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RESUMO

O dermatdfito Trichophyton rubrum é o agente causador mais frequente de
dermatomicoses superficiais no Brasil e no mundo. S&o adaptados a crescerem na unha,
pele e cabelo, atraves da utilizagdo das proteinas do hospedeiro. A complexa interagdo
do fungo com o hospedeiro pode ser compreendida através da identificacdo de genes
diferencialmente expressos em meio de cultura adicionado de queratina e elastina, que
simulam a infeccdo da pele humana. Além disso, apesar da importancia das micoses,
somente um numero limitado de drogas antifingicas esta disponivel atualmente no
mercado devido a falta de alvos adequados, pois alguns sdo também muito toxicos para
humanos. Produtos naturais de origem vegetal podem conduzir ao descobrimento de
novos agentes antimicrobianos, com possiveis novos mecanismos de acdo.
Glicoalcaloides de Solanum lycocarpum (conhecida popularmente como “fruta do
lobo) como a solamargina e solasonina apresentam relatos de atividade antifdngica
devido ao bloqueio da germinagdo, crescimento, aumento da espessura das hifas e
inibicdo quase total da esporulacdo. O objetivo do presente trabalho foi analisar o
transcriptoma do dermatdfito T. rubrum cultivado em meio de cultura contendo
queratina e elastina adicionada de solamargina de S. lycocarpum por 30 min e 6 h.
Através da analise dos dados de microarray foi observada a modulacdo de genes
envolvidos na sintese de ergosterol, que podem estar relacionados ao mecanismo de
acdo antifungico da solamargina contra T. rubrum. Nesse sentido, pode-se ressaltar a
repressdo do gene ERG1 em meio com queratina e elastina na presenca de solamargina.
Esse gene codifica a enzima esqualeno epoxidase, uma enzima chave da biosintese de
ergosterol, que é um componente vital para a membrana plasmatica da célula fungica.
Além deste, destaca-se a modulacdo de genes que codificam proteinas de Heat Shock
(Hsp) que respondem a condicdes de estresse e facilitam a sobrevivéncia do fungo sobre
diversos desafios. A partir da anélise do dados foram escolhidos genes envolvidos com
patogenicidade e resposta a drogas, afim de validar os dados de microarray por PCR
quantitativo. Podemos destacar, a repressdo dos genes codificadores da Hsp90 e de uma
de suas co-chaperonas, a Cdc37, na presenca de solamargina, que podem ser alvos
atraentes para estudo de novos antiflingicos, por estarem envolvidos com a adaptagéo do
fungo em condicGes adversas.

Palavras-chave: Trichophyton rubrum, Solanum, Hsp90, antiflngico, solamargina



ABSTRACT

The dermatophyte Trichophyton rubrum is the most frequent cause of dermatomycoses
in Brazil and the worldwide. They are adapted to grow in nail, hair and skin through the
use of host proteins. The complex interaction of fungus with the host can be understood
by identifying different genes expressed when used medium culture with keratin and
elastin, which simulate infection in human skin. But despite the importance of mycoses,
only few antifungal drugs are available on the market due to the absence of suitable
targets and because some have side effects. Natural products may lead to discovery new
antimicrobial agents and new mechanisms of action. Glycoalkaloids from Solanum
lycocarpum (popularly known as "Wolf fruit") such as solamargine and solasonine,
showed antifungal activity due to the germination blockage, inhibition of growth,
development of hyphae and sporulation. Thus, the aim of this study was analyzed the
transcriptome of the dermatophyte Trichophyton rubrum grown in culture medium with
keratin and elastin containing solamargine from S. lycocarpum during 30 minute and 6
hours. Analyzing the microarray data was observed modulation of genes involved in the
synthesis of ergosterol, which may be related to mechanism of action of solamargine
against T. rubrum. Because of this, it was possible to highlight the repression of gene
ERG1 in medium culture with keratin and elastin in the presence of solamargine. This
gene encodes the squalene epoxidase, a important enzyme of the biosynthesis of
ergosterol, which is a vital component of the cell fungal. In addition, there is a
modulation of genes that encode heat shock proteins (Hsp) which respond to conditions
of stress and permit the survival of fungus under various challenges. Based on analysis
of data genes involved in pathogenicity and response to the drugs were chosen, in order
to validate the microarray data by quantitative PCR. It was noticed the repression of
genes encoding Hsp90 and its co-chaperones Cdc37 in the solamargine presence, which
may be attractive targets for study of new antifungals, because it is involved with
adaptation of the fungus in adverse conditions.

Keywords: Trichophyton rubrum, Solanum, Hsp90, antifungal, solamargine
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1. INTRODUCAO
1.1. Trichophyton rubrum

Os dermatofitos sdo responsaveis por causarem infeccdes cutaneas e raramente
profundas. Afetando tecidos queratinizados como a pele, cabelos e unhas, isso se d&
devido a sua capacidade de secretar enzimas que podem degradar queratina tanto humana
quanto animal (Vishnu et al., 2015). Este organismo, normalmente provoca micoses
superficiais bem caracterizadas, mas também podem acometer tecidos mais internos,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (Zhang et al., 2009; Borgers, Degreef
e Cauwenbergh, 2005).

As dermatofitoses pertencem as doencas infecciosas fungicas mais comuns em
humanos, afetando 10-20% da populacdo mundial. As infec¢bes provocadas por T.
rubrum sdo geralmente de dificil tratamento e casos de reincidéncia ocorrem
frequentemente apos a interrupcao da terapia (Haneke, 1991).

As infeccdes fungicas geralmente sdo de dificeis tratamentos, devido a selecdo de
linhagens resistentes durante os tratamentos usuais, pois existe um numero limitado de
drogas antifungicas disponiveis para uso clinico quando comparado com o arsenal de
farmacos antibacterianos (Baddley e Moser, 2004; Projan e Youngman, 2002). Nos EUA,
essa problematica provoca um impacto econdmico e no sistema de saude publico em
aproximadamente 400 milhdes de dolares por ano para o tratamento dessas infecgdes
(Drake et al., 1996; White et al., 2008).

Estima-se que 30 a 70% dos adultos sdo hospedeiros assintomaticos destes agentes
patogénicos e que a incidéncia da doenca aumenta com a idade. Alguns fatores de risco
tém sido associados a essas onicomicoses, como idade, alteracbes na morfologia das
unhas, fatores genéticos, condicBes precarias de higiene, diabetes melittus,
imunodeficiéncia (Seebacher, Bouchara e Mignon, 2008). Estudos epidemiolégicos
demonstraram que a ocorréncia de dermatofitos é de 18,2% em estudantes universitarios
de S8o Paulo (Brasil). Nesse trabalho, demonstraram que o0s principais agentes
causadores de dermatofitoses sdo T. rubrum e T. mentagrophytes, sendo eles isolados em
80% e 20% dos casos respectivamente (Siqueira et al., 2006).

Apesar da proeminéncia das dermatofitoses e de suas consequéncias socio-
econdmicas, a biologia destes organismos nao é bem estabelecida (White et al., 2008).

Recentemente, as sequéncias do genoma de 8 espécies de dermatofitos com nichos
ecologicos distintos ja foram disponibilizadas com anotacéo
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/dermatophyte_comparative/Genomesl


http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/dermatophyte_comparative/GenomesIndex.html

ndex.html). A disponibilidade da informacgdo das sequéncias permite aos pesquisadores
desenvolver hip6teses de como os dermatofitos se desenvolvem assim como identificar as
diferencas dentre as espécies dos diferentes nichos ambientais. Além disso, aliado as
ferramentas de bioinformatica, as técnicas de genética, microbiologia e biologia
molecular sdo essenciais para os estudos sobre viruléncia, resisténcia e evolucdo dos
dermatdfitos (Achterman et al., 2011).

A prevaléncia das infeccdes provocadas por T. rubrum e sua natureza antropofilica,
faz com que ele se torne um bom modelo para o estudo de fungos filamentosos
patogénicos humanos. Com isso, 0 projeto genoma de T. rubrum auxilia em diversos
estudos sobre taxonomia, epidemiologia e processos metabolicos gerais, propiciando

melhores condi¢Oes para o desenvolvimento de terapias mais eficientes.

1.2. Produtos naturais com atividade antifangica

Produtos naturais tém contribuido significativamente na area da salde desde os
tempos antigos, eles foram amplamente utilizados na medicina popular para o tratamento
de vérias doencas. A eficacia terapéutica dos antifungicos convencionais pode ser
limitada devido aos efeitos secundarios dos antifingicos e o desenvolvimento de
resisténcia do patdgeno através da ndo-adesdo do paciente ao tratamento ou interrupcao,
por causa do custo da medicacdo, interacdes medicamentosas e efeitos secundarios
(reacOes adversas).

Sabe- se que os antifingicos tém um ndmero limitado de alvos celulares, devido a
sua semelhanga com as células humanas. Por isso, busca-se alvos especificos de células
fangicas como o ergosterol, a sintese da parede celular e a formacédo de microtabulos.

Os estudos sobre compostos com potencial de acdo antifungica sdo importantes,
ndo soO para os tratamentos de dermatofitoses, mas também para conduzir a descoberta de

novos alvos celulares para o tratamento de infecges.

1.3. Glicoalcaloides de S. lycocarpum
A espécie vegetal Solanum lycocarpum Auguste Saint-Hilarie (Figura 1) é uma
planta tipica do cerrado brasileiro possuindo uma ampla distribuicdo geogréfica. E
popularmente conhecida como “lobeira” ou “fruta-do-lobo”. Seu nome popular se deve
ao fato dos seus frutos representarem até 50% da dieta alimentar do Lobo-guara

(Chrysocyon brachyurus), acredita-se que este fruto tenha potencial de acdo terapéutica
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contra o verme-gigante-dos-rins muito frequente e geralmente fatal no lobo (Oliveira et
al., 2003). Foi inicialmente utilizada pelos indios Xavantes brasileiros como agente
hipoglicemiante. Além disso, seus frutos sdo empregados na medicina popular no
tratamento da obesidade, diabetes e na diminui¢do dos niveis de colesterol (Schwarz et
al., 2005).

Figura 1: Frutos, flores e folhas de S. lycocarpum

Os metabolitos secundarios solamargina (SM) e solasonina (SS) sdo heterosideos
alcaloidicos (Glicoalcaldides) majoritariamente produzidos pelo fruto da espécie S.
lycocarpum, sendo que aglicona destes compostos é a solasodina (SD) (Figura 2)
(Blankemeyer et al., 1998; Schwarz et al., 2007; Soares-Mota et al., 2010).

