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RESUMO

Trichophyton rubrum (T. rubrum) é o agente causador mais frequente de dermatomicoses
superficiais em todo o mundo. Apesar da crescente incidéncia de infecgdes fungicas, ha um
nimero reduzido de drogas no mercado e seus alvos sdo limitados em virtude das
semelhancas compartilhadas entre células fangicas e de mamiferos. A sintese do ergosterol é
um alvo explorado pelos antifungicos atuais, mas ha registros de linhagens resistentes a essas
drogas. Além disso, a via metabdlica do ciclo do glioxilato vem despertando interesse, para
ser explorado como alvo antifungico, devido sua exclusividade em células fungicas. Os
produtos naturais de diferentes origens, representam uma nova fonte para a descoberta de
antifingicos mais eficazes e menos toxicos. Desta forma, este trabalho avaliou o potencial
antifungico de compostos naturais com possivel atuacao sobre estas vias metab6licas, como a
licochalcona, apigenina, acido cafeico e &cido itaconico contra T. rubrum. Posteriormente, o
modo de acdo dos compostos que apresentaram potencial atividade antifingica foi avaliado
por meio de ensaios moleculares, celulares e bioquimicos. A susceptibilidade de T.
rubrum aos compostos naturais antifungicos foi realizada atraves do ensaio de determinacao
da concentracéo inibitdria minima (CIM). Os resultados demonstraram que a licochalcona e o
acido cafeico foram os compostos mais ativos contra T. rubrum apresentando CIM de 11,52
MM e 86,59 uM, respectivamente. O &cido itaconico e apigenina ndo apresentaram atividade
antifangica (CIM = > 3943,19 e 1850,20 UM respectivamente), enquanto que o acido 3-
nitropropidnico apresentou moderada atividade antifingica com CIM de 2379,36 uM. A
licochalcona apresentou atividade fungistatica com valor de concentracdo fungicida minima
(CFM) 23,04 uM e o acido cafeico apresentou atividade fungicida com CFM de 86,59 uM. A
fim de avaliar os danos causados pelos compostos na membrana celular foi realizado o ensaio
de regeneracdo de protoplastos de T. rubrum, sendo que o acido cafeico inibiu totalmente a
regeneracao e a licochalcona ndo causou nenhuma inibicdo de regeneracdo. Além disso, a
quantificacdo do contetido de ergosterol mostrou que o acido cafeico também se destacou,
reduzindo 36,24%, enquanto o composto licochalcona reduziu somente 2,63%. Ademais, 0
acido cafeico apresentou moderada citotoxicidade comparada ao MIC, com valor de
1C50=110,52 puM em células de queratindcitos humanos (HaCat). O co-cultivo deT.
rubrum em células HaCat expostas a concentracfes sub-inibitorias de acido cafeico mostrou
que o composto afeta o desenvolvimento das hifas, que se apresentaram escassas e
fragmentadas, enquanto que pequenas alteracbes como o ndo desenvolvimento de forma
continua e a fragmentacdo das hifas, foram observadas para o composto licochalcona.
Experimentos de PCR quantitativa mostraram a inducdo de genes envolvidos no ciclo do
glioxilato, sintese do ergosterol e parede celular durante a interacdo de T. rubrum com células
de queratindcitos humanos HaCat, sugerindo a relevancia desses genes para a viruléncia de T.
rubrum. Apds o tratamento com as drogas acido cafeico e licochalcona, estes mesmos genes
foram reprimidos, demonstrando a interferéncia dessas drogas com esses alvos. Dessa forma,
os resultados revelam que o acido cafeico apresentou expressiva atividade antiflngica
contra T. rubrum, e moderada citotoxidade para células HaCat. Este composto parece atuar
sobre a membrana celular, inibindo totalmente a regeneracdo de protoplastos, além de
modular negativamente genes que codificam alvos potenciais envolvidos com sobrevivéncia e
viruléncia de dermatéfitos como a sintese de ergosterol, parede celular e ciclo do glioxilato.

Palavras-chave: Trichophyton rubrum, licochalcona, acido cafeico, membrana celular, ciclo
do glioxilato, co-cultivo.



ABSTRACT

Trichophyton rubrum is the most common agent of superficial dermatomycoses in the
worldwide. Despite the increasing incidence of fungal infections, there are a limited number
of antifungal drugs available for clinical use, and their targets are limited because of
similarities between fungal and mammalian cells. The synthesis of ergosterol is a target
exploited by current antifungals, but there are studies that have shown resistent strains to these
drugs. Furthermore, the metabolic pathway of the glyoxylate cycle is attractive, to be
exploited as antifungal target, due to its exclusivity in fungal cells. Natural products of
different origin can represent a new source for discovery of more effective and less toxic
antifungals. The aim of study was evaluated the antifungal potential of natural compounds
with possible action on these metabolic pathways, such as licochalcona, apigenin, caffeic acid
and itaconic acid against T. rubrum. After, the action of the compounds that showed potential
antifungal activity was evaluated by molecular, cellular and biochemical assays.
Susceptibility of T. rubrum to the natural antifungal was determining by the evaluation of
minimum inhibitory concentration (MIC). The results showed that licochalcone and caffeic
acid were the most active compounds against T. rubrum showing MIC 11.52 puM and 86.59
MM, respectively. The itaconic acid and apigenin did not demonstrate any antifungal activity
MIC = > 3943.19 and MIC=1850.20 uM respectively, while the 3-nitropropionic acid showed
moderate antifungal activity with MIC = 2379.36 uM. The licochalcone exhibit fungistatic
activity with minimum fungicidal concentration value (CFM) of 23.04 uM and caffeic acid
showed fungicidal activity with CFM = 86.59 uM. In order to evaluate the damage caused by
the compounds on the cell membrane was performed protoplast regeneration assay. The
caffeic acid inhibited completely the regeneration, while the licochalcona caused no
inhibition of regeneration. Furthermore, quantification of ergosterol showed that the caffeic
acid reduced 36.24% of ergosterol content while the compound licochalcona reduced only
2.63%. Moreover, caffeic acid exihibit moderate cytotoxicity compared to the MIC, with ICso
= 110.52 uM in human keratinocyte cell (HaCaT). T. rubrum co-cultured in HaCaT cells
exposed to sub-inhibitory concentrations of caffeic acid showed that the compound affects the
development of hyphae, while only small changes on the development and fragmentation of
hyphae were observed for licochalcona compound. Quantitative PCR experiments showed the
induction of genes involved in glyoxylate cycle, ergosterol synthesis and cell wall during
interaction of T. rubrum cells with human keratinocytes HaCaT, suggesting the relevance of
these genes to the virulence of T. rubrum. After treatment with the drug caffeic acid and
licochalcona, these same genes were repressed, showing the interference of these drugs on
these targets. These results revealed that the caffeic acid showed significant antifungal activity
against T. rubrum and moderate cytotoxicity to HaCaT cells. This compound appears to act
on the cell membrane, inhibiting completely the regeneration of protoplasts, and modulated
negatively genes encoding potential targets involved with survival and virulence
dermatophytes such as ergosterol synthesis, cell wall and the glyoxylate cycle.

Key-words: Trichophyton rubrum, licochalcone, caffeic acid, cell membrane, glyoxylate
cycle, co-culture.
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I. INTRODUCAO

1.1 T. rubrum

Fungos dermatdéfitos sdo fungos queratinofilicos, que compreendem um conjunto de
fungos que invadem tecidos queratinizados como cabelo, unha e pele, causando infeccdes
conhecidas como dermatofitoses. S&o cerca de 40 espécies divididas em trés géneros
Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton (MOLINA, 2011).

As infeccbes causadas por dermatéfitos sdo denominadas de tineas, seguida do seu
local de ocorréncia, por exemplo tinea pedis, tinea unguium e tinea corporis, para as
infeccbes com ocorréncia nos pés, nas unhas e no corpo, respectivamente (ACHTERMAN;
WHITE, 2012). Apesar dessas infecgdes ndo serem potencialmente fatais ou incapacitantes
sdo incbmodas e recorrentes (PERES et al., 2010), o fato da recorréncia ndo esta claro se €
devido a uma nova aquisigdo ou reativacdo de uma infeccéo prévia (ACHTERMAN; WHITE,
2012). Ha relatos sugerindo que a taxa hormonal entre homens e mulheres afetam a
ocorréncia das infec¢des (DA SILVA et al., 2014).

As dermatofitoses afetam cerca de 30% da populacdo mundial, somente nos EUA isto
é traduzido em um impacto econémico no sistema de satde publico estimado em 500 milhdes
de ddlares por ano para o tratamento dessas infeccdes (WHITE et al., 2008). A prevaléncia de
onicomicose nos EUA é estimada em cerca de 12% e aumenta em individuos com idade
acima de 65 anos. (SCHER et al., 2013).

A espécie antropofilica T. rubrum é clinicamente a mais observada em todos os casos
de dermatofitoses no mundo. Embora as dermatofitoses mais comuns sejam as superficiais,
esse microrganismo pode provocar infecgdes invasivas em pacientes que possuem o sistema
imune debilitado, como ocorre para pacientes imunodeprimidos, causando infeccdes
subcutaneas e profundas com quadros clinicos mais complexos como abcessos, granulomas e
micetomas (DA SILVA et al., 2014) (SANTIAGO et al., 2014).

T. rubrum é o agente causador de mais de 69,5% de todas as infeccdes provocadas por
dermatofitos no mundo (CHEN; FRIEDLANDER, 2001), inclusive no Brasil, com ocorréncia
de 33,2% s6 no estado de Sdo Paulo (GODOY-MARTINEZ et al., 2009). CHIACCHIO et al.
(2013) mostrou maior prevaléncia de dermatomicoses em mulheres numa faixa etaria de 60
anos em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro e em S&o José do Rio Preto. Outro dado
importante, revelado por esse estudo, foi que a frequéncia de infeccdo foi maior em pacientes

que apresentavam histérico familiar de dermatomicoses.



