por filtragdo e conservado a 4°C. Para o Os ensaios foram
desenvolvidos da seguinte forma, as colunas e fileiras que circundam a placa foram
preenchidas com 4dgua para evitar um possivel ressecamento. A coluna 2 foi utilizada para
controle de esterilidade das chalconas. As colunas 10 e 11 foram utilizadas como controle
positivo e negativo do teste respectivamente. O controle positivo continha meio de cultivo
com uma concentra¢do fuingica com suspensdo celular de concentragcdo 1,5x10*°UFC/mL. O

controle negativo continha apenas meio de cultura. A partir da coluna 3 a 9, nas fileiras B a G,
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foram colocadas dilui¢cdes decrescentes do composto em estudo com concentracdo inicial de
250pg/mL, assim como do controle de tratamento utilizado. Em seguida, foi adicionada a
suspensdo celular na concentracdo de 1,5x10° UFC/mL, posteriormente as placas foram
incubadas a 37°C, por um periodo total de 48 horas, com agitacdo a 150 rpm. ApOs esse
periodo foi adicionado o indicador de viabilidade celular, resazurina, para confirmacdo da
CIM. As placas foram incubadas por mais dois dias pds a adi¢do do indicador e finalmente
foram analisadas por meio de leitura visual e por leitura de fluorescéncia no comprimento de
onda (leitura a 570nm). Foi considerado a CIMyo, ou seja, a concentragao onde hé inibigao de
90% do crescimento para todas as linhagens. Os ensaios foram realizados em duplicata em

dois experimentos independentes.

3.4. Determinacido da viabilidade das células flingicas através da reducio da

resazurina

A resazurina é o componente ativo do composto MABA (Alarmar Blue). E permeavel,
azul e ndo possui fluorescéncia. O seu mecanismo para determinar a viabilidade das células
consiste no fato de que, apos penetrar em células viaveis, a resazurina ¢ reduzida pelas células
em resofurina, um composto rosa fluorescente (PAULA E SILVA et al, 2013). Através da
leitura da fluorescéncia obtemos o valor de inibi¢do de crescimento fungico que a chalcona

proporcionou.
3.5. Ensaios com biofilmes em formacao:
3.5.1. Para Paracoccidioides sp

Inicialmente, as leveduras foram suspensas em Fluido Universal Modificado (FUM) e
a suspensio foi ajustada a concentragio de 1,5x10%células/mL, por contagem em cAmara de
Newbauer. Em seguida, 200 pL do indculo foram adicionados a placa de 96 pogos. A placa
foi incubada a 37 °C, por 24 horas para pré- adesdo. Uma formacao inicial de biofilme ¢

observada depois de 7 horas. ( Sardi et al, 2015).

Ap6s esse periodo foi retirado o meio de cultivo e lavado com PBS duas vezes com
muito cuidado para ndo destruir o biofilme e posteriormente foram adicionados 100uL das
substancias ja previamente diluidas seriadamente, partindo da concentra¢do inicial de

500pg/ml. Foram feitos tratamento de 24 e 48 horas. Apos o término do tempo de tratamento
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foi adicionado o reagente 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[carbonilo(fenilamino)]-
2H-tetrazolio-hidréxido (XTT), contendo menadiona, e apos trés horas de reacdo foram feitas
as leituras visual e espectrofotométrica a 492 nm. Em todos os experimentos, foram incluidos
meio como controle negativo, controle de esterilidade das drogas e controle positivo,
composto pelas células fingicas na concentragdo de 1,5x10°células/mL. A droga controle