Estruturalmente SM e SS apresentam em comum o nucleo esteroidal SD, que
possui 27 carbonos e nitrogénio no anel F, geralmente apresenta ligacdes heterosidicas na
hidroxila do carbono 3, bem como duplas ligagBes entre os carbonos 5 e 6 (SIMOES et al.,
2001). A partir de diferencas estruturais observadas, foram divididos em 5 tipos:
solanidinas, espirosolanos, solacongestidinas, solanocapsinas e jurbidinas. Nas plantas,
cadeias de carboidratos geralmente encontram-se ligados a estrutura dos alcal6ides, dando
origem aos glicoalcaloides. E possivel que a unifo de carboidratos aos alcaloides ocorra
por conjugacao glicuroénica, catalisada pelas enzimas glicuroniltransferases (Schwarz et al.,
2005).

Dessa maneira, esses compostos diferenciam-se apenas pelos grupamentos de

acucares ligados ao seu nucleo esteroidal SD, sendo que a triose do composto SM é



denominada chacotriose, a qual é constituida por duas unidades de ramnose ligadas aos
carbonos 2’ e 4’ da glicose. Ja a triose do composto SS é conhecida como solatriose, sendo
composta por unidades de ramnose e glicose ligadas nas posigdes 2’ e 3’ da galactose,

respectivamente (Blankemeyer et al., 1998; Fewell, Roddick e Weissenbergt, 1994).

Figura 2: Estrutura quimica da solasodina e dos glicoalcaloides solamargina e solasonina
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Fonte: (Abreu Miranda et al., 2013)

A biossintese de glicoalcaloides esteroidais, como a solamargina e solasonina,
possivelmente ocorre por reacdes de conjugacdo, no interior das plantas. Estudo realizado
com extratos proteicos obtidos de folhas da Solanum melongena (Paszkowski, Clarke e
Hornstein, 2002), por exemplo, demonstrou que as enzimas UDP-glicuronil transferases
presentes nestes extratos catalisam eficientemente a glicosilacdo da solasodina. O produto
obtido desta reacdo, identificado como 3-B-D-monoglicosideo de solasodina,
provavelmente é um produto intermedidrio na biossintese de solamargina. Muitos
fosfolipideos, naturalmente encontrados nas folhas e frutos da S. melongena, podem
interferir na atividade da UDPglicuronil transferase. Esta acdo pode ser importante na
regulacdo in vivo da biossintese de glicoalcaloides para plantas do género Solanum, como a
S lycocarpum. Paszkowski, Clarke e Hornstein, 2002 sugerem ainda a possibilidade da
glicosilagdo de alcaloides esteroidais serem catalisada por uma Unica enzima, cuja
especificidade e acdo mostram-se dependente da estrutura e quantidade de fosfolipideos
presentes na planta, ndo se tratando, portanto, de uma propriedade estatica da enzima
(Schwarz et al., 2005).



1.4. Atividade antifungica dos alcaloides de espécies do género Solanum

Pesquisas voltadas para o estudo das plantas medicinais estdo sendo estimuladas
devido ao grande interesse cientifico, principalmente da industria farmacéutica, de criar
novas drogas com atividade antifingica e antibacteriana.

Dados na literatura tém confirmado o potencial antifingico dos compostos SM e
SS, demonstrando que tais compostos inibem o desenvolvimento do micélio nos fungos
Phoma medicaginis e Rhizoctonia solani (Fewell, Roddick e Weissenbergt, 1994).

Além disso, esses compostos inibem o crescimento de leveduras Candida albicans
e C. parapsilosis e fungos filamentosos como Microsporum canis, M. gypseum, T. rubrum
e T. mentagrophytes, demonstrando-se muito eficientes contra fungos patogénicos
humanos (Francisco et al., 2011).

Outros compostos glicoalcaloides presentes em espécies de Solanaceas como:
solanina, chaconina, solamargina, solasonina e a tomatina, também demonstraram
atividade antifngica promissora quanto a fitopatdgenos como fungo Cercosporella
brassicae e Alternaria porri sendo a tomatina a com maior atividade antifungica para o
microrganismo C. brassicae e A. Porri. Além do mais, uma mistura dos glicoalcaloides
(solanina e chaconina) apresentou atividade sinérgica antiflngica significativa. A acdo
sinérgica entre solamargina e chaconina, solasonina e solanina presentes em S. nigrum,
causa uma adicdo na inibicdo dos fungos (Xue-song et al., 2009).

Porém, ndo ha estudos mais aprofundados sobre o potencial antifingico dos
glicoalcaloides presentes na espécie S. lycocarpum contra o fungo T. rubrum, assim sendo
de grande importancia do ponto de vista clinico.

1.5. Mecanismo de acdo antifungico dos glicoalcaloides

Em geral, sabe-se que o potencial farmacol6gico dos glicoalcaloides depende da
interacdo especifica entre glicoalcaloide-esterol, provocando alteracBes de permeabilidade
celular, perda da integridade da membrana e consequentemente provocando a morte celular
(Cipollini e Levey, 1997; Punjabi et al., 2008).

Porém essas alteracfes foram demonstradas com maior evidéncia em célula animal,
ou seja, o glicoalcaloide interage com o colesterol da membrana plasmatica, levando a
perda da integridade da membrana celular, sendo a por¢do de acucar dos glicoalcaloides de

vital importancia para o efeito de ruptura da membrana (Keukens et al., 1992, 1995).



Em relacdo a atividade antifungica dos compostos, o continuo aparecimento de
diferentes patdgenos resistentes aos farmacos disponiveis no mercado faz com que a
eficacia dos tratamentos utilizados em vérios tipos de infecgbes fungicas seja limitada.
Neste sentido, ha um aumento no interesse de pesquisas por novas moléculas vegetais com
atividades antimicrobianas.

Glicoalcaloides tém sido reportados como antifingicos devido a inibicdo da
germinacédo, extensdo e espessura das hifas bem como distor¢cdo das mesmas e inibicdo
quase total da esporulacdo. Experimentos prévios realizados em nosso laboratorio,
mostraram que os glicoalcaloides de S. lycocarpum como a solamargina e solasonina
apresentaram pronunciada atividade antifingica, baixa citotoxicidade para células de
queratindcitos e reduziram o conteudo de ergosterol, que € um alvo especifico para a célula
fangica. Dessa forma, no presente trabalho, avaliamos o perfil de expressdo de T. rubrum
na presenca de glicoalcaloides em condicGes de cultivo que simulam a pele humana para
descobrir novas perspectivas no estudo do mecanismo de a¢do de inibidores de origem

natural para a procura de novos alvos antifingicos.

1.6. Abordagens moleculares para avaliar a expressdo de genes de T. rubrum em
condic¢bes de cultivo in vitro que mimetizam as infeccdes na pele

As abordagens genéticas tém permitido novas perspectivas em quase todas as areas
de pesquisa para estudo da patogenicidade em micro-organismos. Entretanto, tais
metodologias tém sido raramente utilizadas em dermato6fitos, em contraste com outros
organismos patogénicos de interesse clinico como Candida albicans, Aspergillus fumigatus
ou Cryptococcus neoformans. Consequentemente, pequeno € 0 conhecimento da
patogenicidade dos dermato6fitos em nivel molecular (Grumbt, Monod e Staib, 2011).

O uso apropriado de modelos de infeccdo in vitro é necessario para entender os
mecanismos patofisioldgicos das dermatofitoses. Dessa forma, no intuito de se conhecer a
complexa interacdo do fungo com o hospedeiro sdo utilizadas abordagens para verificagéo
de genes diferencialmente expressos em condi¢des que mimetizam a infecgdo da pele,
como a utilizagdo do meio de cultura minimo acrescido de queratina e elastina, além do co-
cultivo de conidios em cultura de queratinécitos.

Aliado aos modelos de infeccdo, grande avango foi obtido com a construgdo de um
banco de dados de Trichophyton (TrED), que compila dados sobre familia de genes de

metalopeptidases, serina peptidases, cisteina peptidades, e peptidades asparticas (Yang et



al., 2007). Este conjunto de genes ja tem sido descrito como importante fator de
crescimento do fungo em queratindcitos (Jousson et al., 2004).

Baeza et al. 2007 utilizaram a estratégia de biblioteca subtrativa para identificar
genes diferencialmente expressos em T. rubrum através de uma serie rapida de hibridacédo
subtrativa de cDNA preparado a partir de RNA extraido de duas populacdes celulares, do
fungo cultivado em meio minimo de cultura na presenga de queratina comparado com
outra do fungo cultivado em meio minimo. Véarios genes relacionados a transducdo de
sinal, proteina de membrana, resposta a estresse oxidativo e alguns fatores de viruléncia
putativos foram induzidos na presenca da queratina. Além disso, estes mesmos autores
infectaram uma cultura celular de queratinécitos isolados de mama humana com conidios
de T. rubrum e observaram o padrdo de expresséo de genes por PCR quantitativo.

Abordagens similares também foram utilizadas para analise de bibliotecas
subtrativas aplicadas na identificacdo de novos genes especificamente expressos em T.
rubrum em contato com queratina, em resposta a variacdo de pH ou estimulo ambiental
simulando a infec¢do na pele (Kaufman et al., 2005; Maranhdo, Paido e Martinez-Rossi,
2007; Maranhdo et al., 2009; Peres et al., 2010; Silveira et al., 2010). Lopez-Garcia, Lee e
Gallo, 2006 caracterizaram a funcéo do catelicidina LL-37 em infec¢des de pele tais como
dermatofitoses e tinea versicolor. Para o estudo estes autores infectaram uma cultura de
queratinocitos NHK com conidios de T. rubrum e avaliaram a expressdo génica por gPCR
e determinaram o CIM da catelicidina purificada. Os resultados demonstraram que o CIM
foi de 12,5 uM de catelicidina e que 0 mMRNA que codifica a catelicidina foi induzido em
culturas de queratindcitos infectados por T. rubrum. As catelicidinas sdo peptideos
antimicrobianos produzidos pela pele humana como forma de defesa contra a infeccao.

Chen et al. 2010 utilizou queratina de unha e do extrato cdrneo de pele humana
como meio de crescimento para investigar os diferentes padrdes de expressdo de genes que
codificam endoproteases de T. rubrum. Durante o crescimento na queratina de unha e pele
0s genes SUB7 e MEP2 foram altamente expressos o0 que indica que estes genes podem ser
dominantes durante a infeccdo do hospedeiro e as outras proteases podem ter uma funcéo
suplementar. Os genes MEP2, SUB5, SUB2 e SUB3 foram mais expressos durante o
crescimento no meio com pele enquanto os genes SUB1, SUB4, e MEP4 foram mais

especificos para 0 meio com queratina de unha.