Em pacientes imunocomprometidos portadores de HIV e j& diagnosticados com AIDS
da cidade de S&o Paulo a ocorréncia deste fungo é de 70,6% e 94,7% respectivamente (DA
SILVA et al., 2014). As infec¢des fungicas sistémicas e superficiais sdo a causa de grande
morbidade-mortalidade em pacientes imunodeprimidos, pois estdo mais susceptiveis a
adquirir infecgdes. As dermatofitoses sdo consideradas um sério problema para a saude das
criancas dos paises do Terceiro Mundo em virtude das precarias condi¢cGes de saneamento
(CAMBUIM et al., 2011; MARQUES et al., 2000).

Apesar do alto indice das infec¢des causadas pelo T. rubrum, os fatores envolvidos
com a sua patogenicidade ndo sdo totalmente conhecidos (HUMAN et al., 2016).

1.2 Processo de infecgdo provocado por dermatofitos

O processo de infeccdo de dermatodfitos envolve a sua adesdo celular e ativacdo de
atividade queratinolitica, considerando que durante a infeccéo, os dermatofitos secretam uma
bateria de endo- e exo-proteases que degradam as estruturas queratinizadas da pele para usa-
las como nutrientes. O pH da pele é acido, dessa forma a secrecdo de proteases com atuagédo
Otima em pH &cido sdo primeiramente ativadas, em consequéncia hd a ativacdo das
keratinases com atuacdo 6tima em pH alcalino, de forma que ambas séo consideradas fatores
importantes para a viruléncia de dermatofitos, e a sua regulacdo € determinante para a
infeccdo. Por conseguinte, a capacidade de T. rubrum para infectar depende em grande
medida da sua capacidade para alterar o seu transcriptoma em resposta as defesas do
hospedeiro natural (PERES et al., 2010). Para simular a infeccdo autores tem reportado a
utilizacdo de meio de cultura adicionado de substratos proteicos, como elastina e queratina
(BITENCOURT et al., 2016), soja (ZAUGG, C. et al., 2009), cultura de queratindcitos
(KOMOTO et al., 2015) e pele humana ( PERES et al., 2010).

Sabendo disto, 0 modelo de infeccdo utilizando os queratindcitos foi o escolhido para a
realizacdo deste trabalho, pois € o modelo muito aceitavel pela literatura cientifica, e reproduz
a infeccdo do fungo em célula de uma forma mais proxima da real e também ja foi
padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (Universidade de Ribeirdo Preto, unidade de

biotecnologia).



1.3 Queratindcitos

As camadas que constituem a pele sdo: hipoderme, sendo a camada mais profunda,
onde é encontrado o tecido adiposo; a derme ou cério é a camada intermediaria onde se
localiza estruturas vasculares, nervosas e 06rgdos anexos como: glandulas sebaceas,
sudoriparas e foliculo pilés; e como camada mais superficial a epiderme, que € formada por
um epitélio estratificado, possuindo camadas celulares e majoritamente constituida por
células de queratindcitos que vdo se diferenciando para se tornarem anucleadas e produzem
queratina, a principal proteina encontrada na epiderme (SAMPAIO; RIVITTI, 2001;
REHDER et al., 2004 ;CURSONS et al., 2015). Além dos queratindcitos, outras células sdo
encontradas na epiderme, como 0s melandcitos, que se apresentam na camada basal entre os
queratindcitos e as células de Langerhans, as quais apresentam papel de defesa celular.
(SAMPAIO; RIVITTI, 2001). Por suas caracteristicas, a epiderme desempenha um importante
papel na protecdo contra microrganismos presentes no ambiente.

Durante uma infeccdo superficial provocada por dermatoéfitos, a pele se torna a
primeira barreira de defesa do organismo, podendo responder a estimulos como a proliferacédo
de células locais e producdo de citocinas, que sdo capazes de modular ac¢6es inflamatorias,
estimulando a resposta imune (GRONE, 2002).

A linhagem celular HaCat € uma linhagem de queratindcitos humanos ndo-tumoral e
imortalizada, que estd sendo muito utilizada para ensaios de avaliacdo de citotoxidade e
simulacdo de infec¢do fangica, por ser considerada um modelo simples (MAURO et al.,
2015, KOMOTO et al, 2015).

1.4. Mecanismo de acdo de antifungicos convencionais e procura por novos alvos
especificos

O tratamento clinico da infeccdo fungica é demorado, caro e possui diversos desafios,
tais como o surgimento de linhagens resistentes a drogas antifungicas e a presenca de um
namero limitado de alvos celulares fungicos (MARTINEZ et al., 2012). Associado a um
namero reduzido de drogas antifungicas disponiveis atualmente no mercado
(STURTEVANT, 2002), as quais sdo associados efeitos adversos em humanos. A terapia
antifingica visa explorar as diferencas estruturais entre células de fungos e mamiferos
(DEBONO; GORDEE, 1994), entretanto, a similaridade dos dois tipos celulares limita o
namero de alvos (ZHAO et al., 1997).



Os antiflngicos convencionais, tais como a anfotericina B e compostos de az6is sdo
usados no tratamento de infec¢bes flingicas invasivas e continuam sendo utilizados em
diversos casos clinicos. No entanto, a eficiéncia desses compostos fica cada vez mais limitada
devido ao surgimento do fendtipo de resisténcia em linhagens flngicas, além de casos
reportados para efeitos adversos e interagcdes cruzadas com outros farmacos. A consequéncia
disto é a necessidade do desenvolvimento de novos antifingicos que sejam mais seguros e
eficazes (SHRESTHA et al., 2014).

A pesquisa de novas drogas antiflngicas deixou de ser empirica e passou por uma fase
rigorosamente cientifica, na medida em que se conheceu progressivamente mais a biologia
celular do agente parasitario (ZAITZ, 1992). Através destes conhecimentos em biologia
celular foi possivel conhecer melhor o mecanismo de acdo dos diferentes antifingicos bem
como os pontos vulneraveis especificos do fungo. As drogas atualmente conhecidas atuam em
3 principais alvos na célula fangica: nucleo, membrana celular ou na parede celular. No
nucleo os antifungicos podem agir nos microtibulos ou nos &cidos nucleicos em sua fase de
sintese, na membrana celular atuam no ergosterol e nas enzimas de sua sintese (OSBORNE et
al., 2005), e na parede celular atuam principalmente na enzima 1,3-f glucana sintase
(PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016).

1.4.1 Membrana Celular
1.4.1.1 Via Biossintética do Ergosterol

O ergosterol € um componente essencial das membranas das células dos fungos, e
alteracdes no seu conteudo podem causar anormalidades na permeabilidade da membrana,
vazamento de componentes celulares e consequentemente, a morte celular (PARKS et al.,
1995). Além disso, este esterol € um dos principais componentes das vesiculas secretoras e
tem um papel importante na respiracdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa (SILVA NETO
et al., 2014). A via biossintética do ergosterol em fungos patogénicos é um alvo
antimicrobiano atrativo porque ela é especifica para o patdgeno, ja que o principal esterol

produzido em humanos € o colesterol.

Os derivados de azdis atuam na biossintese do ergosterol sendo os principais
compostos utilizados no tratamento de infec¢bes fangicas. Os azdis atuam através da inibicao
da lanosterol 14 a-demetilase codificada pelo gene ERG11, conforme representado na figura
1.



2-Acetyl CoA
3 ERG8
A’-isog:ntenvl
ERGY
Eburicol g
t Squalene
Allylamines,
R ERG1
SRS Thiocarbamates '
Epoxisqualene
4 ERG7
S ERG2S e Lanosterol
s ERG26 Azoles 3 ERG11
ERG27 BT
cholestatrienol
14a-methyl ERG24
fecosterol holi _ERG25 .
; Morpholines _ERG26 _
ERG3 ERG27
v Fecosterol
14a-methyl- 8 ERG6
3,6-diol SRR
Zymosterol
Morpholines 3 ERG2
g Episterol
ERG6 3 ERG3
Ergostatrienol
Ergostadienol 4 ERG5
ER'Gd Ergostatetrenol
Polyenes . ERG4
Ergostaenol Ergosterol

Figura 1: Esquema da via de biossintese do ergosterol, mostrando ponto especifico de
acdo de antifungico. Fonte: PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016.

Outra classe de agente antifingico que atua na biossintese do ergosterol sdo as
alilaminas, representada por terbinafina. Este composto age na enzima esqualeno epoxidase
(SE) codificada pelo gene ERG1 (figura 1). Esta enzima ja foi caracterizada molecularmente
em varios organismos, inclusive no dermatofito T. rubrum (FAVRE; RYDER, 1996).
Antifungicos pertencentes ao grupo das alilaminas sdo considerados antifingicos de nova
geracdo com amplo espectro de acdo sobre os fungos patogénicos humanos. A terbinafina foi
descoberta em 1983, e apresenta-se como agente promissor por possuir baixa afinidade sobre
as enzimas humanas, destacando-se diante de outros compostos antifingicos como o triazol,
imidazol e griseofulvina (DA SILVA BARROS; DE ASSIS SANTOS; HAMDAN, 2007).

Ressalta-se sua pronunciada atividade antifungica contra os géneros dos fungos dermatéfitos



Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, seguido pelo Dematiaceae e algumas
leveduras (NEWLAND; ABDEL-RAHMAN, 2009). Apesar da boa atividade antifngica da
terbinafina, alguns trabalhos ja demonstram casos de resisténcia a essa droga. No dermatofito
T. rubrum a expressdao do gene que codifica o transportador do tipo ABC TruMDR2 foi
associado a diferengas de susceptibilidade aos compostos quimicamente ndo relacionados:
terbinafina, 4ANQO e brometo de etidio (FACHIN et al., 2006).

