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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa sistémica
causada pelo fungo termo-dimérfico Paracoccidioides brasiliensis. Esta doenca é
limitada aos paises da América Latina onde é reconhecida como a mais prevalente
micose sistémica. O tratamento da PCM é geralmente prolongado, sendo em muitos
casos por um ou dois anos, ou mais; na auséncia da terapia a doenca é quase sempre
fatal. A anfotericina B, as sulfonamidas, e os az6licos podem ser usados no tratamento
da PCM. A anfotericina B tem sido associada a forte toxicidade, o que pode dificultar o
tratamento das infeccdes graves. O curso prolongado do tratamento com azolicos € um
fator limitante. As sulfonamidas foram a primeira classe de drogas de escolha para o
tratamento da PCM, mas o longo periodo de tratamento, a toxicidade e o custo da
terapia desfavoreceram sua utilizacdo. Esta situacdo leva a necessidade de novos,
seguros e efetivos compostos antifungicos para o tratamento da PCM. Neste contexto, a
busca por novos compostos com atividade contra P. brasiliensis que apresentem baixa
toxicidade e custo acessivel é de extrema importancia. Moléculas derivadas de
chalconas e a tiosemicarbazona do lapachol (TSC) tem demonstrado atividade
significativa in vitro e in vivo contra o fungo P. brasiliensis. A partir disto, nos
realizamos testes com as substancias 3b, 4c, 3e, 4e e TSC para a determinacdo da
concentracdo inibitdria e fungicida minima, verificagdo de interacdo com a anfotericina,
itraconazol e sulfametoxazol-trimetoprima, e analise por microscopia eletrbnica de
varredura e transmissdo do isolado Pb18 sob tratamento com estas substancias. Foram
realizados ensaios de parede celular com sorbitol, com os marcadores de morte celular
DAPI e iodeto de propideo e ensaios de fagocitose de macr6fagos murinos tratados com
estas substancias. O estudo da in vivo das substancias 4c e 4e foram realizados em
camundongos BALB/c infectados com o isolado Pb18. Apds 15 dias de infeccdo os
animais foram tratados com as substancias na dose de 5 mg/kg/dia por 15 dias. Neste
trabalho verificamos que as substancias foram ativas contra diferentes isolados
representantes das espécies filogenéticas do género Paracoccidioides, e a 4c apresentou
interacdo sinérgica com o itraconazol contra o isolado Pbl8. Todas as substancias
provocaram alteragdes morfoldgicas na célula do isolado Pb18 que em comparagdo com
os marcadores de morte celular DAPI e iodeto de propideo forneceram indicios de
processos de apoptose e necrose. Entretanto, nenhuma das substancias provocou danos
diretos sobre a parede celular fangica. As substancias 3b, 4c e 4e foram capazes de

aumentar o indice fagocitico e a atividade fungicida de macr6fagos murinos in vitro. As
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substancias 4c e 4e apresentaram atividade in vivo semelhante ao itraconazol na dose de
5 mg/kg/dia, demonstrada pela capacidade de reduzir o nimero de UFC recuperadas do
pulmé&o e de favorecer o desenvolvimento de uma reposta imune, predominantemente,
Th1. Contudo apenas a 4c apresentou caracteristicas histopatologicas semelhantes ao
itraconazol, observadas no pulméo, figado e bago, enquanto a 4e apresentou o pulméo e
figado mais comprometido pela infecgdo semelhante ao grupo controle que nédo recebeu
tratamento. Dessa forma, os resultados apresentados neste trabalho confirmaram o
potencial antifingico das substancias 3b, 4c, 3e, 4e e TSC apresentando-as como

possiveis candidatas a terapéutica da PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, antifungicos, chalconas,