1.7. Proteinas de Heat Shock (Hsp)

As proteinas de Heat Shock constituem uma familia de muitas proteinas diferentes
com fungdes semelhantes. Elas usam energia da hidrolise de ATP para desenovelar
proteinas, prevenir a agregacdo e enovelamento incorreto. O enovelamento proteico é
essencial para a correta funcéo bioldgica das proteinas. Falhas nesse processo podem levar
a formacdo de proteinas mal enoveladas e/ou agregados proteicos. Para evitar esse
problema, a célula expressa uma familia de proteinas conservadas denominadas Heat
Shock ou chaperonas moleculares, pois além de auxiliar no enovelamento proteico podem
conduzir a proteina para degradacdo, caso ndo seja possivel atingir a configuragdo correta
(Fink, 1999).

As Hsps podem ser classificadas em cinco familias dependendo do peso molecular
(Tabela 1) (Li, Soroka e Buchner, 2011). Entretanto, as Hsp60, Hsp70 e Hsp90, que
apresentam maior peso molecular, dependem de ATP para o seu correto funcionamento,
assim como de co-chaperonas para a sua modelagem conformacional. Diferentemente das
proteinas denominadas small Heat Shock proteins (sHsp), que sdo independentes da
energia do ATP (Parcellier et al., 2003).

A familia das Hsp90 séo chaperonas importantes por auxiliarem no enovelamento
proteico e prevenir a agregacdo de proteinas. Ela é regulada por diversas outras co-
chaperonas como a Cdc37 e p23 (Lepvrier et al., 2015; Ni e Odunuga, 2015).

Tabela 1: Principais Familias de Chaperonas Moleculares

Co-chaperonas e Peso ~
Chaperona Molecular Funcéo
Co-fatores
(kDa)
Hsp100 ~100 Atividade ATPasica e recuperacdo de proteinas
agregadas
Hsp90 HIP, HOP, p23, ~90 Previne agregacéo proteica, interage com diversas
P Hsp70, Cdc37 proteinas
Hsp70 Hsp40 -70 Atividade ATPasica, envolvida em enovelamento
e transporte entre membranas
Hsp60 Hspl0 ~60 Atividade ATPasica e auxilia no enovelamento
sHsp ~15-30 ATP-independente e envolvida com

termotolerancia

Fonte: ( Modificado de Borges e Ramos, 2005)



Entre as varias familias de chaperonas, a Hsp90 € essencial para o crescimento de
células eucariontes e sdo descritas como uma ferramenta especializada necessaria para o
enovelamento proteico. Estas sdo capazes de interagir com proteinas ndo-enoveladas
mantendo-as em um estado re-enovelavel conservando a sua conformacéo, estabilidade e
funcdo de um vasto numero de proteinas (Wandinger, Richter e Buchner, 2008). Além
disso, ela esta envolvida nos processos de transcricdo celular, ciclo celular e apoptose
(Taipale, Jarosz e Lindquist, 2010).

A Hsp90 possui dois estagios conformacionais distintos, representados na figura 3,
a conformacéo aberta e a conformacdo fechada, compostas de trés sitios de ligacdo: um N-
dominio de ligacdo a ATP, um M-dominio que serve como um local de interacdo para
ambas proteinas-cliente e algumas co-chaperonas, e um C-dominio dindmico de
dimerizacdo (Ratzke et al., 2010; Wandinger, Richter e Buchner, 2008). Na auséncia do
ATP a Hsp90 adota uma conformacdo aberta, onde o N-dominio ndo se encontra
dimerizado. Contudo, uma vez que ocorre a ligacdo do ATP no N-dominio, a Hsp90
assume uma conformacdo fechada. Apos a hidrélise do ATP, e a consequente liberacdo de
ADP e fosfato organico, a Hsp90 volta a sua conformacéao aberta. De fato que a hidrolise

do ATP tem influéncia na estrutura desta chaperona (Roéhl, Rohrberg e Buchner, 2013).

Figura 3: Estruturas da Hsp90 na conformacdo aberta de E. coli e em Saccharomyces
cerevisiae na conformagdo fechada. O dominio N representado em azul, o dominio M em

verde e 0 dominio C em laranja

ATP

closed conformation

open conformation

yeast Hsp90

ADP, Pi

Fonte: (Li, Soroka e Buchner, 2011)
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A Hsp90 liga-se a mais de 300 proteinas, para isso ela conta com o auxilio de
diversas co-chaperonas através de diferentes liga¢fes. O fato de conseguir interagir com
multiplas proteinas se deve ao fato da Hsp90 possuir varios estados conformacionais. Esta
variacdo conformacional estd relacionada a atividade ATPasica dessa proteina. As
ATPases sdo enzimas que estimulam a degradacdo de ATP em ADP, a fim de conduzir
reacOes quimicas que talvez ndo ocorreriam naturalmente (Ali et al., 2006; Rohl, Rohrberg
e Buchner, 2013).

Cordeiro et al., 2016 investigou o efeito farmacologico da inibicdo de Hsp90 pelo
composto Radicicol em Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A inibicdo da
Hsp90 aumentou a atividade antifingica de azoles contra o desenvolvimento de
Cryptococcus gattii. Além disso, também comprometeu a permeabilidade da membrana
celular e o crescimento de Cryptococcus spp. Consequentemente, estes resultados indicam
que as Hsp90 estdo envolvidas na manutencdo da homeostase celular em diferentes fungos
patogénicos, exercendo um papel importante no processo infeccioso. Dessa forma, a
inibicdo da atividade da Hsp90 pode ser uma estratégia importante no desenvolvimento de
novas drogas antifungicas.

As co-chaperonas Cdc37, p23, Ahal, HOP entre outras, permitem que as Hsp90 se
associem com um numero significativo de proteinas-cliente incluindo receptores
esterdides, quinases e proteina de interacdo como o receptor RIP que sem as Hsp90 seriam
degradadas. As proteinas-cliente sdo aquelas que se ligam e sofrem interferéncia (reparo)
da Hsp90 em sua conformacdo estrutural, possibilitando a correta funcdo bioldgica da
proteina ( Nathan e Lindquist, 1995; Sato, Fujita e Tsuruo, 2000; Lewis et al., 2000).

A co-chaperona Cdc37, destaca-se por auxiliar a Hsp90 que supostamente é
regulada por fosforilacdo. Assim, centenas de proteinas quinases dependem da interacdo
Cdc37/Hsp90. Esta interacdo resulta na estabilizacdo para promover a atividade da Hsp90.
Portanto, a co-chaperona Cdc37 é essencial para o funcionamento correto de quinases que
sdo necessarias em condicdes de estresse, pois elas adicionam um grupo do fosfato as

varias moléculas e podem alterar a atividade da Hsp90 (Eckl e Richter, 2013).

Logo, o conhecimento de genes codificadores das proteinas de Heat Shock e de
suas co-chaperonas em T. rubrum, pode torna-las um alvo atraente a ser explorado no
descobrimento de novos farmacos antifingicos. Pois a interferéncia na expressdo destas
proteinas envolvidas em funcGes celulares chaves, pode dificultar a sobrevivéncia do

dermatofito T. rubrum no hospedeiro levando-o a morte.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Analise do transcriptoma do dermatofito T. rubrum tratado com glicoalcaloides de S.

lycocarpum em meio de cultura contendo queratina e elastina como substrato.

2.2. Objetivos especificos:
a) Avaliar a atividade antifingica de glicoalcaloides de S. lycocarpum contra T.
rubrum e citotoxica em linhagem de queratindcitos humanos e escolher o composto mais

efetivo e menos toxico.

b) Customizacdo de laminas de oligonucleotideos de microarrays no formato de 4x
44.000 spots para cada lamina (quatro conjuntos de 44.000 sequéncias em cada lamina) pela

empresa Agilent.

c) Cultivo do fungo na presenca e auséncia do glicoalcaloide em meio minimo com

queratina e elastina.

d) Hibridizacdo das amostras de RNA de T. rubrum na presenca do glicoalcaloide

em laminas de microarrays customizadas.

e) Andlise dos dados por meio de programas de bioinforméatica como Cluster-
TreeView e SAM (Significance analysis of microarrays) com o intuito de tracarmos
assinaturas de hibridizacdo, os perfis de transcriptoma e 0s genes especificos que sdo

modulados em resposta ao glicoalcalGide.

f) Validacdo dos dados de microarray por PCR quantitativo.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Linhagem de T. rubrum

Foi utilizada a linhagem CBS 118892 de T. rubrum, cultivada em meio Sabouraud
(Fachin, Maffei e Martinez-Rossi, 1996) a fim de promover maior conidiacdo a 28°C por
7-15 dias.

3.2. Produtos Naturais e Comerciais Utilizados
Os glicoalcaloides solamargina e solasonina ja purificados de frutos maduros de S.
lycocarpum foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Jairo Kenupp Bastos do

Departamento de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica da USP de
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Ribeirdo Preto. Os compostos a- solanina (alcaloide extraido de Solanum Tuberosum L -
Batata), o quimioterapico Doxorrubicina foram adquiridos da Sigma Aldrich®, o
antifungico comercial Terbinafina foi gentilmente cedido pela Farmacia “Cidinha Bonini”
adquirido do fornecedor Fragon. Todos os compostos foram dissolvidos em 10% de
DMSO.

3.3. Meios de cultura e solugdes

Meio Sabouraud

30 g de Sabouraud Dextrose Broth

Agua Destilada (g.s.p.) 1000 mL

Agar: 1,5% (m/v)

pH =56

Esterilizagdo feita por autoclavagem a 121°C por 15 min

Solucéo de elementos tragos para meio minimo (Cove, 1966)
40 mg de borato de sodio decahidratado

400 mg de sulfato de cobre pentahidratado

532 mg de sulfato de ferro heptahidratado

292 mg de sulfato de manganés monohidratado

800 mg molibdato de sddio bihidratado

8 mg de sulfato de zinco heptahidratado

Agua Destilada (g.s.p.) 1000 mL

Esterilizacdo feita por autoclavagem a 121°C por 15 min

Solucéo de sais (Cove, 1966)

38 g de Fosfato de Potassio Monobaésico

13 g de Cloreto de Potassio

13 g de Sulfato de Magnésio Heptahidratado

25 mL de Solugéo de Elementos Tragos

Agua Destilada (g.s.p.) 500 mL

Esterilizacdo feita por autoclavagem a 121°C por 15 min
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Solucéo salina 0,9%
9 g de cloreto de sodio
Agua Destilada (g.s.p.) 1000 mL

Esterilizacdo feita por autoclavagem a 121°C por 15 min

Meio minimo com glicose e nitrato (MM) (Cove, 1966)
10 mL de Solucdo de Sais

5,045 g de Glicose (Sigma)

0,029 g de Nitrato de Sodio (Neon)

1,0 g de Caseina (Sigma)

Agua Destilada (g.s.p.) 500 mL

pH=5,0

Esterilizacdo feita por autoclavagem a 121°C por 15 min

Meio minimo com queratina e elastina (QE)
10 mL de Solucéo de Sais

0,5% de queratina bovina*

0,25% de elastina

Agua Destilada (g.s.p.) 500 mL

pH=5,0

Esterilizacdo feita por autoclavagem a 121°C por 15 min

*A queratina utilizada foi proveniente de pata bovina moida e elastina foi adquirida da
Sigma Aldrich® foram adicionadas ao meio minimo a fim de simular o ambiente de

infeccdo.