Outro constituinte na membrana plasmatica sdo os acidos graxos, evidéncias recentes
sugerem que a enzima acido graxo sintase (FAS) apresenta um grande potencial como alvo
antifungico (ZHAO et al., 1996). A FAS é uma enzima anabdlica que participa dos processos
de sintese enddgena de acidos graxos de cadeia longa através de precursores menores como 0
acetil-CoA e malonil-CoA. A enzima FAS das células fungicas tem a forma molecular
parecida com um grande barril unido a duas camaras de acoplamento, em contraste, a FAS de
mamifero possui uma forma molecular em forma de X (MAIER et al., 2010). Devido as
diferencas basicas entre as moléculas da enzima FAS de mamiferos e fungos as acido graxo
sintases fungicas sdo consideradas alvos de droga promissores e a procura de compostos que
atuem neste alvo podem apresentar um grande valor terapéutico (BROEDEL et al., 1996). No
trabalho realizado por BITENCOURT et al. (2013) foi verificada a inibicdo de &cido graxo
sintase e do contetdo de ergosterol por quercetina e trans-chalcona, além da expressiva
atividade antifingica contra o dermatofito T. rubrum, concomitantemente este trabalho
mostrou a modulacdo de genes envolvidos na sintese de acidos graxos e na biossintese de

ergosterol.

1.4.2 Parede celular

A parede celular realiza funcdes essenciais para o desenvolvimento dos fungos:
confere protecdo fisica contra outros microrganismos ou contra os fagécitos do hospedeiro,
protegendo o fungo e interagindo diretamente com o sistema imune, mantém o equilibrio
osmético da célula, regula a forma da célula e também media a comunicacéo entre as células
fungicas (BOWMAN e FREE, 2006).

As enzimas que sintetizam a parede celular estdo ancoradas na membrana plasmatica,
sua remodelagem é dindmica e continua durante a sua biossintese (BARRETO-BERGTER et

al., 2014). A parede celular é elastica e altamente regulada, sendo essencial para o



desenvolvimento das células fungicas, e apresentando-se como alvo especifico para o
desenvolvimento de drogas antiflngicas, desde que € ausente em mamiferos.

A parede celular dos fungos consiste de uma camada externa de manoproteinas e uma
camada interna composta por [-1,3-glucana/quitina, com algumas manoproteinas
entrelagadas. O B-1,3-glucana é responsavel pela integridade estrutural da parede celular do
fungo, enquanto que ligagdes entre o B-1,3-glucana e quitina oferecem rigidez adicional a
estrutura. Desta forma, as manoproteinas e o -1,3-glucana e a quitina da parede celular sdo
consideradas como alvo para farmacos com novos mecanismos de acdo (HECTOR, 1993).

1.4.3. Ciclo do glioxilato

O ciclo do glioxilato permite que alguns microrganismos sintetizem a glicose a
partir de lipidios e outras fontes alternativas de carbono. Por esse motivo, o ciclo do glioxilato
contribui com a flexibilidade metabolica que permite as células microbianas sobreviverem em
nichos limitantes de nutrientes, como ocorre durante a infeccéo, fato que ja foi relatado para
C. albicans (FLECK et al., 2011;CHEAH et al.,2014)

O ciclo do glioxilato apresenta 3 enzimas exclusivas: isocitrato liase, malato sintase,
malato desidrogenase, que sdo esséncias para a viruléncia de C. albicans (LORENZ; FINK,
2001). Além de C. albicans, a funcdo dessa via metabdlica para a patogenicidade tem sido
desvendada em outros patégenos humanos como 0 Mycobacterium tuberculosis
(MCKINNEY, et al., 2000) e o fitopatogeno Leptosphaeria maculans (IDNURM;
HOWLETT. 2002). Em contraste, o papel do ciclo do glioxilato na patogénese de C.
neoformans em casos de criptococcosis nao foi evidenciada (RUDE et al., 2002), igualmente
como nao se comprovou esse envolvimento em aspergilose invasiva provocada pelo fungo
Aspergillus fumigatus. Esses dados sugerem que o ciclo do glioxilato ndo seja um pre-
requisito para viruléncia de forma geral, no entanto, que sua ativacdo pode favorecer a
patogenicidade de microrganismos.

Adicionalmente, a analise inicial dos dados de microarray de um projeto de doutorado
do nosso grupo de pesquisa (Universidade de Ribeirdo Preto, unidade de biotecnologia),
(Processo Fapesp 2012/03845-9) mostraram que a enzima isocitrato liase do ciclo do

glioxilato de T. rubrum foi potencialmente modulada em meio de cultura com queratina.



1.5. Busca por novos compostos com atividade antifungica

As infecgBes fungicas tém crescido consideravelmente devido a um aumento na
expectativa de vida de pacientes com o sistema imune debilitado. Além disso, a incidéncia de
linhagens fungicas multi-resistentes tem emergido. Apesar da constante introducdo de novas
drogas sintéticas no mercado, os produtos naturais de diferentes origens, representam uma
fonte alternativa acessivel, econémica e aplicavel para vérias patologias, principalmente em
paises em desenvolvimento. Dessa forma, paralelamente ao desenvolvimento de drogas
sintéticas, atencdo substancial tem sido focada em produtos naturais com atividade
antifungica, que tem estimulado a procura por novos agentes mais potentes e eficazes
(NEGRI et al., 2014).

O propolis € um produto natural muito utilizado popularmente em terapias
alternativas. Ele é produzida por abelhas Europeias e Americanas a partir de gemas e
exsudados de arvores e plantas e € conhecido por conter uma variedade de compostos
quimicos tais como flavonoides, acidos fendlicos, e seus ésteres, terpenoides, esteroides e
aminoacidos (BURDOCK et al.,1998). O fenetil ester do acido cafeico (CAPE) é o principal
componente medicinal do prépolis e possui um grande numero de atividades bioldgicas
importantes como antibacteriana, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria e propriedades
anticancer, (SON; LEWIS, 2002; YANG et al., 2005).

CHEAH; LIM; SANDAI, 2014 observaram a atividade antifungica do acido cafeico
(CAPE) contra C. albicans em condicdes limitadas de glicose. Foi observado que esse
composto atua no ciclo do glioxilato através da inibicdo da atividade da enzima isocitrato
liase ICL1, esta enzima € chave do ciclo do glioxilato e tem se tornado um alvo antifungico
atrativo ja descrito para C. albicans.

As plantas medicinais possuem uma habilidade ilimitada para sintetizar metabdlitos
secundarios. Os flavonoides sdo substancias fitoquimicas que déo cor as flores e folhas e
atuam como mecanismos de defesa da planta contra a predagdo por microrganismos, insetos e
herbivoros (ALMEIDA, 1993). Os flavonoides apresentam uma acao pronunciada na inibicdo
do desenvolvimento de processos neoplasicos. Estudos comprovaram a habilidade dos
flavonoides oriundos de extratos de Scutellaria baicalensis em deter o ciclo celular de
linhagens tumorais resistentes a varias drogas quimioterapicas (SCHECK et al., 2006). Os
efeitos anticancerigenos de certos tipos de flavondides foram caracterizados em varias
linhagens de células neoplasicas oriundas de tecidos mamarios, hepaticos, pancreatico,
estomacal e epitelial (SILBERBERG et al., 2006).



As chalconas sdo precursoras na via biossintética dos flavonoides, amplamente
distribuidas nas plantas, que apresentam atividade citotoxica, anticancer, fungicida,
antioxidante, anti-hiperglicemiante, bactericida, anti-inflamatoria, antimalérica e antiviral. A
versatilidade dessas bioatividades é frequentemente atribuida a cetona insaturada que une 0s
aneis A e B, porém os ligantes destes também influenciam imensamente (SAHU et al., 2012).
Dados do nosso grupo de pesquisa também avaliaram a atividade antifungica de flavonoides
inibidores da acido graxo sintase descritos na literatura como a quercetina, trans-chalcona,
acido elagico, luteolina, galangina e genisteina (BITENCOURT et al., 2013). Os flavonoides
quercetina e trans-chalcona foram mais efetivos, com CIM de 125 e 7,5 pg/mL para a
linhagem MYA3108 de T. rubrum. As duas substancias naturais reduziram o nivel de
ergosterol e causaram danos de membrana, fato que sugere a interferéncia desses compostos
na sintese de acido graxo e ergosterol. Além disso, trans-chalcona e quercetina inibiram a
atividade enzimatica da FAS com valores de 1Cso de 68,23 ¢ 17,1 ug/mL, respectivamente
(BITENCOURT et al., 2013).

1.6. Resisténcia aos antifungicos atuais

As células fungicas possuem varias estratégias celulares para superar os efeitos das
drogas antifingicas. Um fenbmeno conhecido como mdaltipla resisténcia a drogas (MDR) tem
sido descrito em varios fungos de interesse médico. Existem diferentes mecanismos de
resisténcia a multiplas drogas utilizados pelas células fungicas. Os mecanismos de resisténcia
fungica, geralmente observados a farmacos, particularmente azois, polienos e equinocandinas
sdo mostrados na figura 2, onde cada nimero representa uma alteracdo na célula fungica que

acarreta resisténcia aos farmacos.



10

Figura 2: Mecanismos de multipla resiténcia a drogas. Nimero 1: demonstra as mudancgas na
composicdo da membrana celular que afeta a importacdo normal de droga. ndmero 2:
demonstra a super-expressdo de proteinas de efluxo de drogas que conduz a extrusdo rapida
do farmaco. NUmero 3: uma alteracdo do alvo da droga (genes que codificam enzimas da via
de biossintese de ergosterol ou sintese de glucana). NUmero 4: a superexpressao de genes que
sintetizam as proteinas que sdo alvo de drogas. Numero 5: bloqueio da atividade da sintase do
glucana, enzima importante para a sintese de parede celular. Fonte: PRASAD; SHAH;
RAWAL, 2016.
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O fluconazol é um dos farmacos antifiUngicos mais vendidos na pratica clinica
(ANDERSEN et al., 2016), porém foi observado ao longo do tempo um crescente
desenvolvimento de resisténcia associada ao uso desse azol. Somente nos Gltimos anos foi
verificado aumento de 14% dos casos de resisténcias reportados em Candidas glabrata.