utilizada foi a Anfotericina B.
3.5.2. Para Histoplasma capsulatum

Inicialmente, as leveduras foram centrifugadas a 1500rpm durante 5 minutos e
resuspensas em meio BHI 1%, este processo foi realizado duas vezes. Posteriormente, as
células foram suspensas em BHI 1% e a suspensdo ajustada a concentracdo de
1,5x10%células/mL por contagem em camara de Newbauer. Em seguida, 200 uL do inéculo
foram adicionados a placa de 96 pogos e a placa foi incubada durante 24 horas em shaker
orbital a 80 rpm, 37 °C. A agitacdo durante o crescimento do biofilme aumenta a sintese de
matriz extracelular polimérica (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006). Apos 24 horas, o meio
foi retirado, os pogos foram lavados com PBS e foram adicionadas as chalconas ja
previamente diluidas seriadamente, com concentra¢do inicial de 500ug/ml. Foram feitos
tratamento de 24 e 48 horas. Apos o término do tempo de tratamento foi adicionado o
reagente XTT, contendo menadiona, e apos trés horas de reagdo foram feitas as leituras visual
e espectrofotométrica. Em todos os experimentos foram incluidos meio como controle
negativo, controle positivo contendo meio mais indculo e controle de esterilidade de droga. A

droga controle utilizada foi o cetoconazol.

A partir da cinética observada na curva de crescimento ja previamente realizada foi
possivel observar que a cepa EH315 produz biofilme fortemente de 24 a 72 horas. (Pitangui et

al.,2012).

3.6. Determinacio da atividade metabdlica do biofilme pelo ensaio de reducao do
XTT

Uma medida semiquantitativa da formagdo dos biofilmes foram obtidas a partir do
ensaio de reducdo do XTT. Para o ensaio, 50 uL de solugdo de sal de XTT (I mg/mL em
PBS) e 4 uL de solugdo de menadiona (1 mM em etanol; Sigma) foram adicionados a cada

poco. Atividade da desidrogenase mitocondrial fungica reduz o sal de tetrazolio XTT a
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formazana, resultando em alteragdo colorimétrica que se correlaciona com a viabilidade
celular. A mudanca colorimétrica foi medida utilizando um leitor de microtitulagdo (iMark™

Microplate Reader; BIO-RAD) a 492nm.
3.7. Cultura de células.

Nos ensaios de cultura celular foram utilizadas as linhagens MRC-5 (fibroblastos de
pulmao humano fetal transformados com virus SV40), gentilmente cedidas pela Profa. Dra.
Elza Tiemi Sakamoto Hojo, Laboratério de Genética, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e

Letras de Ribeirao Preto — USP.

As células foram cultivadas em garrafas com o meio DMEM, acrescido de 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 2 % de antibiotico ATB (complexo estreptomicina, penicilina,
gentamicina e anfotericina B). As células foram mantidas a temperatura de 36,5°C com 10%
de COz por uma semana, entdo o meio foi retirado e as células foram lavadas com 5 mL de
PBS e tripsinizadas. Em seguida foi adicionado o meio de cultivo com 10 % SFB para
neutralizacdo da tripsina evitando danos as células. Com essa suspensdo celular, foram

preparadas placas para os ensaios de citotoxicidade das substancias antifingicas.
3.7.1. Avaliacao do potencial citotoxico

Para a avaliagdo a citotoxicidade das substancias, foram preparadas placas de 96
pogos, contendo 1x10° células por pogo, a viabilidade das células foi observada através de
azul de tripan. As placas foram incubadas a 36,5 °C com 5% de CO2, por 24 horas para a
formagdo da monocamada celular (Husoy et al.,1993) e entdo foram adicionadas as
substancias. A viabilidade celular foi estudada nas concentragdes proximas da CIM, assim
como a concentragdo onde apresentam 80% de células vivas. A citotoxicidade foi avaliada
através do ensaio da sulforodamina B (SRB) a 0,1%, O ensaio ¢ sensivel e mede o conteudo
de proteina celular das células aderidas nas placas. As células foram fixadas com acido
tricloro acético (TCA) e entdo coradas por 30 min com SRB dissolvida em &cido acético. Em
condi¢cdes levemente acidas, SRB se liga aos residuos de aminoécidos basicos das células
fixadas com TCA. O corante ndo ligado ¢ entdo ¢ removido apods a lavagem e o corante ligado
a proteina ¢ solubilizado em meio basico (Tris-base). A absorbancia foi mensurada pelo leitor
de microplaca em 570 nm. Como controle positivo foi usado Cumarina. O resultado da

percentagem de células vidveis, foi realizado através da seguinte equacao:
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Eq. 1. Células viaveis % = (média do teste - média do branco/ média do controle negativo -

média do branco) X 100.