Meio RPMI - 1640

1 frasco de RPMI - 1640 (Sigma)

1,2 g de Bicabornato de Sadio (Sigma)
2,38 g de Hepes (Sigma)

Agua Destilada (g.s.p.) 1000 mL

pH =74

Esterilizagdo feita por filtragdo em membrana de ndilon de 22 pym
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3.4. Ensaios de sensibilidade dos fungos

Os glicoalcaloides de S. lycocarpum ja tinham sido avaliados em outro projeto
vigente e se mostraram muito potentes, mas no intuito comprovar o valor do CIM
(concentragdo inibitéria minima que inibe o crescimento macroscopico do fungo) novos
ensaios de sensibilidade foram realizados. Solugdes estoque das linhagens foram
preparadas como descrito pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards,
(CLSI, 2002). Os testes foram realizados em trés experimentos independentes. Controles
de crescimento e esterilidade foram incluidos para linhagem testada. A Terbinafina foi
utilizada como controle positivo. Os glicoalcaloides foram adicionados nas concentracfes
de 250 a 0,4 pg/ml e as placas contendo as microdiluicdes foram incubadas a 28°C. O CIM

foi determinado apds 7 dias de crescimento comparado com o crescimento do controle.

3.5. Cultura de linhagem de queratinécitos humanos

A linhagem de queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foi gentilmente
cedida pela Profa Dra Ana Paula de Souza Pardo e Prof Dr Jodo Ernesto de Carvalho da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp e do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA), Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia, respectivamente.

O cultivo da linhagem de queratinécitos HaCaT foi realizada no laboratério de
cultura de células da Unidade de Biotecnologia sob responsabilidade da Profa Dra Ana
Ldcia Fachin Saltoratto. A cultura de HaCaT foi mantida a 37°C numa atmosfera contendo
5% de CO, em meio RPMI (Sigma), com 10% de soro fetal bovino (Cultilab).

3.6. Ensaio com MTT

A concentracdo celular foi determinada através da contagem das células em
hematimetro, para tal foi realizado o seguinte célculo: nimero de células contadas x 25 x
1000. A suspenséo de células na concentracdo de 2,5x10° cél/mL foi adicionada em placas
de 96 pocos e incubada em estufa de CO, por um periodo de 18 a 24 horas para a aderéncia
das células na placa. Apos esse periodo o glicoalcaloide foi adicionado nas concentragdes
de 50 a 1,56 pg/ml e o controle comercial Doxorrubicina na concentracéo de 2,5 pg/ul em
seguida, a placa foi reincubada por 24 horas.
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Apo6s o periodo de tratamento o meio foi retirado e adicionado RPMI (Sigma)
seguido do acréscimo de 20 uL de MTT (Sigma) diluido em solugcdo de Hanks a uma
concentracdo de 5 mg/ml, depois de quatro horas a placa foi centrifugada a 4000 rpm
(Eppendorf centrifuge 5810R), o meio foi retirado e adicionado 200uL. de DMSO (Sigma)
para a solubilizac@o dos cristais de formazan e reincubada por um periodo de 1 hora. Em
seguida, a placa foi lida em comprimento de onda 550 nm, em um leitor de microplacas
(Thermo Plate reader). O ensaio foi realizado em trés experimentos independentes. Para a
analise estatistica foi realizado o teste de Scott-Knott (ANOVA) e a determinacéo do ICs

foi obtida através de uma andlise de regresséo linear p < 0,05.

3.7. Avaliacdo do transcriptoma de T. rubrum cultivado na presenca do glicoalcaloide
em condicdes de cultivo que simulam a pele humana

T. rubrum foi cultivado em meio de cultura minimo com adicdo de queratina
(Bovina) e elastina (Sigma) que simulam respectivamente a infeccdo superficial e profunda
que ocorre em pacientes imunodeprimidos (Kaufman et al., 2005). Para estudarmos a
expressao dos genes de T. rubrum na presenca do glicoalcaloide em condi¢bes que
simulam a infeccdo da pele humana, foi feita uma suspensdo de conidios com o micélio
raspado de 10 placas da linhagem CBS de T. rubrum crescido por 10 dias em 15 mL de
salina 0,9% estéril. Os conidios foram contados na Camara de Newbauer e a partir da
concentragdo de 1,42x 10° foram feitos trés experimentos independentes de cada condicio

(49 mL de meio de cultura + 1 mL de suspensdo de conidios) em triplicata:

Condigdo 1: T. rubrum cultivado a 28°C sob agitacdo (150 rpm) em meio de
cultura minimo com 50mM de glicose (Sigma) e 70 mM de nitrato ( pH 5,0 por 72 horas e
logo depois foi adicionado 10% de DMSO com agua destilada para controle do solvente

por mais 6 horas, denominado MM.

Condigdo 2: T. rubrum cultivado a 28°C sob agitacdo (150 rpm) em meio de
cultura minimo pH 5.0 adicionado de 0,5 % de queratina (Bovina) e 0,25% de elastina
(Sigma) por 72 horas e logo depois foi adicionado 10% de DMSO com &gua destilada para

controle do solvente por mais 6 horas, denominado QE.

Condicgdo 3: T. rubrum cultivado a 28°C sob agitacdo (150 rpm) em meio de
cultura minimo pH 5.0 adicionado de 0,5 % de queratina (Bovina), 0,25% de elastina
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(Sigma) por 72 horas e logo depois foi adicionada a concentragéo inibitoria de 3,9 pg/ml

do glicolcaloide Solamargina por mais 30 minutos, denominado QE 30 min.

Condicgdo 4: T. rubrum cultivado a 28°C sob agitagdo (150 rpm) em meio de
cultura minimo pH 5.0 adicionado de 0,5 % de queratina (Bovina), 0,25% de elastina
(Sigma) por 72 horas e logo depois foi adicionada a concentracéo inibitoria de 3,9 pg/ml
do glicolcaloide Solamargina por mais 6 horas, denominado QE 6 h.

Finalmente, 30 mg de RNA provenientes das 4 condi¢gdes foram extraidos e
tratados separadamente. O micélio de cada condicdo foi macerado em nitrogénio liquido e
30 mg de massa fungica foram pesados em eppendorf de 1,5 mL proveniente de cada
condicdo para a extracdo de RNA através do kit Illustra RNAspin mini isolation (GE
healthcare) seguindo as instrucfes do fabricante.

Em cada amostra foram adicionados 350 pl do tampao de extracdo RAl e 3,5 ul de
Mercaptoetanol (Serva Electrophoresis) e foram agitados vigorosamente em vdrtex, em
seguida, as amostras foram colocadas em coluna de purificacdo, para reter as impurezas do
que foi lisado pela célula, deixando passar pela coluna apenas os acidos nucleicos (DNA e
RNA), depois foram centrifugados & 11.000 g por 1 minuto. E importante notar se o
liquido das amostras que contém o RNA néo estd em contato com a coluna com impurezas,
se estiver, centrifugar novamente. Posteriormente, o liquido eluido com RNA foi
transferido para um novo tubo eppendorf e adicionado 350 ul de alcool 70% gelado e
agitado duas vezes de 5 segundos no vortéx cada amostra, depois transferido para coluna
de afinidade por acidos nucleicos. Centrifugar 8.000 g por 30 segundos e passar a coluna
de afinidade que estd com os acidos nucleicos para outro tubo coletor, adicionar 350 ul do
tampdo MDB, para a remocao dos sais e assim para que 0 processo de digestdo enzimatica
empregando DNAse proveniente do kit foi utilizado para eliminar o DNA genémico da
amostra. Centrifugar 11.000 g e descartar todo o liquido da coluna, e adicionar 200 ul do
primeiro tampdo de lavagem RA2, centrifugar & 11.000 g por 1 minuto e colocar a coluna
de afinidade em um novo tubo coletor, adicionar 600 ul do tampédo de lavagem RA3
centrifugando novamente a 11.000 g por 1 minuto. Descarta o liquido eluido e adicionar
250 pl do tampdo de lavagem RA3 novamente, centrifugar a 11.000 g por 2 minutos.
Transferir a coluna de afinidade com o material genético para o tubo eppendorf do Kit de
extragdo previamente identificado, adicionar 32 pl de H,O também proveniente do Kit e
centrifugar a 11.000 g por 1 minuto. Depois da centrifugacdo o RNA extraido foi

armazenado em ultrafreezer a -80°C.
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3.8. Escolha dos ESTs de T. rubrum depositados do banco de dados NCBI, TrED para
deposicdo em laminas de microarray

A partir dos 44.000 ESTs de T. rubrum depositados nos bancos de dados foram
selecionadas sequéncias ndo redundantes e de boa qualidade.
3.8.1. CUSTOMIZAGCAO DAS LAMINAS

A customizacdo das laminas foi feita pelo prof. Dr. Iran Malavazi — UFSCar. A
escolha dos clones foi feita através da criacdo de um arquivo FASTA a partir dos 47885
clones depositados no banco de dados do NCBI. O programa e-array eliminou sequéncias
redundantes e de baixa qualidade. A seguir, através do programa de Array (Agilent) as
sequéncias foram ordenadas e utilizadas para a confeccdo de oligos de 60 mers relativos a
cada sequéncia selecionada no banco de dados. A “biblioteca virtual de oligos de T.
rubrum” foi enviada para a empresa Agilent para deposicdo das sequéncias nas laminas e
construgdo dos “oligo chips” contendo 4x 44000 spots cada lamina (incluindo controles
internos). Utilizamos a tecnologia de “oligo chips” devido a facilidade de deposi¢do, custo
reduzido em relacdo a deposicao de produto de PCR de bibliotecas de cDNA e reducdo do

uso da quantidade de RNA necessario para marcacdo com este tipo de lamina.

3.9. Marcacdo das amostras de RNA, hibridacdo, aquisicdo de imagens e analise dos
dados

3.9.1 MARCACAO DAS SONDAS

A marcagdo das sondas foi feita com o kit LowlInput Quick Amp Labeling

(Agilent Techonologies) seguindo as recomendacdes do fabricante, descritas abaixo.

12 Etapa: Preparacdo das Amostras de RNA

Os RNAs das 4 condicdes experimentais de cada situacdo analisada
separadamente (MM, QE, QE30min e QE6h) e cada uma diluida na concentragéo de

100 ng de RNA em um volume final de 3 pL.