As enzimas sdo um dos principais alvos de drogas antifungicas, como é o caso da
terbinafina que atua sobre a esqueleno epoxidase, enzima-chave da via de biossintese de
ergosterol que catalisa a epoxidacdo estereo-especifica de esqualeno para 2,3-oxidosqualeno
em fungos, o que ocasiona no esgotamento de ergosterol e acumulo de esqualeno.
(OSBORNE et al., 2005).
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Os fungos utilizam varios mecanismos para resistir aos efeitos da terbinafina, tais
como mutacdo no gene da esqualeno epoxidase, através da substituicdo de aminoécidos
envolvidos na ligacdo de terbinafina a esqualeno epoxidase (OSBORNE et al., 2005). Essa
forma de resisténcia a terbinafina foi descrita para os fungos A. nidulans, Aspergillus
fumigatus e T. rubrum (MUKHERJEE et al., 2002). Outro mecanismos de resisténcia a
terbinafina descrito é o aumento do efluxo de droga e superexpressdo de salicilato
monoxigenase (degradacéo da droga) (ROSSI, 2008).

1.7. Abordagens moleculares para avaliar a expressdo de genes de T. rubrum em
condicdes de cultivo in vitro que mimetizam as infecgdes na pele

As abordagens genéticas tém permitido novas perspectivas em quase todas as areas de
pesquisa para estudo da patogenicidade em microrganismos. Entretanto, tais metodologias
tém sido raramente utilizadas em dermatofitos, em contraste com outros organismos
patogénicos de interesse clinico como C. albicans. Consequentemente, pequeno é o
conhecimento da patogenicidade dos dermatofitos a nivel molecular (GRUMBT; MONOD;
STAIB, 2011). O uso apropriado de modelos de infeccdo in vitro é necessario para entender
0s mecanismos patofisiologicos das dermatofitoses. Dessa forma, no intuito de se conhecer a
complexa interacdo do fungo com o hospedeiro séo utilizadas abordagens para verificacdo de
genes diferencialmente expressos em condi¢fes que mimetizam a infeccdo da pele, como o
co-cultivo de conidios em cultura de queratinocitos (BAEZA et al., 2007). Outro modelo de
infecdo muito utilizado é o meio de cultura contendo queratina e soja (ZAUGG, C. et
al.,2009), ou queratina e elastina para promover a atividade proteolitica. Essas fontes
proteicas proporcionam um ambiente similar a infec¢do, pois sdo estes 0s principais
componentes encontrados na pele, e sdo substratos utilizados por T. rubrum durante a
infeccdo (BURMESTER et al.,, 2011). Ainda nesse contexto, KOMOTO et al., (2015)
mimetizou a infeccdo de T. rubrum em linhagem de queratindcito humano HaCat e avaliou a
modulacdo de genes importantes para 0 metabolismo e patogenicidade de dermatofitos,
inclusive durante a exposicdo a agentes antifungicos, como a trans-chalcona e s-solanina.
Esse foi o primeiro estudo que descreveu a modulacdo da expressdo génica em T. rubrum

durante a interacdo com queratindcitos expostos a compostos antifingicos.
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1. HIPOTESE

O acido cafeico e a licochalcona apresentam atividade antiflngica contra T. rubrum
atuando em alvos especificos das células fangicas, como o ergosterol e o ciclo do glioxilato,

que sdo importantes para a sobrevivéncia e viruléncia de fungos.
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1. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antifingico de alguns produtos naturais contra T. rubrum com a
perspectiva de compreender os modos de acdo dos compostos que apresentarem potencial

atividade bioldgica, utilizando ensaios moleculares, celulares e bioquimicos.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar a atividade antifingica de produtos naturais contra uma linhagem de T. rubrum. Os
compostos que apresentarem atividade antiflngica serdo estudados para elucidar os modos de
acao.

Avaliar as taxas de regeneracdo de protoplastos de T. rubrum, verificando o efeito dos
compostos na membrana plasmatica e na parede celular.

Quantificar o conteudo de ergosterol na membrana plasmatica dos dermatofitos submetidos ao
tratamento com os produtos naturais.

Avaliar a citotoxicidade dos compostos naturais em linhagem de queratindcitos humanos.
Realizar co-cultivo e observar a morfologia de T. rubrum em linhagem de queratindcitos
humanos HaCat na presenca ou auséncia dos antifungicos selecionados.

Avaliar a expressdo de genes de T. rubrum envolvidos na relacdo fungo-hospedeiro em

resposta ao efeito dos compostos naturais por PCR quantitativa.
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IV. MATERIAIS E METODOS:
4.1 Produtos naturais utilizados

Foram triados os produtos naturais licochalcona (figura 3A), acido cafeico (figura
3B), apigenina (figura 3C) e &cido itacénico (figura 3D), que foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Os controles positivos utilizados foram o acido 3-nitropropidnico (figura 3E), (inidor
do ciclo do glioxilato), e os antifingicos comerciais terbinafina (figura 3F) e fluconazol
(figura 3G), (que atuam na sintese do ergosterol) foram usados como controles positivos para
a atividade antiflngica, regeneracdo de protoplasto e sintese de ergosterol. Os compostos
naturais e os controles foram diluidos em DMSO, de modo que a concentragéo final maxima

do solvente ndo excedesse 0,5 %.
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Figura 3: Estruturas quimicas. Sendo A licochalcona, B acido cafeico, C apigenina, D &cido

itacbnico, E &cido 3-nitropropidnico, F fluconazol e G terbinafina.
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4.2. Linhagem de T. rubrum e condic¢des de cultivo

A linhagem utilizada nesse estudo foi sequenciada por Broad Institute CBS 118892. O
cultivo dessa linhagem foi em meio de cultura Sabouraud por 7 dias a 28° C, segundo 0s

métodos previamente descritos por FACHIN et al., (1996).
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4.3. Determinacdo da Concentracao Ininitéria Minima (CIM)

O ensaio foi realizado de acordo com o método de referéncia de sensibilidade a
antifungicos M-38-A CLSI, (2002), que consiste em: (coletar micélio proveniente de placas
de fungo crescidas por 7 dias, homogeneizar em solugéo salina 0,9% e agitar para a liberar os
conidios, filtrar em 1& de vidro estéril e ajustar a transmitancia entre 70 a 75% em
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 530nm). A seguir 1 mL da suspenséo de
conidios foi diluido em 50 mL de meio RPMI. Em seguida foi feito a microdiluicdo dos
compostos em placas de 96 pogos. As concentracdes utilizadas abrangeram uma faixa de 500
a 19ug/mL. A seguir foi adicionado 100 ul de suspensdo de conidios previamente preparada
em todos 0s poc¢os, exceto nos pogos em que foi testado o controle de esterilidade do meio de
cultura. O controle positivo consistiu no meio de cultura sem droga. A placa foi incubada a
28°C por 7 dias para observar a menor concentracdo da droga (CIM) que inibiu 100% do

crescimento macroscopico do fungo.

4.4. Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para determinar se 0s compostos naturais apresentam atividade fungicida ou
fungistatica, foram preparadas placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud solido e
foram inoculados 100 pL da concentracdo inibitdria, obtida pelo teste de determinacdo da
CIM, também foram inoculadas duas concentra¢fes acima da concentracdo inibitoria. As
aliquotas foram espalhadas pela placa com o auxilio de uma alca de Drigalski. As placas
foram incubadas em estufas a 28°C por 7 dias. Apds a incubacéo, as placas foram analisadas
para observacdo do crescimento de colénias do fungo. A CFM foi considerada como a menor
concentracdo dos compostos ensaiados que ndo permitiu o desenvolvimento do fungo na

superficie do meio de cultivo ap6s incubacéo.

4.5. Ensaio de regeneracdo em protoplastos

Para avaliar se os compostos exercem efeito antifungico por meio de dano na
membrana plasmatica das células, foi avaliado o efeito dos compostos na regeneracdo da
parede celular dos protoplastos de T. rubrum como descrito por BITENCOURT et al., 2013.
O método consiste primeiramente em coletar micélio proveniente de 2 placas de T. rubrum

crescidas por 6 dias e inocular em 100 mL de meio Sabouraud liquido em um erlenmayer de
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300 mL e incubar com agitacdo de 200 rpm por um periodo de 12 a 16 h a 28°C. Ap0s esse
tempo o micélio foi filtrado em funil de buchner e adicionado 30 mL de solucéo litica (20
mg/mL de enzimas liticas de Trichoderma harzianum adquiridas de Sigma-Aldrich; 0.7 M
KCI and 1 M MgSO4, pH 6,8), posteriormente, procedeu-se a incubagdo a 28°C a 120rpm
por 4 a 5 h. A partir desse tempo foram feitas laminas para monitorar o aparecimento dos
protoplastos. Apds verificacdo dos protoplastos, estes foram filtrados em I& de vidro estéreis e
centrifugados por 10 min a 1556 g. O sobrenadante foi descartado e os protoplastos foram
ressuspendidos em 1 mL de Tris-HCI (50mM Tris, 0,8 M NaCl, 10mM CaCl,, pH 7,5), a
seguir os protoplastos foram contados no hematimetro e a concentracdo final foi ajustada para
10° protoplastos/mL. O meio de cultura para a regeneracdo dos protoplastos foi 0 Meio
Minimo adicionado de Sacarose (0,5M) contendo 1,5 % de agar bacteriologico (“Bottom
Agar”), no qual foram adicionadas as drogas em uma concentracido de % do CIM. Foram
adicionados 100ul da solugcéo de protoplastos em 4 mL de Meio Minimo adicionado de
Sacarose (1M) contendo 0,8% de agar bacteriolégico (“top Agar”), o qual foi previamente
aquecido a 45°C. Essa mistura ( protoplastos em meio “top Agar”) foi vertida sobre o meio
“bottom agar”. Foram preparadas placas controle, onde ndo foram adicionadas drogas, para
ser visualizado o crescimento dos fungos e com isso comparar os resultados. As placas foram

incubadas por 7 dias a 28°C para observacdo dos protoplastos.