3.9 Microscopia eletronica de varredura (M.E.V)

O biofilme formado nas laminulas serd processado conforme descrito por (MORRIS,
MONIER et al., 1997) e modificado (Ells e Truelstrup Hansen, 2006). Foram utilizadas duas
placas de 24 pogos e o experimento foi realizado em duplicata em um experimento
independente. Em cada placa foi feito um controle positivo contendo meio e células fingicas
com concentragdo de 1,5x10%¢élulas/mL para formacio do biofilme de P. brasiliensis.
Foram feitas duas placas, 24 e 48 horas. O meio utilizado foi o FUM. Primeiramente formou-
se o biofilme em concentracdo de 1,5x10° células/mL nas placas de 24 e 48 horas e esperou
um dia para adesdo. No segundo dia foi adicionada a substancia em estudo as placas de 24 e
48 horas. Posteriormente a este tempo foi adicionado gluteraldeido 2,5% com o intuito de
paralisar a reacdo. As placas fora mantidas a 4°C por 18 horas e entdo o gluteraldeido foi
retirado, os pogos foram lavados com PBS e os biofilmes das placas foram desidratados com
etanol nas concentragdes de 50 a 100%. Caracteristicas topograficas dos biofilmes foram
analisadas em microscopio eletronico de varredura Zeiss-Leica/440 do Instituto de Quimica

da UNESP, operado a 25 kV.

4. RESULTADOS
4.1 MIC plancténico — técnica de microdiluicio

As tabelas a seguir mostram os valores de CIMyo encontrados durante o ensaio de

microdilui¢do com o isolado Pb18 de P.brasiliensis e EH315 de H.capsulatum

4.1.2 P. brasiliensis (Pb18)

Chalcona CIM 99 (ng/ml)

D2 7,8

G4 1,9




G3 7,8
G21 15
J20 7,8
G18 1,9
D4 0,97
D23 0,97
J4 0,97
T37 0,48
A20 0,97
A8 5.5
T38 0,48
T3 0,48
G23 3,9
D3 15,6
G24 3,9
J15 3,9
A7 7,8
DI 7,8
G5 3,9
A8 0,97
G2 7,8
Al4 3,9
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Al7 3,9
T1 3.8
Al8 7,8
A4 7,8
A2 7,8
T19 0,97
T24 0,97
Anfotericina B 0,12

Tabela 1. CIMyg planctonico do isolado Pb18 de P. brasiliensis.

4.1.3 Histoplasma capsulatum (EH315)
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A técnica de microdilui¢ao foi realizada para as chalconas que apresentaram os

melhores resultados durante o ensaio com o P.brasiliensis.

Chalcona CIMyo (ng/ml)
J4 32

T38 62

T3 1,97

T19 7,8

T24 31,24

T37 62

A20 7,8

Tabela 2. CIMyo planctonico da cepa EH315 de H. capsulatum.
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Os resultados das concentragdes inibitdrias minimas dos dois fungos sdo baseados na
leitura visual a partir da mudanga de coloracdo que a resazurina proporcionou ¢ a partir de
leitura por fluorescéncia. A porcentagem de inibicdo no CIM ¢ de 90%, inibindo, portanto, o
crescimento de 90% dos fungos, caracterizando concentracdes fungistaticas das substancias

em questdo.