2% Etapa: Preparacdo do Controle de Marcacdo (spike)

O spike foi descongelado em gelo e submetido a uma breve agitagéo e, em

seguida, o spike foi incubado a 37°C por 5 min. Decorrido o periodo de incubacao,



realizou-se a diluicdo do spike, essa diluicdo teve por base a concentracdo da
amostra de RNA utilizada e por isso foi diluido até a 42 dilui¢do, que é uma diluicéo

apropriada para concentragdes proximas a 100 ng.

Diluicdes Razéo
12 1:20
22 1:25
32 1:10
43 1:20

*Todas as diluicBes foram feitas para um volume de 40 pL, com excecdo da
2% diluicdo que foi feita para 50 pL. A cada diluicdo, foi realizado uma
homogeneizagdo por pipetagem. Finalizando as dilui¢cdes, o microtubo referente a 42
diluicdo foi brevemente centrifugado e 2 pL desta diluicdo foi adicionada aos 3 pL

de RNA previamente preparado de cada situacdo de estudo.

32 Etapa: Preparacdo da Reacdo de Marcacgéo

A preparacdo das reagOes de marcacdo foi feita adicionando 0,8 pl do
“primer” T7 ao microtubo de spike + RNA, seguido de desnaturacdo a 65°C por 10
min. Ao final da desnaturacéo, as amostras foram imediatamente colocadas no gelo e
incubadas por 5 min. Neste momento, o tampao “5x Strand Buffer” foi previamente
aquecido a 80°C por 3-4 min. Apds seu aquecimento, este tampdo foi centrifugado e

mantido a temperatura ambiente.
- Preparacdo da Reacdo de cDNA:

A sintese de cDNA foi feita de acordo com a tabela 2

Tabela 2: Componentes e respectivos volumes (UL) para a reagdo de sintese de cDNA
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Componentes Volume (uL) por reacéo
Amostra (RNA+ spike+T7) 5,8
5x First Strand Buffer 2

0,1MDTT 1
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10 mM dNTP mix 0,5
Affinity Script Rnase Block Mix 1,2
Volume Final 4,7

Logo apds sua preparacdo foi feita uma homogeneizacdo por pipetagem,

seguida de incubacdo a 40°C por 2h.

-Inativacao das enzimas

A inativacdo das enzimas foi realizada por aquecimento a 65°C por 15 min,
apo6s o aquecimento as amostras foram coladas em gelo por 5 min, e ao término

destes periodos de incubacéo, as amostras foram brevemente centrifugadas.

- Reacdo de Transcri¢do

A tabela 3 descreve os componentes da reacdo se transcricdo e seus

respectivos volumes.

Tabela 3: Componentes da reacdo de Transcricao

Componentes Volume (L) por reacgéo
Agua Nuclease Free 0,75
5x Tampdo de Transcri¢do 3,2
0,1MDTT 0,6
NTP mix 1
T7 RNA polimerase blend 0,21
Cianina 3-CTP 0,24
Volume Total 6

Foram adicionados 6 pL da reacdo de transcricdo em cada tubo de amostra e
a homogeneizacao foi feita gentilmente por pipetagem. Prosseguiu-se com uma nova
incubacgdo a 42°C por 2 h. A partir do momento de uso da cianina, todos passos

subsequentes foram realizados no escuro.

42 Etapa: Purificacdo do RNA Amplificado e Marcado.



Este procedimento foi realizado utilizando o Kit Illustra (GE Healthcare).

Iniciou-se com a lavagem das amostras com o tampdo RAL, para cada
volume de amostra foi utilizado 3,5 volumes de tamp&o, no mesmo microtubo foi
acrescido etanol absoluto, em igual proporcdo ao RAL. O volume total
correspondente ao volume da amostra + tampdo RA1 + etanol absoluto foi
transferido para uma coluna de afinidade ao RNA de coloragéo azul fornecida pelo
kit Illustra e centrifugou- se a 8000 g por 30 seg, apos a centrifugacdo o tubo coletor
foi descartado e foi adicionado 600 puL do tampdo RA3 e prosseguiu-se com uma
centrifugacdo a 11000 g por 1 min, neste momento o liquido eluido foi descartado e
foi adicionado 250 pL de RAS3, seguido de uma centrifugagdo a 11000 g por 3 min.
Finalizando, o tubo coletor foi descartado e a amostra purificada foi eluida com 40
pL de dgua mili-Q-DEPC em uma centrifugacdo de 11000 g por 1 min.

52 Etapa: Quantificacdo do CRNA

A quantificacdo foi feita espectroscopicamente em aparelho nanoDrop (MD
1000), sendo quantificados a concentracdo do corante (pmol/uL), a razdo de
absorbancia do RNA (A260/A280) e a concentracdo do cRNA (ng/pL). Os calculos
feitos a partir dos valores acima mensurados referem-se a qualidade e eficiéncia da

marcagdo. Foram feitos da seguinte forma:

- Concentracdo total de cRNA: ng/ pL x 40 pL / 1000 pL

- Cy3 x 40 = pmol

- Atividade especifica: [Cy3] / [CRNA]

Os parametros para uma marcacéo eficiente e de qualidade s@o concentragao

> 1,65 pg de cRNA e atividade especifica >9.

- Preparacédo do 10x Blocking Agent

20
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O Blocking Agent foi ressuspendido em 500 pL de agua nuclease- free,
homogeneizado por agitacdo ou por pipetagem, sequido de uma centrifugacdo breve

por 5-10 seg.

62 Etapa: Hibridizagdo Das Amostras

Os componentes da reacéo de hibridizagdo encontram-se descritos na tabela

Tabela 4: Reagentes de Fragmentacéo para laminas de microarray no formato de 4x44 ou
8x15

Componentes Volume (uL)/Massa g
cRNA amplificado e marcado com Cy3 1,65 ug
10x Blocking Agent 11
Agua nuclease-free Qsp 52,8
25x Tampéo de Fragmentacao 2,2
Volume Total 55 pL

Os componentes da reacdo foram homogeneizados gentilmente por
pipetagem e em seguida incubados por 30 min a 60°C a fim de se promover a

fragmentacdo do RNA.

Decorridos os 30 min, as amostras foram colocadas imediatamente no gelo e
mantidas em gelo por 1 min, e logo apds foram adicionados 55 pL do reagente
2XGEx Hybridization Buffer HI-RPM e apds ser adicionado, a homogeneizacao
cuidadosa para evitar a formacdo de bolhas e o microtubo foi mantido em gelo,
centrifugou-se 13000 rpm (Hettich centrifuge mikro 200R) por 1 min e foi feita a
aplicagdo de 100 pL da reacdo final de marcagdo na lamina de vedagéo e esta foi
acoplada a lamina com arrays e levadas a forno de hibridizagéo (Shel Lab) a 65 °C,

10 rpm por 17 h.
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3.9.2. LAVAGEM DAS LAMINAS
O desacoplamento entre a lamina com os arrays e da lamina de vedacdo foi
realizado em imersdo no Tampao de Lavagem “Wash” 1 (Agilent Technologies), a

temperatura ambiente. Em seguida foram feitas as lavagens da seguinte forma:

12 lavagem: Tampao de Lavagem “Wash” 1 (Agilent technologies) a temperatura ambiente

por 1 min.

2% lavagem: Tampao de Lavagem “Wash”2 (Agilent Technologies) a 40° C por 1 min.

3% lavagem: Acetonitrila a temperatura ambiente por 10 seg.

42 lavagem: Estabilizacdo e Tampao de Secagem a temperatura ambiente por 30 seg.

3.10. Aquisicdo das imagens
O escaneamento das laminas foi realizado no laboratorio de Imunogenética

Molecular do Departamento de Genética da FMRP do prof. Dr. Geraldo Aleixo Passos Jr.,
em scanner G2565CA Agilent. O software Feature Extraction (Agilent) foi utilizado para a

extracao dos dados e para andlise inicial das imagens.

A andlise dos dados foi realizada usando o programa “Agilent Feature Extraction”
software version 10.5. Os dados do microarray numericamente quantitativos foram
normalizados em 75% e analisados de acordo com a plataforma GeneSpring GX
bioinformatics (http://www.agilent.com/chem/genespring) gerando o cluster hierarquico
dos genes modulados de T. rubrum baseado na andlise estatistica ANOVA (P < .01) com

fold change >2.0 e correlagdo métrica de Pearson (Eisen et al., 1998).

3.11. Andlise estatistica dos dados do microarray de Trichophyton rubrum nas
diferentes condicdes de cultivo

A andlise dos dados foi feita utilizando software Gene Spring 12.6 (Agilent), as
correcdes de normalizacdo foram realizadas com o algoritmo quantile. A identificacdo dos
genes diferencialmente expressos foi feita através de uma comparacdo aos pares entre 3
grupos de condicdo (MM x QE; QE x QE30min; QE x QEG6h), atraves do Moderated T-
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Test com corte de 0,05 e com um fold change de 2. O fator de correcdo mdaltiplo utilizado
foi o de Storey with Bootstrapping. Com relacdo a comparagdo entre queratina e elastina
versus queratina e elastina + Solamargina por 30 min optou-se em ndo empregar fator de
correcdo, devido as menores diferencas entre as modulacbes apresentadas entre essas

condicdes.

3.12. Anotacéo funcional dos genes modulados

A anotacdo funcional dos genes foi realizada por um dos membros do nosso grupo
de pesquisa, o doutorando Matheus Elloy Franco. A partir da listagem das PROBES
moduladas utilizou-se o programa Local Blast com e-Value <= le-5 para mapear as
mesmas com os transcritos de T. rubrum CBS 118892 resultantes do projeto Comparativo
de Dermatophyte Comparative Database — Broad Institute. Com a finalidade de obter mais
informacgdes além das anotagcbes com o Blast dos transcritos relacionados, utilizou-se o
programa BLAST2GO, buscando assim informagdes como assinaturas proteicas similares
(InterProScan) (Zdobnov e Apweiler, 2001), termos do Gene Ontology (Ashburner et al.,
2000), Enzime Code — busca do codigo da enzima e KEGG - Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes — visualizacdo dos mapas metabdlicos onde os genes e/ou seus
produtos atuam (Kanehisa e Goto, 2000).

3.13. Categorizacao dos genes diferencialmente expressos

Apo6s 0 mapeamento dos genes, foi realizada a categorizacdo funcional dos genes
mapeados diferencialmente expressos de acordo com Gene Ontology, utilizando a
ferramenta Blast2GO. Como varios termos estdo associados a um Unico gene, utilizou-se a
ferramenta BayGO, para estimar as categorias super-representadas em cada uma das
condigdes analisadas (Véncio et al., 2006).