4.6. Quantificacdo do conteudo de ergosterol

O nivel de ergosterol foi quantificado como descrito por BITENCOURT et al., 2013.
Para medir o nivel de ergosterol, o micélio proveniente de %2 placa da linhagem CBS de T.
rubrum foi coletado e inoculado em 50 mL de meio de cultura Sabouraud liquido e submetido
a agitacdo de 150 rpm por 24 h a 28°C. Apds esse periodo, o micélio foi filtrado em funil de
Buchner e inoculado em 20 mL de meio Sabouraud liquido contendo o valor do CIM de cada
composto e foi incubado com agitacdo de 200 rpm por 48 h a 28°C. A seguir, 0 micélio foi
filtrado novamente em funil de Buchner e transferido para 30 mL de agua e centrifugado por
10 min por 1730 g, somente para lavagem. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e o
fungo foi ressuspenso em 3 mL de solucdo de hidroxido de potassio (KOH 25% preparado em
solucdo alcodlica 60%) e foi mantido por 1 h no banho-Maria a 85°C para a saponificacdo de
acidos graxos. A solucdo foi resfriada por 20 min e adicionou-se 3 mL de n-heptano e 1 mL
de 4gua e agitou-se vigorosamente por 3 min para a separacao de fases. Apos a divisdo das

fases, a fase organica foi recuperada, pois € nela que se encontra o ergosterol. Foi diluido
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200ul dessa fase organica em 800ul de etanol e em seguida foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrometro de luz UV visivel em um comprimento de onda de 220 a
300nm. Para determinar a concentragdo de ergosterol, foi preparada uma curva analitica de
ergosterol (Sigma Aldrich ®), com 5 padrées (1 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL e 15
pg/mL). A partir da curva, foi obtida a equagdo da reta, a qual foi utilizada para a
determinacgéo da concentracdo das amostras.

De acordo com Arthington-Skaggs et al., (1999), o ergosterol e seu composto
intermediario (DHE) apresentam méaximos de absor¢do no comprimento de onda de 281,5 nm,
enquanto, somente, o DHE apresenta maximo de absorcdo no comprimento de onda de 230
nm. Levando isso em consideracdo, o valor de absorbancia em 281,5 nm foi subtraido do
valor de absorbancia obtido em 230nm, exclusivo da substancia intermediaria. Apés isso, 0

valor resultante do caélculo foi usado na equacéo da reta.

4.7. Avaliacdo da citotoxicidade dos produtos naturais em cultura de queratindcitos pelo
ensaio de viabilidade celular

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos compostos naturais foi utilizado a linhagem de
queratindcitos humano HaCat, que foi cultivada em uma atmosfera contendo 5% de CO; a 37°
C em meio de cultura RPMI contendo 10% de soro bovino fetal, por 1 a 2 dias. A linhagem
foi subcultivada em placas de 96 pocos, na concentragdo de 1x10° células por pogo, durante
24 h para a aderéncia celular na mesma condicdo. Apoés estas 24 h, o meio de cultura foi
retirado e diferentes concentracdes dos produtos naturais foram adicionados, a placa foi
incubada novamente por 24 h a 37° C. Posteriormente, 0 meio de cultura juntamente com as
drogas foram retirados e adicionou-se 20 ul do sal MTT (5mg/mL). Incubou-se a placa
novamente em estufa de CO. por 3 h, para dissolver o sal MTT, em seguida adicionou 200pul
de DMSO para determinar as células viaveis, incubou-se por mais 40 min para 0 DMSO
dissolver o sal MTT, posteriormente convertido para sal de formazam. Decorrido o tempo de
incubacdo, foi realizada a leitura em comprimento de onda 550 nm, em um leitor de
microplacas (Thermo Plate reader). Para cada droga o ensaio foi realizado em triplicata em
trés experimentos independentes. Para a analise estatistica foi realizado o teste de Scott-knott
(ANOVA), e a determinacdo do I1Cs foi obtida através de uma analise de regressao linear p <
0,05 (RI1ZO et al., 2013).
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4.8. Co-cultivo de T. rubrum em linhagem de queratindcitos humanos HaCat na
presenga ou auséncia dos antifngicos naturais

4.8.1. Preparacdo de Queratinocitos HaCat

As células HaCat foram cultivadas em garrafas de cultivo em meio RPMI com 10% de
soro bovino fetal (SBF) em estufa a 37° C com 5% CO: até atingir 90% de confluéncia da
garrafa. As células foram repicadas até a terceira passagem, a qual foi pré-determinada para o
ensaio de co-cultivo, e entdo foram contadas em hematimetro e tiveram a  concentracdo
ajustada para 2,5x10° células/mL. Posteriormente, as células foram transferidas para garrafa
de cultivo de 25cm? em meio RPMI 5% de SBF e incubadas em estufa a 37° C com 5% CO;
por 24 h.

4.8.2. Preparacgao de Suspenséo de conidios de T. rubrum

Placas da linhagem CBS de T. rubrum foram cultivadas por 7 dias em meio agar
Sabouraud. Apoés os 7 dias, o miceélio das placas foi raspado, com o auxilio de uma espatula
estéril, e inoculado em solugdo salina 0,9%, e submetido a vigorosa agitagdo para promover a
desagregacéo dos conidios. Em seguida a solucgéo foi filtrada em 1a de vidro e a concentracéao
da suspenséo de conidios foi ajustada para 1x10’ conidio/mL em hematimetro. A suspensio
de conidios obtida foi centrifugada a 1730g por 10 min, o precipitado resultante foi
homogeneizado em 5 mL de meio Sabouraud liquido e incubado por 7 h a 120 rpm.
Finalizando, foi realizada uma nova centrifugacdo a 1730g e o sedimento foi ressuspendido

em 5 mL de meio RPMI com 2% de soro.

4.8.3. Co-cultivo da linhagem HaCat e T. rubrum

Apos o periodo de 24 h de incubacdo para aderéncia das células HaCat (item 4.8.1), o
meio de cultura foi retirado e foi adicionado a suspensdo de conidios (1x10’ conidio/mL),
preparada como descrito no item 4.8.2. Neste mesmo momento, 0s compostos naturais foram
adicionados nas seguintes concentracdes: acido cafeico 3,9 pg/mL, licochalcona 0,0975
pg/mL, portanto em ¥, da concentracdo do CIM, somente a terbinafina foi utilizado uma
concentracdo de 1/8 do CIM, 0,002375 pg/mL. Além do co-cultivo com e sem drogas foram
realizados os controles da cultura de queratindcitos humanos HaCat e da suspensdo de
conidios de T. rubrum, que foram cultivados em meio RPMI na presenca de 2% de SBF.
Logo em seguida, as garrafas foram incubadas na estufa a 37° C com 5% CO; por 24 h,

quando foi possivel observar a formacéo das hifas nos queratindcitos.
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Com o auxilio de um raspador celular o co-cultivo foi retirado e centrifugado a
1730g por 10 min, o meio foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de uma
solucdo de enzimas de lise (20 mg/mL) mais solucdo litica ( KCI 0,7 M; MgSO. 1M), e
incubado por 1 h a 28° C a 130 rpm. Ap6s a incubacdo, foi realizada a centrifugacdo a 1730 g
por 10 min e o precipitado foi diluido em 350 pl de tampéo de lise RA 1, (lllustra RNAspin
Mini RNA Isolation da GE Healthcare), seguidos de estocagem em freezer -80°C até a

realizacdo da extracdo do RNA.

4.9. Comprovacao da infec¢do de T. rubrum em células HaCat por meio de coloracgéo

Apds 24 h do co-cultivo de conideo de T. rubrum em queratindcitos HaCat foi feita
a coloracdo utilizando os compostos May-Grunwal e Giemsa. As garrafas de co-cultivo foram
centrifugadas e o meio de cultura foi descartado. Em seguida, o corante May-Grunwal foi
adicionado até que cobrisse a superficie da garrafa de cultura e foi mantido por 2 min, logo
apos o May-Grunwal foi descartado, e adicionou-se o Giemsa até cobrir a superficie da
garrafa de cultivo para colorir as células infectadas, e foram aguardados 10 min. Decorrido
esse periodo, o Giemsa foi descartado e a superficie da garrafa de cultura foi lavada com agua
destilada. Finalizando, a garrafa foi mantida a temperatura ambiente até secar. A co-cultura
foi analisada em microscopio invertido Axio Observer A; (Zeiss), pertencente ao laboratdrio
de cultura celular — Hemocentro, Ribeirdo Preto, e as imagens foram registradas em camera

fotografica (Axio Cam MRC) para comprovar a infecgéo.

4.10. Extracdo de RNA

A extracdo foi realizada com o kit illustra RNAspin Mini RNA Isolation da GE
Healthcare, segundo as recomendac@es do fabricante. Em resumo, apds a adicao de 350 pL de
reagente RAL, foi adicionado 3,5 puL de B- mercaptoetanol e submetido a uma agitacéo
vigorosa. Em seguida, o lisado foi aplicado em uma coluna para a remocéo da viscosidade e
de impurezas resultantes da lise celular, e centrifugado por 1 min a 11000 g. Esse filtrado foi
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL em que foi adicionado 350 pL de etanol 70%,
e o lisado foi submetido a uma nova agitacdo vigorosa por duas vezes de 5 segundos. Esse
lisado foi aplicado em uma nova coluna e centrifugado por 30 segundos a 8000g; a remocéo
dos sais foi feita atraves da adicdo de 350 pL de tampdo de dessalinizacdo e centrifugacéo
por 1 minuto a 11000 g. Apo6s a remogdo dos sais, foi adicionada DNAse e incubado em

temperatura ambiente por 15 min. Foram entdo, feitas as lavagens com os tampdes de
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lavagem fornecidos pelo kit e uma novas centrifugacdes a 11000 g por 2 min. A eluicao foi
feita com 30 pL de H20 em tubo “RNase-free” e centrifugac¢do a 11000 g por 1 minuto.

A integridade dos RNAs extraidos foi verificada por meio de eletroforese em gel
desnaturante, a pureza e a quantidade foram avaliadas através de leitura em nanofotdémetro

(Implen®).