4.2 — Selecao de substancias

As chalconas que obtiveram melhores concentragdes inibitdrias minimas em teste com
concentragdes planctonicas foram selecionadas para o teste em biofilme fungico. As
substancias selecionadas foram, T3, T24, T19, J4 ¢ A20. Ambas as substancias apresentaram

resultados favoraveis para P. brasiliensis e H. capsulatum.

4.2.1 — Estrutura molecular

Substancia Massa Molecular (g mol™!) | Estrutura

T3 224,25 O

HO

T24 269,25 O OH

T19 237,30 O CH3
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A20 320,34 HO
o $

J4 257,71 O Cl

H,oN
0]

Tabela 3. Estrutura molecular das chalconas selecionadas para teste em biofilme.

4.3 Tratamento de biofilme em formacao
4.3.1- P. brasiliensis (Pb18)

A tabela abaixo mostra as concentragdes inibitorias de biofilme para inibicdo de 90%
do crescimento, exceto para a substancia T24 que provocou uma inibi¢ao do crescimento de

80%.

Chalcona CIB (ug/mL) 24 horas CIB (ng/mL) 48 horas
T3 31,25 31,25

T19 125 62,5

A20 31,25 31,25

T24 125 125

J4 31,25 31,25

Anfotericina B 7,8 7,8

Tabela 4. CIB para biofilme do isolado Pb18 de P. brasiliensis.
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Inibicao do biofilme de P. brasiliensis
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Figura 1. Resultado do percentual de inibicdo nas CIM das substancias frente ao biofilme do

isolado Pb18 de P. brasiliensis apés periodo de incubagao de 48h.
4.3.2 — H. capsulatum

Nos experimentos realizados com biofilme de H. capsulatum, as substancias iniciaram
de concentracao 500 pg/mL, e ndo foi observado concentragao inibitéria minima de 90%. De
acordo com os dados obtidos na leitura em espectrofotometro a porcentagem de inibi¢do na

maior concentra¢ao (500pg/ml) variou de 50-70%.

Chalcona CIB (pg/mL) 24 horas CIB (pg/mL) 48 horas
T3 500 500
T19 500 500
A20 500 500
T24 500 500
J4 500 500
Cetoconazol 500 500

Tabela 5. CIB para biofilme da cepa EH315 de H.capsulatum.
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Porcentagem de inibicdao do biofilme de H.capsulatum
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Figura 2. Resultado do percentual de inibicdo nas CIM das substancias frente ao biofilme do

isolado EH315 de H. capsulatum apds periodo de incubagao de 48h.

4.4.Citotoxicidade

A viabilidade celular aumenta em fun¢do da diminui¢do da concentragdo das
substancias. Na concentragdo de 125pg/mL temos a menor porcentagem de células vidveis.

Nas concentracdes de 0,97, 0,48, 0,24 e 0,12ug/mL observamos a maior porcentagem de

células viaveis, como ¢ mostrado na figura 3.
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Citotoxicidade
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Figura 3. Porcentagem de células vidveis de acordo com a concentra¢do das substancias em

pg/mL.

O indice de seletividade relaciona a IC50 da substancia com a CIMygo obtida nos
ensaios com a forma planctonica do fungo. Quanto maior o indice de seletividade de uma
substancia melhor é a sua performance pois significa que a substdncia em questdo ¢ mais
seletiva para o fungo do que para as células estudadas, causando, portanto, menos danos a

estas.

T3 A20 T24 J4 T19
ICso 36,9 35,62 136,19 4,58 68,8
IS Pb 76,9 74,20 140,40 4,72 70,92
IS He 18,73 4,56 4,35 0,14 8,82

Tabela 6. IC50 das substancias e Indice de seletividade para P.brasiliensis cepa 18 e para

H.capsulatum cepa EH315 em sua forma planctonica.