3.14. Validacao dos dados de microarray por PCR quantitativo

Apos a extracdo, quantificacdo e avaliacdo da integridade do RNA, o RNA foi
tratado para obter o cDNA de cada amostra com o kit DNAsel Sigma, que consistiu em
tratar 1 pug do RNA com 1 pl de DNAse (1000 U), 1 ul Buffer DNAse (10X), por 15
minutos a temperatura ambiente. A seguir adicionou-se 1 ul de Oligonucleotideos DT

(0,5pg/pL) num volume final de 12 pl, que foi incubado por 5 minutos a 65°C.
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A seguir foram adicionados no tubo os seguintes reagentes do kit RevertAid Minus
First Strand cDNA Synthesis da Thermo Scientific:

Reagentes Quantidade por amostra
Reaction Buffer 5X 4 ul
dNTP 10Mm 2 pl
Transcriptase reversa 1l
Inibidor de RNAse 1l

Foram adicionados 8 pl do MIX do em cada amostra que foram incubados no
Termociclador (ESCOHEALTHCARE Swift MaxPro) seguindo os parametros: 42° C por
1 h, 70°C por 5 minutos e depois resfriado por 4°C e levado ao ultrafreezer -80°C para

armazenagem.

3.14.1. Desenho e padronizacao de primers para validagdo dos dados de microarray
Para o desenho dos iniciadores inicialmente foram selecionadas as sequéncias no
site do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) para os genes que codificam: 18S, Fatty Acid
Dehydratase, Gtp-binding nuclear protein gsp 1 ran, Metacaspase-1 e Wd repeat protein.
Posteriormente, foi utilizada a ferramenta do site www.idtdna.com, denominado de “Real
Time PCR tool”, para o desenho dos “primers” que seguiram os parametros exigidos para

a realizacdo do PCR quantitativo (Tabela 5).

Todos os genes escolhidos para validacdo do microarray foram desenhados como
descrito acima. A padronizacdo da reacdo de PCR quantitativo foi realizada utilizando
diluicdes seriadas de cDNA nas concentragdes de 50, 70 e 100 uM dos primers para obter

uma eficiéncia de reacdo entre 90 e 110%.

Tabela 5: Primers usados para gPCR

Gene Sequéncia Taz[:l)?)r)lho Referéncia
ERG1 F: GTGAAGATACCTTTCCCTAGCG 148 Komoto et al 2015

R: TTATGGTAGAAACGGCCTTGG

F: AAGCGTCGTTGTCGGTAAGC
Hsp60 R: TGTCGAAGCCACGGTTAAAGT 62 Jacobetal 2015

F: ACCGTGCTGCCCTTGCT
Hsp90 R: GTGATCTCGTCGCCAGACTTG 61 Jacobetal 2015

F: GCATGGACTTATGCTTGCGG
MEP4 R: TGGATATCTGGGGAAGGCGA 131 Komoto etal 2015

F: GCACTGATCTGCAGCTCGACC .
TruMDR2 R: CCAACGTCATCCTCCCAGAC 91 Fachin et al 2006
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) ) F: AACATGATGGCTGCCACTGA
Tubulin beta chain R AAGATGGCAGAGCAGGTAAGGT 253 Jacob et al 2012

185 F: AGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCA 97 Este trabalho
R: TCGCAT TTCGCTGCGTTCTTCATC

. F: CCACTCGCAGGGTATCATTAC
Fatty Acid Dehydratase R: CGATCCAGAAGAGCATGGTTAG 104 Este trabalho
Gtp-binding nuclear F: GTGGACTCCGAGATGGATACTA
protein gspl ran R: GGGACGTTCTTGTAGGTGATAC
F: TCACAGACGACCAACAGAAC

Metacaspase-1 R GGCCTGAATAGTGGAAGAAGAG 120 Este trabalho

88 Este trabalho

W(d repeat protein P TCTCCTGGCTAACAGCTACT 75 Este trabalho
peatp R: GCATGTACCACTCCTCGTAATC

3.15. PCR Quantitativo

Seis genes (Tabela 5) foram selecionados para qPCR com a finalidade de validar
os dados de expressao de microarray. O DNA complementar foi sintetizado a partir de 100
ng de RNA total num volume de reacdo de 20 uL usando o RevertAID H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Os experimentos de gPCR foram
realizadas em duplicatas utilizando o Kit de SYBR Taqg Ready Mix (Sigma) em um sistema
Mx3300 QPCR (Stratagene) de acordo com Bitencourt et al., 2016. As condi¢bes dos
ciclos foram como se segue: desnaturacdo inicial a 94 ° C durante 10 min, seguido de 40
ciclos a 94°C durante 2 min, 60 s a 60°C e 1 min a 72°C. Uma curva de dissociagéo foi
construido no final de cada ciclo de PCR para verificar se um Unico produto foi
amplificado. Os niveis de expressdo foram calculados pelo método Ct comparativo
utilizando os genes 18S e Beta Tubulina para normalizacdo. A referéncia para a validacéo
dos dados de microarray por PCR quantitativo foi o meio de cultura minimo suplementado
com queratina e elastina. Os resultados foram representados como a média + desvio padréo

de dois experimentos independentes.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Ensaios de sensibilidade dos fungos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada através do teste de
microdilucdo em placas de 96 pocos em meio RPMI segundo o protocolo CLSI, 2002 com
incubacéo por 7 dias a 28°C. Os resultados demonstraram que os glicoalcaloides foram
efetivos, a solamargina CIM= 3,9 ug/ml, solasonina CIM= 15,6 ng/ml e a- solanina CIM=
15,6 pug/ml, o controle terbinafina apresentou CIM de 0,019 pg/ml e a aglicona CIM> 250
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pg/ml conforme a tabela 6. Esses resultados sugerem que estes glicoalcaloides podem ser
promissores para o desenvolvimento de antifungicos, sendo a solamargina de maior
interesse por apresentar baixo CIM e portanto, maior atividade antiflngica.

Baseado no alto valor de CIM obtido para aglicona (> 250 pg/ml), acredita-se que a
propriedade antifungica desses compostos esteja relacionada aos agucares presentes em
suas estruturas moleculares. Sabe-se que a terbinafina inibe a enzima esqualeno epoxidase,
que estd envolvida na biossintese do ergosterol. O ergosterol é o principal esterol da
membrana plasmatica, sendo um componente vital da célula fangica. Devido a sua
importancia é o principal alvo especifico dos antifingicos atuais, principalmente 0s
compostos de azoles e da terbinafina. Entretanto, linhagens de dermatofitos resistentes a
esses agentes antifungicos tém sido relatadas (Mukherjee et al., 2003; Osborne et al.,
2003).

Tabela 6: Atividade antifungica (CIM) dos glicoalcaloides

Composto pg/ml pM
Solamargina 3,9 4,49
Solasonina 15,6 17,64
a- Solanina 15,6 17,97
Aglicona >250 >414,34
Terbinafina 0,019 0,05

4.2. Atividade Citotdxica

O teste MTT 3-(4,5 dimetil- 2tiazol- 2,5- difenil-brometo de tetrazolium) avalia o
metabolismo celular baseado na habilidade do sistema succinato tetrazolina redutase
mitocondrial em converter o composto amarelo tetrazolato, no precipitado azul formazan,
pela enzima succinato desidrogenase presente na mitocondria das células. A proporcéo de
corante produzido é compativel ao nimero de células metabolicamente ativas (Almeida,
De et al., 2004). A atividade citotoxica in vitro da solamargina mostrou um valor de ICs
de 10,92 uM em 24 horas de tratamento (Tabela 7). O tratamento com Doxorrubicina,
quimioterapico comercial utilizado como controle positivo, inibiu a proliferacdo na
linhagem celular HacaT com 2,5 pug/ml em 24 h de tratamento. O controle do solvente
utilizando DMSO néo apresentou citotoxicidade em 24 h de tratamento.
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Tabela 7: Atividade citotdxica dos glicoalcaloides em linhagem celular de queratindcitos
humanos HaCaT

Composto pg/ml UM
Solamargina 9,47 10,92
Solasonina 37,62 42,56
a- Solanina 39,94 42,56

Doxorrubicina 2,5 4,59

Dessa forma, a Solamargina foi escolhida para os ensaios de transcriptoma devido a
pronunciada atividade antifangica contra o dermatéfito T. rubrum CBS 118892 e moderada
citotoxicidade comparada ao controle comercial Doxorrubicina na linhagem celular HaCaT

em comparagdo aos outros glicoalcaloides Solasonina e a- Solanina.

4.3. Analise da qualidade do RNA

Para estudarmos o efeito do glicoalcaloide solamargina na expressao dos genes de
T. rubrum em condicdes que simulam a infeccdo da pele humana, utilizamos o micélio do
fungo previamente crescido por 72 horas, e que a seguir foi exposto por 30 minutos e 6

horas a solamargina, afim de verificar a resposta rapida e tardia.

A concentracdo e a qualidade dos RNAs extraidos foram medidas por
nanofotdmetro (Impen®), e a integridade determinada através de eletroforese microfluidica
que gerou gel virtual e concomitantemente uma nota de integridade (RIN — RNA Integrity
Number), ambos fornecidos pelo bioanalisador Bioanalyzer 2100 (Agilent), utilizando
algoritmo para plantas, pois para fungos ainda ndo foi desenvolvido algoritmo apropriado,
e plantas e fungos possuem similaridade celular, inclusive no que se refere as subunidades
de RNA ribossbmico. As amostras de cada situacdo experimental foram escolhidas de
acordo com as melhores notas de integridade (Tabela 8) obtidas através do Bioanalyzer

com um valor de RIN acima de 7.

Tabela 8: Nota de integridade do RNA das condi¢des estudadas

Amostra RIN
MM 1 7,70
MM 2 6,20
MM 3 6,70
QE1 7,90

QE?2 8,70
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4.4. Analise do transcriptoma de T. rubrum

28

Dos 44 mil genes de T. rubrum depositados na lamina, verificou-se que 987 genes

foram modulados (reprimidos e induzidos) no meio de cultura contendo queratina e

elastina, comparado com o meio de cultura minimo com glicose e nitrato (Figura 4).

Figura 4: Categorizacdo de genes modulados em meio minimo com queratina e elastina
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Categoria de genes induzidos em meio de cultura minimo com
queratina e elastina (B)
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Portanto, tendo em vista que o objetivo principal deste trabalho foi a avaliagdo do
transcriptoma de T. rubrum na presenca de Solamargina, os dados referentes aos genes
modulados em resposta a presenca de substratos proteicos ja foram discutidos e publicados

em outro trabalho do grupo de pesquisa (Bitencourt et al., 2016).

Quanto ao transcriptoma de T.rubrum na presenga da droga, 836 genes foram
modulados em meio contendo queratina e elastina adicionado de solamargina no tempo de
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30 minutos e 580 transcritos foram modulados no tempo de 6 horas. A distribuicdo desses

genes entre as diferentes situacdes encontra-se representada na figura 5.