4.11. Eletroforese desnaturante

O gel desnaturante foi preparado para um volume de 100 mL, utilizou-se 1,05 g
(1,05%) de agarose (Sigma), adicionado de 20 mL de formaldeido, 70 mL de MOPS 5X
(20,69 de MOPS dissolvidos em 800 mL de acetato de sodio 50 mM, pH 7,0 ajustado com
NaOH 2N e adicionado 10 mL de EDTA 0,5M pH8,0; volume final ajustado para 1000 mL) e
70 mL de MOPS 1X. A desnatura¢do das amostras de RNA foi realizada em microtubos de
1,5 mL, nos quais foram adicionados cerca de 2 ug RNA, 2,0 uL de tampdo MOPS 5X, 3,5
uL de formaldeido 37% (Merck, Alemanha) e 10,0 uL de formamida, incubando-se por 15
min a 65°C. Em seguida, os tubos foram colocados imediatamente no gelo e adicionados a 1,0
uL de brometo de etidio (0,5mg/mL) e 2,0 uL de “dye loading solution”. As condicdes da
eletroforese foram 90 V por 60 min, e o tampdo de migracdo utilizado foi o MOPS 1X. As

bandas de RNA foram visualizadas em transiluminador UV e fotografadas.

4.12. Tratamento com DNAse

Apos a avaliacdo da integridade do RNA foi realizado um novo tratamento com a

DNAse, conforme descrito na tabela 1:

Tabela 1: Concentracdo dos reagentes para tratamento com DNAse.

RNA 1 ug
DNAse 2 ul
tampdao 10x 2 ul

agua deionizada g.s.p. 10 pl

A reacdo foi incubada por 20 min & temperatura ambiente e, posteriormente 0 RNA foi

utilizado para a sintese de cDNA.
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4.13. Sintese de cDNA

A reacéo foi realizada com o Kit RevertAID H Minus First Strand cDNA Synthesis
(Fermentas ®). Concentracdo de 1pg de RNA total foi utilizada, previamente tratado com
DNAse (item 4.12) e foi adicionado 1 ul de primer oligo dT e o volume foi completado para
12 pl. A reagéo foi incubada a 65° C por 5 min, voltando imediatamente para o gelo depois da

incubagéo. A reagdo continuou conforme o0s reagentes descritos na tabela 2.

Tabela 2: Concentragdo dos reagentes para a sintese do cDNA.

5X Reation Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ ul) 1l
10mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid H Minus M-MuLV Reverse  Transcriptase (200 U/ pl) 1pl

Volume Total: 20 pL

4.14. Reacdo de PCR quantitativa

Nas reacOes de PCR quantitativa foi utilizado o kit Sybr Green JumpStart Tag
ReadyMix (Sigma) nas condicGes recomendadas pelo fabricante. Em todas as reacdes foi
utilizado o corante ROX para normalizar o sinal de fluorescéncia. Abaixo seguem o0s
parametros de ciclagem das reacdes:

1° ciclo: 94°C — 2 min;

2° ciclo: 94°C - 15 segunTs;

3¢ ciclo: 60°C — 1 minuto;

4° ciclo: 72°C — 30 segundos; L 40 ciclos
5° ciclo: Curva de dissociacdo que se baseia em: 95°C-1 minuto; 55°C-30 segundos e
95°C-30 segundos.

4.15. Desenho e eficiéncia dos inicializadores

Os inicializadores utilizados foram: Isocitrato Liase, Citrato Sintase, Malato Sintase,
ERG 1, ERG 6, ERG11, DW681613 (proteina ancorada a glicosilfosfatidilinositol),
DW699324 (sub-unidade catalitica da 1,3 beta glucana sintase), DW687269 (Sub-unidade

catalitica da 1,3 beta-D-glucana sintase) e o B-tubulina, o normalizador, descritos na tabela 3.
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Todos estes inicializadores ja tinham sido desenhados, com eficiéncia de amplificacdo e

padronizados anteriormente por integrantes do nosso grupo de pesquisa, exceto o 18S.

Tabela 3: Sequéncias dos “primers” para a PCR quantitativa.

GENES Sequéncia Tamanho Referéncia
do
fragmento

Isocitrato liase F: ACAACCTCTCGCCTTCATTC 144 KOMOTO et al.,
R: GGTCAGATATCAGGGCAGTTG 2015.

Citrato Sintase F: GAGGAGGGTATTCGCTTCCG 143 KOMOTO et al.,
R: CGAACTTGTTGCTCGGTTGG 2015.

Malato Sintase F: CCTAACCAACTCTTTGTCCGAC 142 Este trabalho.
R: GAAGCCATCCCTCCATGTAAG

ERG1 F:GTGAAGATACCTTTCCCTAGCG 148 KOMOTO et al.,
R:TTATGGTAGAAACGGCCTTGG 2015.

ERG6 F: CTCTGGCAAGACACGAACAC 126 BITENCOURT et
R: CCTTGCAGCCGGTGAAGG al., 2013.

ERG11 F: CACTTCCTTGCCCTGTAGAGATC 78 YU et al., 2007.
R: GGAGTTTTCAATGTCAGCAAGGTTT

DW681613 F: TCAACA TCA CCG TGC TCA AGA CCT 158 YU et al., 2006
R: AAG ACC GCC TTT AGG ATC ACC GTT

DW699324 F: TTGTTATCGCCGGCCCTCTAATCA 115 YU et al., 2006
R: AGTATGGCTGGAGCTGGTGTCATT

DW687269 F: ACC AGC TCC AGC CAT ACT GGA AA 84 WANG et al.,
R: TTA GAA GCG TAA GAG CTT GGC AGC 2006

B-tubulina F: AACATGATGGCTGCCACTGA 253 JACOB et al,
R: AAGATGGCAGAGCAGGTAAGGT 2012.

18S F: AGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCA 97 Este trabalho.

R:GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA

F: Forward R: Reverse
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4.16. Quantificacdo Relativa da expressao

As condigdes analisadas foram: co-cultivo x fungo (relagdo dos genes com a interagao
patdégeno-hospedeiro), co-cultivo + agentes antifingicos x co-cultivo. Agentes antifingicos
ensaiados: &cido cafeico e licochalcona, todos testados na concentracdo do % CIM e
Terbinafina (1/8 do CIM).

Na condigéo co-cultivo x fungo: o co-cultivo foi a amostra teste, chamada de unknown
e o fungo a amostra referéncia, denominada calibrador. Enquanto, para a condi¢do co-cultivo
+ agentes antifingicos x co-cultivo, os tratamentos foram denominados “unknown”, enquanto
que o cDNA da amostra co-cultivo ndo tratada (controle) foi designada de “‘calibrador”. Em
cada reacdao de PCR, foi utilizado o gene B-tubulina e o 18S como “normalizador”, e todas as
reacOes foram feitas em triplicata, com dois experimentos independentes. Para cada gene
analisado, foi incluido um branco que denominou-se NTC ( Non- Template- Control). Os
experimentos foram realizado utilizando o aparelho Mx QPCR da Stratagene, software

MXxPro, e os célculos de quantificacdo relativa foram gerados a partir da seguinte equacéo:

Equacéo de Quantificacdo Relativa: 27 (44

A&tz(Ctgoi'Ctnorm)unknown -(CtGOI 'Ctnorm)calibrador

As reacdes foram realizadas conforme os reagentes descritos na tabela 4:

Tabela 4: As reacOes foram feitas da seguinte forma, para os iniciadores de 100-70 nM:
2x JumpStart TagReadyMix 12,5 pL

Reference Dye** 0,5 uL
PrimerFWD(1uM) 100-40 nM
PrimerREV(1uM) 100-40 nM
cDNA 1uL
Agua gsp 25 pL

** 20x diluido

Os iniciadores utilizados em 100 nM foram Isocitrato liase, Citrato Sintase, Malato Sintase,
ERG6, ACC DW699324, DW687269 e B-tubulina em Forward e Reverse. ERG11 70nM para
Forward e Reverse. DW681613 Forward 100nM e Reverse 70nM.
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4.17. Andlise estatistica

A andlise estatistica de todo o trabalho foi realizada utilizando a analise de variancia

ANOVA seguido de teste de Bonferroni pelo programa GraphPad Prism.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios de sensibilidade dos fungos

Conforme apresentado na tabela 5, a licochalcona e o acido cafeico apresentaram CIM
de 11,52 uM e 86,59 uM, respectivamente. O acido itacbnico e a apigenina nao apresentaram
atividade antifingica (CIM = > 3943,19 e 1850,20 uM, respectivamente), enquanto que 0
acido 3-nitropropionico apresentou moderada atividade antifingica com CIM de 2379,36 pM.
Quanto ao efeito dos compostos, a licochalcona mostrou-se fungistatica com valor de CFM de
23,04 uM, ja o &cido cafeico mostrou-se fungicida com CFM 86,59 uM. Dessa forma, a
licochalcona e o acido cafeico foram os compostos mais efetivos contra T. rubrum e foram

escolhidos para realizar 0s proOximos experimentos.

Tabela 5: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM)

em UM dos compostos antifungicos avaliados contra a linhagem de T. rubrum CBS118892.

Lico Ac.Itac Ac.Caf A3N Api Terb  Flu

CIM 11,52 >3943,19 86,59 2379,36 >1850,20 0,065 51,45

CFM 23,04 >3943,19 86,59 2379,36 >1850,20 0,065 <1632

Lico: licochalcona, Ac. Itac: acido itacbnico, Ac. caf: &cido cafeico, A3N: &cido3-

nitropropidnico, Api: apigenina, Terb: terbinafina e flu: fluconazol.

O composto acido cafeico possui diversas atividades bioldgicos tais como a atividade
antifngica avaliada contra C. albicans, com valor de CIM de 1000 mg/L (CHEAH; LIM;
SANDAI, 2014), atividade anticancerigena (MOTAWI, T.K. et al., 2016), atividade anti-
oxidante e anti-inflamatoria (TAYLAN, M. et al., 2016). Além disso, os valores de CIM

encontrados nesse trabalho corroboram com outros ja observados na literatura cientifica para
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esse composto, como o apresentado por SANTIGO et al. (2010), que mostrou a inibicdo da
germinacdo de Sporisorium scitamineum (fungo causador da doenga ferrugem em cana-de-
acucar) com 20 pug/mL de acido cafeico. FREIRES I. A. et al. (2016) também estudou o efeito
de diferentes concentracdes de extratos de prépolis em diferentes linhagens fungicas, obteve
como resultado valores de CIM variando entre 1 e 31,25 mg/ml, ademais mostrou que este
extrato atuou em biofilmes de C. albicans.