Também pode-se calcular o IS para biofilme, relacionando a IC50 com a CIB obtida
nos ensaios com biofilme. Porém quando se trata de biofilme os valores do indice de

seletividade obtidos sdo baixos como podemos observar na tabela abaixo.



T3 A20 T24 J4 T19
L.S Pb 1,18 1,13 1,08 0,14 1,10
IS He 0,073 0,071 0,272 0,009 0,137
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Tabela 7. Indice de seletividade para biofilme de P.brasiliensis cepa 18 e para H.capsulatum
cepa EH315

4.5 Analise estatistica dos dados de citotoxicidade

A analise estatistica foi feita utilizando o programa GraphPad Prism. Foi feito o teste
de Bonferroni. A partir dos resultados obtivemos algumas diferencas estatisticas significantes

entre as moléculas em suas diferentes concentragdoes:
T3 e A20 na concentragao de 3,9ug/ml com p<0,01;

T3 e T29 nas concentragdes de 62, 32,5, 16,7 ¢ 7,8ug/ml com p<0,001 e na

concentrac¢ao 3,9ug/ml com p<0,05;

T3 e J4 nas concentragdes de 0,97, 0,48 e 0,24pg/ml com p<0,001 e na concentragdo

de 3,9 pg/ml com p<0,01;
T3 e T19 nas concentragdes de 3,9 € 0,97ug/ml com p <0,01;

A20 e T24 nas concentragdes 32,5 e 16,7ug/mL com p<0,001, na concentracdo de
62ug/mL com p<0,01 e na concentragao de 7,8ug/mL com p<0,05;

A20 e J4 nas concentracdes 3,9, 0,97, 0,48 e 0,24pg/mL com p <0,001 e na

concentracao de 7,8ug/mL com p<0,01;

A20 e T19 nas concentracdes 32,5 e 7,8ug/mL com p <0,05, na concentragdo

1,9ug/mL com p <0,01 e na concentragao 3,9ug/mL com p<0,001;

T24 e J4 nas concentragdes 62, 32,5, 16,7 ; 7,8, 3,9, 0,97, 0,48 ¢ 0,24pug/mL com p
<0,001;

T24 e T19 nas concentracdes 62, 16,7 ; 7,8 e 3,8 ug/mL com p<0,001;

J4 e T19 nas concentracdes 0,97, 0,48 e 0,24ug/mL com p<0,001;
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Quando comparadas com a droga controle Cumarina:

T24 apresentou diferenca significativa nas concentragdes 62 e 32,5ug/mL com valor

de p<0,01 e p<0,001, respectivamente;

A J4 e T19 apresentaram diferenca na concentracao de 3,9ug/mL com valor de

p<0,001;

A J4 também apresentou diferenca nas concentragdes de 0,97, 0,48 e 0,24pug/mL com

p<0,0001;

A T19 apresentou diferenca na concentracao de 0,12pg/mL com p<0,05.

4.6. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As figuras a seguir mostram fotomicrografias em microscopia eletronica de varredura
do controle positivo (ndo tratado) do biofilme do isolado Pbl18 de P.brasiliensis com
formacao de 24 horas e do biofilme de Pb18 tratado com a chalcona T3 durante 48 horas. As
duas fotos foram realizadas partindo de um mesmo experimento. Pode-se observar na
fotomicrografia do controle positivo que em 24 horas de formacgao ja existe um biofilme bem

organizado e com grande numero de células.
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Figura 4. Fotomicrografia MEV (microscopia eletronica de varredura) do controle positivo

N =

(sem tratamento) do biofilme de P. brasiliensis (cepal8) com 24h de formagdo. As setas na

foto C indicam a existéncia de uma possivel matriz (seta azul) e leveduras (seta vermelha).
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Figura 5. Fotomicrografia (MEV) microscopia eletronica de varredura do biofilme do isolado
de Pb18 de P.brasiliensis tratado com 31,25ug/mL da substancia chalcona T3 durante 48

horas de tratamento.
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5. DISCUSSAO

Diante da necessidade em diminuir o nimero de infecgdes fingicas invasivas, como as
infecgdes causadas pelo P. brasiliensis ¢ H. capsulatum e também da necessidade de
desenvolver novos medicamentos antifingicos, menos toxicos ao organismo humano,
iniciamos o estudo de substancias derivadas de chalconas no combate ao P. brasiliensis e H.

capsulatum.