Figura 5: Diagramas de Venn, mostrando o numero de genes modulados durante o
crescimento de T. rubrum em meio de cultura minimo com queratina e elastina na presenca

de Solamargina por 30 minutos e 6 horas

30 minutos 6 horas

Condicéo Induzidos Reprimidos  Total
30min 392 444 836
6h 319 262 581

As principais categorias de genes compartilhados apds a exposicdo a Solamargina
por 30 minutos e 6 horas foram: genes com funcBes desconhecidas, genes envolvidos em

processos metabolicos, genes de transporte, genes de regulacdo de transcrigdo (Figura 6).
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Figura 6: Principais categorias funcionais de genes comumente modulados apds

exposi¢do a solamargina por 30 minutos e 6 horas
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A quantidade de dados gerados nos laboratérios é cada vez maior e as analises in
silico desses dados necessitam ser cada vez mais automatizadas, para tanto a
Bioinformatica precisa produzir softwares que atinjam esse objetivo, mas que também
sejam mais faceis para 0s usuarios com menores conhecimentos em Tecnologia da
Informacgdo, Linux e/ou Bioinformatica. O BLAST2GO é uma ferramenta grafica, com
interface intuitiva e multi plataforma que permite fazer as analises mais usuais para
anotacdo de sequéncias. Os resultados da anotacdo automatica (comparagdes automaticas
das sequéncias com bancos de dados) devem passar por uma curadoria (verificagdo
manual), onde as informagdes possam ser confirmadas ou corrigidas. Entretanto, cabe
ressaltar que a verdadeira validacdo dos resultados de andlises in silico deve ser
biologicamente realizada. Os resultados de anotacdo automética sdo muito importantes,
pois auxiliam na descoberta da importancia bioldgica da sequéncia dentro do contexto em

que ela foi obtida.

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados obtidos, ap6s a anotacdo de dados foi
feito o enriquecimento funcional através do software BAYGO que classifica termos com

significancia estatistica, ou seja, e possivel fazer uma categorizacao especifica. O genoma



32

de Trichophyton rubrum foi sequenciado recentemente esta disponivel no Banco do
Genoma Comparativo de Dermatofitos, Broad Institute (MIT Harvard) (http://www.
broad.mit.edu/annotation/genome), entretanto, a maioria dos genes de T. rubrum s&o
anotados de acordo com outros fungos e suas funcdes reais ndo foram confirmadas
biologicamente. Um fato interessante apds a categorizacdo (Figura 7), foi o
comportamento das heat shock protein que em 30 minutos com solamargina os genes
codificadores destas proteinas se apresentam induzidos, mas ao longo do tempo, devido
permanéncia na droga estes genes encontram-se reprimidos, sendo um possivel alvo de

acao.
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Figura 7: Categorizacdo de genes modulados em resposta a solamargina nos

diferentes tempos estudados (A) 30 minutos (B) 6 horas.
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Categoria de genes modulados em resposta & SM por 6h (B)
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Alguns genes das tabelas 9 e 10 foram escolhidos para validacdo dos dados de
microarray devido ao seu envolvimento com a patogenicidade, adaptacdo ao ambiente e

viruléncia.
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Tabela 9: Principais genes modulados relacionados a viruléncia e resposta a drogas dos

dados de microarray

Expression change

Gene Id 30min oh Tentative annotation
Phosphorylation
TERG_04733 -2,32 - camk camk1 camkl1-cmk protein kinase
TERG_07115 3,27 - serine threonine protein kinase
TERG_04042 2,35 - serine threonine protein kinase
TERG_00768 2,32 - serine threonine protein kinase
TERG_12280 2,21 - serine threonine protein kinase
TERG_06932 2,11 - serine threonine protein kinase
TERG_08143 -2,30 - serine threonine protein kinase
TERG_08278 - 2,24 serine threonine protein kinase
TERG_08938 - -2,15  thermoresistant gluconokinase family protein
Apoptotic Process
TERG_07377 -2,03 - metacaspase-1
Biosynthetic Process
TERG_08528 -2,38 2,19 fatty acid synthase beta subunit dehydratase
TERG_07657 - -2,58  chitin synthase d
TERG_02562 - 2,69  chitin synthase
TERG_04919 - 2,11  chitin synthase v
TERG_06364 - -2,09  chitin synthase export chaperone
Integral to
membrane
TERG_05717 -3,92 - squalene epoxidase
Metabolic Process
TERG_01271 -2,30 - isocitrate lyase
Chitin Catabolic Process
TERG_11657 -5,54 - glycoside hydrolase family 18 protein
Proteolysis
TERG_03815 2,49 2,04  subtilisin-like protease 3
TERG_02985 -2,08 - wd repeat protein
TERG_06552 -2,17 2,07  aspartic-type endopeptidase
TERG_04324 4,03 -2,70  extracellular metalloproteinase 4
TERG_05652 2,24 - leucine aminopeptidase 1

Signal Transduction
TERG_07664 - 2,28  rho gtpase activator rga
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Transport
TERG_01443 2,18 - abc multidrug transporter
TERG_08751 -2,25 - abc multidrug
TERG_08613 2,12 2,16  ABC multidrug transporter
TERG_01187 - 2,35  gtp-binding nuclear protein gspl ran

- ndo apresentou modulagéo

4.5. Validacéo de dados do microarray por gPCR

Os resultados de microarray foram validados através da selecdo de 6 genes do
dermatofito T.rubrum envolvidos com vérias fungBes bioldgicas, utilizando PCR
quantitativo (Figura 8). Os genes avaliados por gPCR foram escolhidos considerando seu
envolvimento na patogenicidade, viruléncia, via de biossintese do ergosterol e genes de
reposta a estresse relacionados a adaptagéo e vias de transducdo de sinais (Hsps). O gPCR
foi feito em método de quantificagdo comparativa e de expressdo, com valores de
modulacéo de dados em escala logaritmica na base 2, através da formula AACt= (Ctgene alvo
- Ctyormalizador)tratamento — (Ctgene alvo — Ctaormalizador)Calibrador. Para avaliar o efeito da
solamargina na expressdo de genes nos diferentes tempos a referéncia utilizada foi
condigé@o controle (ausente de drogas). Os dados de microarray e q°PCR mostraram um
forte correlagdo com valor de 72,73%.

Figura 8: Real time RT PCR dos principais genes de T. rubrum modulados no
experimento de microarray durante o crescimento em meio contendo elastina e queratina

na presenca de solamargina durante 30 minutos em comparagdo com o controle
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No presente trabalho, o crescimento de T.rubrum na presenca de solamargina por
apenas 30 minutos, reprimiu o gene codificador da metacaspase-1 (Figura 8). J4& em 6
horas ndo foi observado modulacdo desse gene. As caspases, sdo classificadas em
metacaspases e paracaspases € sdo descritas metacaspases que estdo envolvidas na morte
de células fungica e de vegetais (Vercammen et al., 2007). Foi demonstrado em C.
albicans que a metacaspase esta envolvida na morte celular por apoptose induzida por
estresse oxidativo via perdxido de hidrogénio (Cao et al., 2009). A inducdo de apoptose em
S. cerevisieae, também foi demonstrada apos tratamento mesmo em baixas concentragdes
de &cido acetico, indicando uma outra forma de estresse celular (Ludovico et al., 2001).
Além disso, em S. cerevisiae, foi demonstrado que o processo de envelhecimento em
levedura pode levar a inducdo de apoptose celular via metacaspase-1(Hill et al., 2014).
Dessa forma, sugerimos que neste trabalho ndo houve inducdo de morte celular por
apoptose mediada por metacaspase-1 em T.rubrum apds exposi¢do a solamargina no menor

tempo ensaiado.

Outro gene modulado nos experimentos de microarray foram as proteinas de Heat
Shock (Hsps) que tem importancia por possuirem diferentes funcGes celulares, como
reconhecimento e ligacdo a outras proteinas denominadas de proteinas-cliente, que se

encontram enoveladas ou desenoveladas.

A Hps90 serve como uma plataforma para a dobramento e a maturacdo de muitas
proteinas-cliente incluindo proteinas quinases e receptores de hormoénios esteroides. Para
cumprir esta tarefa, Hsp90 pode realizar mudancas conformacionais devido a energia
liberada pela hidrolise de ATP. Além disso, a Hsp90 pode recorrer a um amplo conjunto de
co-chaperonas, que se encaixam aos diversos dominios da proteina Hsp90, segundo as
necessidades especificas da proteina-cliente. Assim, o conhecimento sobre as varias
funcBes celulares exercidas pela Hsp90 e suas co-chaperonas proporcionaria um namero
maior de opcdes de alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos antifungicos (Eckl
e Richter, 2013). Neste trabalho, podemos destacar o comportamento da Hsp90 e de sua

co-chaperona Cdc37 na presenca de Solamargina em dois tempos distintos.

Os genes de Hsp90 sdo conservados em diversos organismos, mas 0os dominios de
ligagdo da proteina Cdc37 variam ligeiramente, o que implica que diferentes quinases
podem utilizar dominios distintos para interagir com a maquinaria da chaperona Hsp90. As
proteinas quinases sdao uma familia de proteinas chave envolvidas na comunicacdo do

controle intracelular, regulacéo e transdugéo de sinais.
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A ativacdo e maturacdo de quinases depende de um co-factor especifico, a proteina
Cdc37. Taipale et al., 2012 descreveram que as proteinas quinases dependem da interacdo
com Cdc37 e Hsp90. O controle do dobramento de proteinas quinases é realizado pela
proteina Cdc37, que é um componente principal de sinalizacdo do complexo da Hsp90
(Olesen et al., 2015).

Sabe-se que a interacdo Hsp90/Cdc37 pode envolver dois sitios. No nematdide C.
elegans a Cdc37 liga-se ao M-dominio da Hsp90, enquanto que a Cdc37 de humano
interage mais fortemente ao N-dominio (Eckl e Richter, 2013). Além disso, pode formar
um supercomplexo de Hsp90 com a interacdo entre diversas co-chaperonas e co-fatores
(Cdc37, proteina-cliente, HOP, Hsp70, Hsp40, p23 e Ahal).

No presente trabalho, foi observada a indugdo da chaperona Cdc37 e da Hsp90
quando T. rubrum foi exposto por 30 minutos a solamargina, porém em 6 horas ambos 0s
genes foram reprimidos (Tabela 10). Houve também modulacdo das Hps40 e Hsp70 que
podem estar relacionadas ao complexo, mas nao se sabe em qual dos dominios a ligacdo do
complexo Cdc37/Hsp90 em T.rubrum é feita. Em suma, as co-chaperonas e co-fatores
permitem que a Hsp90 se associe com diversas proteinas-cliente, que sem a interacdo com

a Hsp90 seriam destruidas.