Nesse estudo, o composto natural licochalcona também apresentou potente atividade
antifungica. De acordo com dados da literatura, esse composto apresenta diversas atividades
bioldgicas como efeitos protetores contra lesdo renal aguda (HU, J., LIU, 2015), além de se
mostrar como um agente terapéutico adjuvante para cancer de bexiga (WANG, P., et al.,
2015). De modo geral, chalconas sdo compostos que apresentam atividade antiflngica,
especialmente contra fungos dermatofitos. O potencial antifungico de chalconas foi verificado
para 2-arilideno-3,4-di-hidronaftalen-1 (2H) —onas, que foi mais eficiente do que cetoconazol
para o tratamento de M. gypseum (GUPTA ; JAIN, 2015). Ainda nesse sentido, KOMOTO et
al. (2015) avaliou a atividade antifungica de trans-chalcona contra a linhagem CBS118892 do
dermatofito T. rubrum e mostrou sua expressiva atividade antifungica com CIM de 0,24
ug/mL. Enquanto que dados de atividade antifungica de trans-chalcona contra a linhagem
MYA1308 de T. rubrum obtidos por BITENCOURT et al. (2013) mostram CIM de 7,5
pg/mL e estudos de avaliacdo no nivel de ergosterol e regeneracdo de protoplastos indicaram

que a trans-chalcona atua em multiplos alvos nas células fungicas.

5.2. Ensaio de regeneracao em protoplasto

Os valores de inibicdo na regeneracdo de protoplastos causados pelos compostos
naturais foram comparados com os controles positivo (terbinafina) e negativo (ausente de
drogas). O &cido cafeico inibiu totalmente a sua regeneracdo de protoplasto, em contraste,
licochalcona ndo inibiu a regeneracdo de protoplastos (figura 4).

O efeito observado para os compostos ensaiados em comparacdo com o antifungico
terbinafina (que atua na membrana plasmatica) mostra que o acido cafeico pode causar danos
sobre a membrana celular e, consequentemente, interferir na reconstituicdo de parede celular.
Este resultado é semelhante ao encontrado por PIPPI, et al. (2015), que sugeriu que 0 extrato

de prépolis provocou ruptura da parede celular em Candida ssp.
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O ensaio com a licochalcona ndo inibiu a regeneracdo dos protoplastos, por outro
lado, BITENCOURT et al. (2013) mostrou que trans-chalcona inibiu totalmente a
regeneracao de protoplastos de T. rubrum, dado que demonstra diferencas de modo de acdo
antifngico entre as diferentes estruturas das chalconas.

Figura 4: Regeneracdo dos protoplastos ap0s exposicdo aos antifungicos. Sendo A
controle negativo (sem droga), B controle positivo (terbinafina), C tratamento com
licochalcona e D tratamento com &cido cafeico.

5.3. Quantificacao do conteudo ergosterol

O conteldo de ergosterol foi quantificado apds o tratamento do micélio de T. rubrum
com licochalcona, acido cafeico e os controles positivos terbinafina e fluconazol, utilizando a
curva analitica obtida a partir do padrdo de ergosterol comercial, como descreve
BITENCOURT et al., (2013).
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Os resultados demonstraram que o acido cafeico causou maior reducdo do nivel de
ergosterol (36,24%), j& licochalcona reduziu apenas 2,63% do conteddo de ergosterol em T.
rubrum. Estes dados sugerem que embora licochalcona tenha uma destacada atividade
antifungica, seu alvo possivelmente ndo é a biossintese de ergosterol, pois o nivel de reducédo
desse esterol foi muito baixo. Em constrate, acido cafeico parece atuar na  biossintese do
ergosterol, uma vez que reduziu o conteudo de ergosterol de forma semelhante a drogas que
atuam nessa via, como as drogas comerciais terbinafina com reducéo de 59,56% e fluconazol
49,06 %.

Vale ressaltar, que BITENCOURT et al. (2013) verificou a inibicdo de 100% do
contetdo de ergosterol de T. rubrum na presenca de trans-chalcona. Este resultado reforca as
diferencas de modo de acdo entre licochalcona e trans-chalcona. Nesse trabalho, fluconazol
reduziu o contetdo de ergosterol em 40,95%.

5.4. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Através do ensaio de viabilidade celular foi possivel determinar a citotoxidade dos
compostos acido cafeico e licochalcona. Ainda, de acordo com o ensaio, foi possivel verificar
que licochalcona apresentou baixa citotoxidade em ceélulas de queratindcitos humanos
(HaCat) com valor de 1Cso < 31 pM. Esse dado pode viabilizar seu uso como composto
antifangico, pois vale destacar que o CIM de T. rubrum é 11,52 uM. Para o acido cafeico o
valor obtido de 1Cso foi de 110,52 pM e 0 de CIM foi 86,59 uM. Apesar da proximidade
entre o0s valores de citotoxidade celular e inibicdo fungica, deve ser levado em consideracdo o
fato de que a quantidade do antifangico para inibir o crescimento do fungo é inferior a
quantidade necessaria para matar 50% de células de queratindcitos HaCat.

Os resultados do presente trabalho, estdo de acordo com os dados encontrados na
literatura, visto que, PLUEMSAMRAN; ONKOKSOONG; PANICH (2012) mostrou que até
60 UM de &cido cafeico ndo causou atividade citotoxica em células HaCat, apresentando
100% de sobrevivéncia. Além disso, afim de comparar os dados de citotoxicidade de
compostos naturais com antifungicos comerciais , ensaio de viabilidade celular testando a
terbinafina mostrou que esse antifungico apresentou baixa citotoxidade em células HaCat,
com valor de 1Cso de 343,57 uM (KOMOTO et al., 2015).
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Nos valores de inibicdo celular em % para os compostos acido cafeico e licochalcona,
foi observado que as concentragdes de 351,72 UM e 175,72 uM para &cido cafeico e 88,65
MM e 44,332 uM para licochalcona sdo citotdxico para as células HaCat.

5.5. Ensaio de Co-cultivo de T. rubrum na presenga de compostos inibidores

A interacdo entre células fangicas e de célula de epiderme humana ocorreu de
forma eficiente (Figura 5A), sendo claramente observado o desenvolvimento das hifas T.
rubrum sobre as células de HaCat. A utilizacdo dessa abordagem de co-cultivo de T. rubrum
em queratinécitos foi utilizada na tentativa de mimetizar a infeccdo na pele humana, desde
que o0 modelo de infeccdo utilizando meio de cultura adicionado de fontes proteicas apesar de
possibilitar resultados interessantes, ainda ¢ muito distante do modelo real de infeccéo,
enquanto que o modelo animal utilizando camundongos ou porquinho da india ndo é um
modelo ideal, devido a natureza antropofilica desse fungo, pois a infeccdo em modelo animal
é rapidamente revertida (PERES et al., 2010). Além disso, o co-cultivo em células HaCat
vem sendo eficientemente utilizado pelo nosso grupo de pesquisa. KOMOTO et al., (2015) e
por outros trabalhos da literatura como o de HUANG et al. (2015): que também realizaram o
co-cultivo de T. rubrum na linhagem HaCat.
Neste trabalho, além de realizar o co-cultivo de T. rubrum em células HaCat, foi
verificado o efeito dos compostos antifungicos naturais no co-cultivo. Para essa finalidade, 0s
compostos foram adicionados em ¥ do CIM obtido, exceto paro tratamento com terbinafina

que foi utilizado 1/8 do CIM, devido a sua expressiva atividade antifungica.
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Figura 5: Co-cultivo das células HaCat com o fungo T. rubrum. Aumento de 100 X.
As setas indicam as hifas infectando as células. Sendo A co-cultivo sem drogas, B co-cultivo
na presenca de 0,0975 pg/mL licochalcona, C co-cultivo na presenca de 3,9 pg/mL de &cido

cafeico e D co-cultivo na presenca de 0,002375 pg/mL de terbinafina.

A figura 5 B indica o cultivo do fungo na presenca do composto natural licochalcona,
nota-se que as hifas ndo se desenvolveram de forma continua e apresentaram-se fragmentadas,
ao contrario do que foi observado na Figura 5 A do co-cultivo sem drogas. O acido cafeico
foi 0 que promoveu menor desenvolvimento de hifas, que mostraram-se escassas e dispersas
sobre as células HaCat (figura 5 C), a desagregacdo observada nas células HaCat pode ser
explicado por YANG et al., (2013) que constatou a possivel atuacdo do acido cafeico sobre
moléculas de adesdo como as caderinas das células. O tratamento com terbinafina também
alterou o desenvolvimento das hifas, que mostraram-se dispersas e escassas, estando essas

altamente fragmentadas (figura 5 D).
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5.6. Expressdo de genes de T. rubrum envolvidos na relagcdo fungo-hospedeiro em
resposta ao efeito dos compostos naturais pela PCR quantitativa.

Os ensaios realizados foram feitos para verificar a modulagdo de genes envolvidos na
relacdo fungo-hospedeiro. Foi constatada a indugdo dos genes envolvidos no ciclo do
glioxilato (Isocitrato Liase, Citrato Sintase, Malato Sintase), genes da sintese de parede
celular [DW681613 (proteina ancorada a glicosilfosfatidilinositol), DW699324 (sub-unidade
catalitica da 1,3 beta glucana sintase), DW687269 (Sub-unidade catalitica da 1,3 beta-D-
glucana sintase)] e genes da biossintese de ergosterol [Erg 1 (esqualeno epoxidase), Erg6
(esterol C-24-metiltransferase) e Ergll(esterol 14-desmetilase)], como mostrado na Figura 8.
Para controle de especificidade dos iniciadores, foram realizados ensaios de PCR quantitativa
utilizando todos os iniciadores testados com o cDNA das células HaCat, os quais mostraram-

se especificos somente para T. rubrum.
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Figura 6: Analise de modulacdo da expressdo génica durante o co-cultivo de conidios de T.
rubrum em células HaCat em 24 h de cultivo. A referéncia para a modulagéo (calibrador) foi

os conideos de T. rubrum..