Inicialmente diversas chalconas foram testadas contra a forma planctonica dos dois
fungos e foi feita uma triagem das melhores moléculas, para que entdo, estas fossem testadas
contra a forma de biofilme. Os resultados, durante o teste com concentragao inibitoria minima
contra a forma planctonica, foram satisfatorios pois obtivemos moléculas que, em baixas
concentragdes, se mostraram ativas contra os fungos, apresentando uma CIMoo satisfatéria

sendo portanto capazes de inibir o crescimento de 90% dos fungos.

Dentre as moléculas testadas, as que forneceram melhores resultados para ambos os
fungos foram as T3, A20, J4, T24 e T19. Nos ensaios realizados contra o P. brasiliensis com
estas substancias as concentragdes inibitorias minimas variaram de 0,48 a 0,97ug/mL. Para o
H.capsulatum as concentragdes inibitorias minimas variaram de 1,97 a 32 pg/mL

respectivamente.

Na literatura existe o estudo da substancia Miltefosina (MIL) contra diversas cepas de
H.capsulatum em sua forma leveduriforme e miceliar. Os resultados obtidos contra a forma
miceliar variaram de 0,25 a 2pg/mL e contra a forma leveduriforme de 0,125 a 1pg/mL.
Nestes valores ocorreu uma inibi¢do de 80% do crescimento fingico (Brilhante, 2014). Neste
trabalho nos obtivemos uma substancia capaz de inibir 90% do crescimento com concentragao

de 1,97ug/mL.

Existe também um estudo com galatos contra P.brasiliensis, neste estudo a CIM
contra o isolado Pbl8 variou de 0,004pg/mL a 15,625ug/mL. As IC50 dos galatos que
apresentaram menores valores de CIM variaram entre 0,500 e 0,600pg/mL e o seu indice de
seletividade variou de 30 a 135 (DE PAULA E SIVA, 2012). Apesar de alguns dos galatos
apresentarem uma menor CIM quando comparados as chalconas estudadas nds podemos
inferir que as chalconas sdo mais seletivas pois no geral apresentaram maiores valores de

indice de seletividade.
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Em relagdo as chalconas, existe um estudo na literatura no qual se testa a atividade de
aminochalconas LVQM contra P.brasiliensis. Neste projeto a CIMoo encontrada variou de
0,49 a 125pg/mL. Foi feito também um estudo com analogos arilicos de aminochalconas,
neste caso a CIMygo variou de 1,95 a 125ug/mL (SANTOS, 2015). Analisando este estudo
podemos inferir que as nossas chalconas se mostraram mais potentes que algumas
aminochalconas e que todos os derivados arilicos estudados neste estudo citado, pois as

nossas moléculas apresentaram menores concentragdes inibitdrias minimas.

O controle do farmaco utilizado no ensaio com o P. brasiliensis foi a Anfotericina B,
sua CIMyo foi de 0,12pg/mL. Quando comparamos com os resultados obtidos podemos inferir
que as chalconas testadas nao sao tdo potentes quanto a Anfotericina B, porém ainda sim sao
promissoras pois foram eficazes contra o fungo e menos toxicas na CIM e podem ser uma

alternativa.

No ensaio com o H. capsulatum as chalconas se mostraram menos ativas do que nos
ensaios com o P.brasiliensis, apresentando maiores valores de concentra¢des inibitorias
minimas. Entretanto estes valores de CIM estdo longe dos valores de citotoxicidade. Essa
diferenca pode ser devido a maior capacidade de se multiplicar do H. capsulatum quando

comparado ao P. brasiliensis (SARDI et al., 2015).