Tabela 10: Modulacéo de Proteinas de Heat Shock (HSP) do microarray de T.
rubrum na presenca de solamargina

Expression change

Gene Accession number 30min 6h
hsp70 family TERG_07058 2,34 -
hsp90-like protein TERG_07237 - -2,34
hsp90-like protein TERG_06963 2,32 -2,08
hsp60-like protein TERG_04141 3,03 -
heat shock protein stil TERG_06870 2,40 -
hsp70-like protein TERG_06505 2,38 -2,09
chaperone heat shock protein TERG_01122 2,36 -
30 kda heat shock protein TERG_01659 2,35 -2,16
hsp90 co-chaperone cdc37 TERG_06398 2,32 -2,14
hsp40 co-chaperone TERG_06719 2,20 -
hsp98-like protein TERG_12507 2,17 -
hsp88-like protein TERG_07658 -2,14 -
heat shock protein ssbl TERG_01883 - 2,05

- ndo apresentou modulagdo; 30min=meio minimo com queratina e elastina na presenca
de solamargina por 30 minutos; 6h= meio minimo com queratina e elastina na presenca
de solarmagina por 6 horas
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Leach et al., 2012 observaram que em C. albicans, a inibicdo da proteina Hsp90
também afetou a biogénese da parede celular, através da sua remodelagem por meio de
ruptura das vias de sinalizacdo. No presente trabalho, quando T. rubrum foi submetido a
exposicdo de solamargina por 30min, foi observada a inducéo dos genes Hsp90 e Cdc37
cujo complexo pode estar envolvido na ativacdo de respostas ao estresse causado pela a¢éo

da droga.

Jacob et al., 2015 observaram que a inibi¢do da atividade da proteina Hsp90 pelo
composto 17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) em T.rubrum, quando
cultivado na presenca dos antifungicos comerciais Itraconazol e Micafungina, interferiu na
modulacdo de expressdo de genes que codificam outras hsps e também no gene pacC, um
gene envolvido com a regulacéo de pH e também relacionado com viruléncia. Além disso,
a inibicdo da atividade da Hsp90 diminuiu drasticamente a capacidade de T.rubrum em

crescer em fragmentos de unha humana.

Nesse trabalho, as Hsp40 e Hsp70 foram moduladas positivamente na presenga da
solamargina por 30 minutos, fato que sugere que as proteinas codificadas por esses genes
possam estar interagindo com o complexo Hsp90. A Hsp70 esta relacionada a diversos
processos celulares, tais como promover o enovelamento, o transporte e a degradacdo da
proteina de ligacdo ao substrato. A Hsp70 liga-se com a Hsp40, estimulando a sua
atividade ATPasica, pois a Hsp40 é co-chaperona da Hsp70. Além disso, a Hsp70 auxilia a

proteina-cliente a se ligar ao complexo da Hsp90 (http://hsp40.com/).

Adicionalmente, o gene que codifica a proteina Hsp60 também foi induzido na
presenca de solamargina por 30 minutos, provavelmente em resposta ao estresse provocado
pela droga. A Hsp60 tem sido associada a uma variedade de fungdes celulares importantes
tais como a apoptose e a resposta imune. Ela funciona principalmente como uma
chaperona molecular que auxilia o dobramento correto de proteinas mitocdndriais (Sun et
al., 2012). Além disso, essa proteina esta envolvida na diferenciacdo, infeccdo e
colonizacdo, desempenhando um papel importante na patogenidade de fungos causadores
de doencas (Tiwari, Thakur e Shankar, 2015).

Como demonstrado, os genes codificadores das proteinas de Heat Shock foram
modulados por T.rubrum na presenca da droga solamargina em resposta ao estresse, e
estdo relacionados a transducdo de sinais por oferecerem vantagens ao patdégeno em
condicgdes adversas. A repressdo de alguns genes que conferem a ativacdo da Hsp90 como

a co-chaperona Cdc37, sdo atrativos na busca de novos alvos terapéuticos. No presente
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trabalho, ambas chaperona e co-chaperona foram moduladas negativamente na presenca do

glicoalcaloide solamargina por 6 horas.

Outro dado interessante foi & repressdo do gene que codifica a enzima esqualeno
epoxidase quando T. rubrum foi exposto a solamargina em 30 minutos. Essa enzima esta
envolvida na biossintese de ergosterol, que € um componente de membrana celular e € alvo
do antifngico comercial terbinafina. Bitencourt et al., 2013 revelaram que 0s compostos
naturais Transchalcona e Quercetina inibiram a sintese de ergosterol e de acidos graxos. A
inibicdo da enzima esqualeno epoxidase acarreta um acumulo de esqualeno e reducao do
nivel de ergosterol em células fungicas como demonstrado na figura 9 (RYDER, 1992).
Dessa forma, podemos sugerir que a solamargina pode exercer seu efeito antifungico
através da repressdo do gene que codifica a esqualeno epoxidase envolvendo a transducdo
de sinal, interferindo assim na via do ergosterol, componente da membrana plasmatica que
interfere na integridade da membrana plasmatica celular, além de ser alvo exclusivo de
celula fungica.

Figura 9: Biossintese do Ergosterol
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ERG10 l Acetyl-CoA thiolase ERG11 | Lanosterol 14-a-demethylase
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Fonte: (Zhang et al., 2009)
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Os genes codificadores de proteases secretadas por dermatéfitos apresentam papel
importante de degradacdo de queratina e patogenicidade (Martinez et al., 2012). E
provavel que as proteases tenham uma Otima atividade, tanto em pH acido e alcalino pois
séo fatores importantes que determinam a viruléncia dos dermatofitos, e a sua regulagédo
sdo fundamentais na infeccdo (Tsuboi et al., 1989). No presente trabalho, o gene
codificador da endoprotease MEP4 na presenca de solamargina por 6 horas foi reprimido
(Figura 10). Esse gene € um alvo de extrema importancia, pois esta correlacionado com a
quebra de nutrientes dentro da célula fungica, invasdo no hospedeiro e a viruléncia do
dermatdfito. Tambem foi observado que o composto a — solanina (alcaloide extraido de
Solanum Tuberosum L -Batata) regulou negativamente o gene que codifica MEP4
(Komoto et al., 2015). Além disso, nosso grupo de pesquisa também observou a inducao
do gene que codifica a MEP4 em meio de cultura suplementado por queratina quanto por
elastina (Bitencourt et al., 2016). Chen et al., 2010 constatou por gPCR que o gene MEP4
em T.rubrum foi mais expresso em meio de cultura contendo queratina proveniente de
unha humana triturada e esterilizada do que em meio de cultura contendo pele humana,
sugerindo que a MEP4 esteja relacionada com a degradacéo de queratina de unha. Assim,
as metaloproteinases séo fatores de viruléncia importante na invaséo de T. rubrum ao
hospedeiro e especialmente a MEP4 descrita por Zhang et al., 2014 como a mais virulenta,

sendo ela reprimida pela presenca de solamargina com outro alvo antifungico.

Figura 10: Modulacdo de genes selecionados a partir da hibridizacdo do microarray em
Tempo Real de RT-PCR expressos em Trichophyton rubrum na presenca de solamargina

durante 6 horas em comparagdo com o controle
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O estudo envolvendo o transportador TruMDR2 no transporte de terbinafina, outros
compostos como de brometo de etidio e 4NQO, foram demonstrados por Fachin et al.,
2006 em ensaios que testaram a susceptibilidade da linhagem mutante H6 (Trichophyton
interdigitale) que possui um gene transportador ABC rompido ATruMDR2 a estes
farmacos. Com efeito, Zhang et al., 2009 revelou por ensaio de microarray que a
terbinafina induziu a transcricdo de genes de resisténcia a multiplas drogas (MDR),
incluindo TruMDR2, e MDR1 de T. rubrum. Sugerimos que este gene pode estar
relacionado a resposta, pois ele estd induzido na presenca da droga por 6 horas (Figura
10). Uma vez que a inibicao do efluxo de farmacos podem prejudicar o desenvolvimento
de resisténcia a esses inibidores em T. rubrum, porém drogas multialvos como a
solamargina que atua reduzindo o conteudo de ergosterol, interferindo na permeabilidade
da membrana, inibindo a proteases, e genes relacionados a transducdo de sinais reduzem a
probabilidade do agente patogénico a criar resisténcia, uma outra alternativa seria a
combinacdo de solamargina com antifungicos ja comercializados para prevenir linhagens

resistentes.

5. CONCLUSOES

Avaliacdo da atividade antifangica do glicoalcaloides de S. lycocarpum
solamargina contra T. rubrum mostrou que os glicoalcaloides foram efetivos em baixa
concentracdo de 4,49 pM. Porém, a citotoxicidade de solamargina para a linhagem de
queratindcitos humanos foi moderada com valor de 1Cs;=10,92 uM.

Foi possivel realizar a customizacdo de laminas do dermatéfito Trichophyton rubrum

de oligonucleotideos de microarrays no formato de 4x 44.000 spots pela empresa Agilent.

O transcriptoma de T.rubrum na presenca do glicoalcaloide em meio de cultura
minimo com queratina e elastina, a fim de estudar resposta rapida e tardia nos tempos de 30
minutos e 6 horas respectivamente, nos possibilitou observar o comportamento de genes

relacionados a defesa do dermatéfito.

Através da andlise dos dados obtidos no microarray por meio de programas de
bioinformatica, foi possivel observar a modulacdo de genes relacionados a patogenicidade,

adaptacéo e resposta a estresse.

Podemos destacar a modulacdo do gene ERG1, codificador da enzima esqualeno

epoxidase (que é alvo do antifungico comercial terbinafina) e genes de adaptagcdo como as



43

proteinas de Heat Shock que possibilitam a sobrevivéncia do fungo em condicdes de

estresse.

As proteinas Hsp90 e principalmente a co-chaperona Cdc37 podem ser importantes
alvos a serem explorados no desenvolvimento de novas drogas antifungicas, devido ao seu

envolvimento em situacdes de estresse.

A validacdo dos dados de microarray por meio do PCR quantitativo mostraram
significativa correlagéo de 72,73%.

Conclusao final

A solamargina € um composto que apresentou pronunciada atividade antifingica,
provavelmente atuando em varios alvos celulares, como a inibi¢do da enzima ERG11,
envolvida na biossintese de ergosterol, a metaloproteinase e a co-chaperona Cdc37 que
regula a ativacdo da Hsp90. Destaca-se a inibicdo da co-chaperona Cdc37 pela
solamargina, pois ela é o componente principal de sinalizacdo do complexo Hsp90. Dessa
forma, ela pode ser explorada como um possivel novo alvo terapéutico, pois essa
chaperona esté envolvida na interacdo de genes relacionados a transducdo de sinais. Além
disso, a repressdo da atividade da Hsp90 pode diminuir a probabilidade do surgimento de

linhagens de T. rubrum resistentes aos antifungicos atuais.
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