Relative Folg Change (Log base 2)

A escolha dos genes avaliados nesse trabalho sdo decorrentes do fato da literatura
indica-los como fatores importantes para a patogenicidade em dermatofitos. Além disso, esses
genes sao considerados importantes alvos antifingicos, visto sua importancia para
sobrevivéncia de T. rubrum e auséncia nas celulas de mamiferos. Adicionalmente, 0s
experimentos de quantificacdo de ergosterol e de regeneracdo de protoplastos também

influenciaram na escolha desses genes.

Os genes Erg 1, Erg6 e Ergll sdo codificadores de enzimas da via biossintética de
ergosterol. Apos analise de expressdo desses genes durante a interacdo de T. rubrum com as
células HaCat foi verificado que todos mostraram-se induzidos, com destaque para o0 gene
Erg6. O gene Erg6, codifica a enzima esterol C-24 metiltransferase, que é um elemento
importante para sintese de ergosterol, pois atua na conversao de zimosterol em fecosterol. O
zimosterol € o Ultimo esterol comum entre a via de biossintese do ergosterol e do
colesterol.(KRISTAN & RIZNER, 2012). A indugdo de Erg6 parece estar relacionada
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diretamente com o fendtipo de resisténcia a drogas para compostos como fluconazol e
anfotericina (BARKER et al., 2004). Além disso, a inducdo desse gene também foi verificada
no ensaio prévio de co-cultivo de T. rubrum com células HaCat realizado por KOMOTO et
al. (2015).

Os genes DW681613, DW699324, DW687269 sdo codificadores de enzimas da
sintese de parede celular. Esses genes também foram induzidos durante o ensaio de co-cultivo
(Figura 6). Acredita-se que a expressdo desses genes estejam associados ao processos iniciais
de infeccdo durante a interacdo patégeno-hospedeiro (WANG et al., 2006, FREE, 2013).

O ciclo do glioxilato tem sido apontado pela literatura como relevante para o processo
de infeccdo em Candida albicans, favorecendo a utilizagdo de fontes alternativas de carbono
em meio com baixa glicose. Entre 0s genes envolvidos nessa via estdo: Isocitrato Liase,
Citrato Sintase, Malato Sintase. A figura 8 indica a inducéo destes genes durante o co-cultivo
de T. rubrum em células HaCat. Esse dado corrobora com dados obtidos por KOMOTO et al.,
(2015), em que foi observada a indugdo das enzimas malato sintase e isocitrato liase. Todos
esses indicios apontam o ciclo do glioxilato como significativa importancia no processo de

infeccdo fungica.

ApoOs a analise da expressdao genica do co-cultivo sem droga, figura 6, foram
analisados os resultados da expressao genica do co-cultivo com os compostos antifungicos,
(figura 7), sendo observado a repressdo da expressdo de todos os genes avaliados, com

excecdo do gene codificador da isocitrato liase para o tratamento com acido cafeico.
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Figura 7: Analise de modulacdo da expressdo génica durante o co-cultivo de conidios de T.
rubrum em células HaCat na presenga dos antifungicos, por 24 h. A referéncia para a
modulagdo (calibrador) foi o co-cultivo comparado com o co-cultivo na presenga dos
antifangicos. * indica diferenca estatistica significativa (p>0,1)
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Os dados de expressdo génica mostraram que o composto acido cafeico reprimiu de
forma expressiva todos 0s genes envolvidos na biossintese da parede celular ensaiados. A
parede celular é constituida por biopolimeros que nao estdo presentes em células humanas,
composta por quitina, quitinase, B1,3-glucana-sintase, [B1,6-glucana sintase, enzima
ramificadora e 1,4-alfa-glucana, que tem sido apontada como importante alvo antifingico e
apresenta diversos papéis nas células fungicas como manutencdo da integridade celular,
barreira protetora, tensdes osmoticas, e interacdo entre fungo-hospedeiro, sendo considerada
fator essencial para a viruléncia de fungos patogénicos (WANG et al., 2006, FREE, 2013).
Atualmente, a caspofungina é o Unico medicamento de uso clinico disponivel com atuacgéo
nesse alvo, inibindo especificamente a enzima f-1,3-glucana e alterando de forma

compensatdria os niveis de quitina na parede celular. Um composto natural que inibi a
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biossintese de parede celular sdo as chalconas, elas tem a capacidade de inibir a B (1,3)-
glucana sintase e outros componentes da parede celular (BITENCOURT et al, 2013).

Além disso, o tratamento com &cido cafeico promoveu reducdo significativa da
expressdo do gene Ergl, alvo do antifungico comercial terbinafina, assim como reduziu de
forma expressiva 0 gene Erg6. Essa reducdo do gene Erg6 apresenta-se especialmente
atrativa, pois esse gene apresentou-se induzido significativamente durante a interacdo de T.
rubrum com HaCat, o que indica sua importancia na interagdo fungo-hospedeiro e o ressalta
como fator de viruléncia. Com relagdo ao gene Ergll, alvo do antifungico fluconazol, sua

repressdo mostrou-se equivalente para os dois tratamentos empregados.

As enzimas referentes ao ciclo do glioxilato estudadas foram reprimidas pelos
tratamentos acido cafeico e licochalcona. A Unica exce¢do ocorreu para 0 gene isocitrato liase,
com sutil inducdo apos exposicdo a acido cafeico (Figura 7) . Esse dado chamou a atencao
pelo fato da literatura indicar o0 modo de a¢do do composto &cido cafeico envolvido com o
ciclo do glioxilato com inibicdo de 91,5% desse enzima no tratamento com 0 mesmo
composto em C. albicans (CHEAH; LIM; SANDAI, 2014). Deve ser levado em

consideracéo, pois o produto da isocitrato liase pode alimentar o ciclo do &cido tricarboxilico.

Sabe-se que o ciclo do glioxilato apresenta dois passos principais. Primeiramente,0
isocitrato (seis &tomos de carbono) é hidrolisado para succinato (quatro a&tomos de carbono) e
glioxilato (dois carbonos) por isocitrato liase. No segundo passo, o acetil-CoA (dois atomos
de carbono) esta condensado com glioxilato para produzir malato (quatro atomos de carbono)
por malato sintase. Malato é um intermediario do ciclo do &cido tricarboxilico, é convertido
em oxalacetato, para o citrato (pela adicdo de uma outra molécula de acetil-CoA), e, em
seguida, a isocitrato novamente. Estes passos sdo idénticos aos enzimaticamente do ciclo do
acido tricarboxilico, mas ha especificidade de regulacdo conferido tanto pelas isoenzimas
glioxilato dedicados e por compartimentalizacdo. Assim, 0s compostos com dois a&tomos de
carbono podem repor os intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico através do ciclo do
glioxilato (LORENZ et al., 2002). Além disso, a enzima isocitrato liase € responsavel por
converter isocitrato em glioxilato e succinato, sendo importante para a manutencédo do ciclo
do acido tricarboxilico, proporcionada pelo ciclo do glioxilato quando a geracdo de piruvato a
partir de glicélise € menor do que a de &cidos graxos gerados por B-oxidagcdo (GOULD et al.,
2006).
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A partir desses dados, foi notada, no tratamento com terbinafina a indugéo de todos os
genes avaliados, inclusive do gene Ergl, conforme mostra a figura 8. Acredita-se que estes
resultados diferem dos apresentados pela literatura, pois o tratamento foi feito com uma
concentra¢do menor (1/8 da droga), o que pode ter estimulado essa resposta apos a exposi¢cdo
a droga, possivelmente como uma tentativa de superar o efeito sobre esse alvo. KOMOTO et
al., (2015) verificou o repressdo deste gene realizando o mesmo experimento de co-cultivo,
mas nesse trabalho o tratamento foi realizado com ¥4 da droga.

Figura 8: Analise de modulacdo da expressdo génica durante o co-cultivo de conidios de T.
rubrum em células HaCat na presenca do antifingico comercial terbinafina. A referéncia para

a modulacdo (calibrador) foi o co-cultivo comparado com o co-cultivo na presenca do

antifungico.
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V1. CONCLUSAO

Entre os compostos ensaiados os mais efetivos foram a licochalcona e o 4cido cafeico com
valores de CIM de 11,52 uM e 86,59 uM respectivamente. Estes foram os compostos utilizados
para proceguir os experimentos e elucidar o modo de agéo.

O é&cido cafeico reduziu 100% da regeneracdo de protoplastos em T. rubrum. Igualmente,
esse composto reduziu significativamente o contetdo de ergosterol. Com isso, é possivel predizer a
possivel atuacdo deste composto na membrana celular.

O resultado do teste de citotoxicidade mostrou que &cido cafeico apresentou moderada
citotoxicidade para a célula HaCat, demonstrando que este composto pode ser utilizado como um
antifungico.

O acido cafeico e licochalcona afetam o desenvolvimento das hifas durante o co-cultivo de
T. rubrum em células HaCat, constatando que estes compostos alteram a morfologia do T. rubrum.

O acido cafeico e licochalcona reprimiram genes envolvidos na biossintese de ergosterol,
sintese de parede celular e 0s genes malato sintase e citrato sintase. Os dados de expressdo génica
juntamente com a andlise estatistica destacaram repressao dos genes Ergle Erg6 apds exposicdo ao
acido cafeico, que foi destacado na interagdo de T. rubrum com células HaCat e portanto que se
configura como um potencial candidato a alvo de drogas.

Portanto, os resultados mostram o potencial antifingico principalmente do &cido cafeico.
Além disso, sugerem que o modo de acdo de acido cafeico esteja relacionado com ergosterol e
parede celular, e ainda, interferindo no metabolismo energético através de atuacdo sobre o ciclo do

glioxilato. Essa atuacdo em trés diferentes alvos dificulta o surgimento do fendtipo de resisténcia .
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