O biofilme fingico ¢ um importante fator de viruléncia e resisténcia dos fungos pois
caracteriza uma comunidade de microrganismos associados e firmemente aderidos a uma
superficie por meio de uma matriz extracelular de polimeros. Esta forma de organizagdo os

tornam mais resistentes a estresses fisico quimicos e bioldgicos.

Ja foi demonstrado em estudos que o P. brasiliensis e o H. capsulatum possuem a
capacidade de formar biofilme e aderir as células epiteliais (SARDI et al, 2015; PITANGUI et
al, 2012). Diante disso, testamos as chalconas que obtiveram melhores resultados durante os
ensaios com a forma planctonica dos fungos, em biofilmes em formacgdo dos dois fungos.

Estas moléculas mostram-se de amplo espectro para os fungos dimorficos aqui estudados.

Para o biofilme de P. brasiliensis as substincias que apresentaram menores
concentragdes inibitorias minimas foram a T3, A20 e J4 com CIMyo de 31,25pg/mL, enquanto
que para a droga controle, Anfotericina B o resultado foi de 7,8ug/mL. A T19 apresentou um

CIMyo de 62,5ng/mL e a T24 125ug/mL.
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Para o biofilme de H.capsulatum infelizmente ndo obtivemos resultados satisfatorios
pois, nao foi encontrado um valor de CIMgy para nenhuma das substincias. Porém

encontramos que a chalcona T3 inibe até 70% do biofilme em concentra¢do de 500pg/mL.

Ja era esperado que o H. capsulatum fosse mais resistente as chalconas diante dos
valores de CIMyo obtidos nas concentra¢des planctonicas. Além disso, sabe-se que este fungo
¢ mais virulento pois exibe um potencial de invasdo maior, que se inicia apds 1 hora de
infecg¢@o, quando comparado a outros fungos patogénicos como C. albicans e P. brasiliensis,

que invadem apos 4 e 5 horas de infec¢do, respectivamente (PITANGUI et al, 2012).

Em nosso grupo foram realizados estudos com protocatecuatos, que apresentaram
valores de CIMyy contra H. capsulatum em sua forma planctonica semelhantes com as
chalconas em questao, e que infelizmente, também nao apresentaram alta atividade contra seu
biofilme em formacdo. Apenas o protocatecuato de nonila apresentou CIM80 de 7,81 pug/mL,
nos outros protocatecuatos estudados nao foram observadas CIM90, CIM80 e CIMS50
(ROSINHA, 2013)

Para avaliar a eficiéncia e seguranca das chalconas ¢ necessario avaliar a concentracao
terapé€uticas em que se tornam tdxicas ao organismo humano, pois assim pode-se analisar se ¢
possivel utilizad-las para tratamento de biofilme flingico sem que haja toxicidade para o

paciente.

Durante os testes de citotoxicidade obtivemos que as substancias T3, A20, T24 e T19
apresentaram resultados satisfatorios apresentando um valor de IC50 bem distante das
concentragdes terapéuticas. Além disso, o indice de seletividade da maioria das moléculas
ficou em torno de 70 a 140. Lembrando que valores >10 mostram seletividade adequada do

farmaco.

Diante destes dados podemos inferir que estas substancias possuem uma CIM e CIB (
no caso do PB18) satisfatdrias pois estdo abaixo do valor citotoxico, além disso possuem um
alto valor de seletividade para os fungos em sua forma planctdnica, indicando que possui mais

afinidade pelas células fingicas do que pelos fibroblastos do pulmao.

A substancia J4 nao apresentou grande viabilidade celular, seu valor de IC50 foi de
4,58pug/mL indicando que ¢ invidvel a utilizagdo de 31,25ug/mL para tratamento de biofilme,
pois neste valor a substancia possui alta toxicidade. O seu indice de seletividade foi de 4,72

para Pb18, o menor dentre as moléculas testadas.
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Porém, ainda ¢ possivel melhorar a viabilidade celular e o indice de seletividade,
principalmente para a forma de biofilme que ¢ a que apresentou indices menores que 10,
através da modificacdo molecular ou um sistema de liberacdo de farmaco nanoestruturado, o
que também poderia diminuir os efeitos colaterais, direcionar o farmaco para sitios

especificos, e liberar o firmaco de maneira controlada (LUZ G.M.,2011)

Além disso ha relatos da intera¢do sinérgica entre duas ou mais substancias naturais
sobre os microrganismos, como na associa¢do dos 6leos essenciais de cravo e canela, capaz
de inibir o crescimento de fungos importantes na deterioragdo de uvas e outros alimentos,
como Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger e Alternaria alternata. (SUKATTA et al., 2088).
Este fato leva a idéia de testar essas chalconas associadas a elementos naturais, como
alternativa, pois talvez ocorra um sinergismo que leve a resultados mais satisfatorios, como

menores concentragoes das substancias e menor toxicidade.

Diante de todos os dados, a substancia T3 foi a que teve menor CIMyg para tratamento
de biofilme de P. brasiliensis cepal8, apresentou inibicdo de 70% do biofilme de
H.capsulatum, possui um IS favoravel tanto para P. brasiliensis, quanto para H.capsulatum e
possui os melhores valores de CIM90 contra forma planctonica dos dois fungos, portanto

pode ser considerada e melhor substancia entre as chalconas analisadas.

A partir destes resultados a chalcona T3 demonstrou ser uma substancia promissora,
que pode vir a se tornar um novo farmaco antifiingico futuramente. Estudos acerca dos
mecanismos de a¢do, bem como de sua formulacdo serdo necessarios para o desenvolvimento
de um novo fiarmaco antiflingico com espectro contra as espécies de fungos dimorficos

estudadas aqui.

Nosso estudo contribuiu para o inicio do desenvolvimento de um novo prototipo
antifngico. Outras espécies deveriam ser testadas para verificar a capacidade espectral deste

prototipo.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos ¢ possivel inferir que as chalconas estudadas sdo
moléculas promissoras no combate a forma planctonica ¢ ao biofilme de P.brasiliensis, no
combate a forma planctonica do H.capsulatum e que, com algumas melhorias, podem se
tornar mais eficientes contra o biofilme de Hc. Estas substancias possuem diferentes niveis de
atividade frente aos fungos dimorficos em questdo e podem vir a ser uma alternativa de
tratamento ou um tratamento coadjuvante nos casos de infec¢des fingicas invasivas. Vale
também ressaltar que as chalconas sdo encontradas em fontes naturais, como plantas e flores
comestiveis sendo, portanto, extraidas de fontes seguras. Como neste estudo conseguimos
resultados favoraveis em relagdo ao H.capsulatum em sua forma plancténica, um estudo com
estas chalconas associadas a outros elementos antifungicos pode ser feito, para que um melhor
resultado contra biofilme de H.capsulatum seja alcangado. Em relacdo ao P.brasiliensis
obtivemos resultados animadores, pois temos substancias muito eficazes e que
proporcionaram uma viabilidade celular de até 80%. A pesquisa com estas promissoras
moléculas deve continuar afim de diminuir a0 maximo a toxicidade destas moléculas e
aumentar o seu indice de seletividade principalmente em relagdo ao biofilme. Este trabalho foi
de grande importancia pois elucidou um pouco mais o espectro de a¢ao das chalconas frente a
esses fungos dimorficos, principalmente da chalcona T3, que se mostrou a melhor dentre
todas as moléculas pesquisadas e que deve portanto continuar a ser estudada para que,

futuramente, possa se tornar um novo farmaco antifiingico.
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