tiosemicarbazona do lapachol, BALB/c, sinergismo, apoptose, fagocitose.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease caused by
thermo-dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis. This disease is limited to Latin
American countries where it is recognized as the most prevalent systemic mycosis. The
treatment of PCM is generally extended, and in many cases by one or two years or
more; absence of the therapy is almost always fateful. Amphotericin B, sulfonamides,
and azoles may be used in the treatment of PCM. Amphotericin B has been associated
with high toxicity, which may hamper the treatment of severe infections. The prolonged
course of treatment with azoles is a limiting factor. The sulfonamides were the first
class of drugs of choice for the treatment of PCM, but the long treatment period,
toxicity and cost of the therapy disadvantage its use. This leads to the need for new, safe
and effective antifungal compounds for the treatment of PCM. In this context, the
search for new compounds with activity against P. brasiliensis that have low toxicity
and low cost is paramount. Molecules derived from chalcones and lapachol
thiosemicarbazone (TSC) has demonstrated significant activity in vitro and in vivo
against the fungus P. brasiliensis. From this, we performed tests with substances 3b, 4c,
3e, 4e and TSC to determine the inhibitory concentration and minimum fungicidal,
check interaction with amphotericin, itraconazole and trimethoprim-sulfamethoxazole,
and analysis by scanning electron microscopy and transmission the isolated Pb18 under
treatment with these substances. Assays were performed with cell wall sorbitol, with
markers of cell death DAPI and propidium iodide (PI) assays and phagocytosis of
murine macrophages treated with these substances. The in vivo study of substances 4c
and 4e were performed in BALB / ¢ mice infected with isolate Pb18. After 15 days of
infection the animals were treated with the substances at a dose of 5 mg / kg / day for 15
days. In this study we found that the substances were active against different isolates
representing the phylogenetic species of the genus Paracoccidioides, and 4c showed
synergistic interaction with itraconazole against the isolate Pb18. All substances caused
morphological changes in the cell isolated from the Pb18 which in comparison with the
markers of cell death DAPI and PI provide indications of processes of apoptosis and
necrosis. However, none of the substances caused direct damage on the fungal cell wall.
Substances 3b, 4c and 4e were able to increase the phagocytic index and fungicidal
activity of murine macrophages in vitro. The substances 4c and 4e showed similar
activity in vivo to itraconazole dose of 5 mg/kg/day, verified from the ability to reduce

the number of CFU recovered from lung and facilitate the development of a Thl
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immune response. However, just 4c showed histopathological features similar to
itraconazole observed in the lung, liver and spleen, while the 4e showed the lung and
liver more compromised by infection similar to the control group that received no
treatment. Thus, the results presented in this study confirmed the potential of antifungal
substances 3b, 4c, 3e, 4e and TSC presenting them as possible candidates for treatment

of PCM.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, antifungal, chalcones, thiosemicarbazone

lapachol, BALB / c, synergism, apoptosis, phagocytosis.



1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa sistémica
causada pelo fungo termo-dimorfico Paracoccidioides brasiliensis. Esta doenca é
limitada aos paises da América Latina onde é reconhecida como a mais prevalente
micose sistémica. Entre os paises de maior incidéncia estdo o Brasil, a Venezuela, a
Coldmbia, o Equador e a Argentina (Ramos-e-silva et al., 2008). A maioria dos
individuos infectados sdo habitantes de areas rurais e regiGes montanhosas, sendo a
maioria do sexo masculino (Gow et al., 2002).

O tratamento da PCM ¢é geralmente prolongado, sendo em muitos casos por um
ou dois anos, ou mais; na auséncia da terapia a doenca € quase sempre fatal. A
anfotericina B, as sulfonamidas, e os azo6licos podem ser usados no tratamento da PCM.
A anfotericina B tem sido associada a forte toxicidade, o que pode dificultar o
tratamento das infecgdes graves. O curso prolongado do tratamento com azélicos é um
fator limitante. As sulfonamidas foram a primeira classe de drogas de escolha para o
tratamento da PCM, mas o longo periodo de tratamento, a toxicidade e o custo da
terapia desfavoreceram sua utilizacdo (Brummer et al., 1993; Travassos et al., 2008).

Esta situacdo leva a necessidade de novos, seguros e efetivos compostos
antifungicos para o tratamento da PCM. As plantas produzem uma variedade de
substancias conhecidas por suas propriedades terapéuticas, tornando-se, desta forma,
promissoras fontes de novas drogas (Molina et al., 2008). Com isso as plantas tem sido
alvo de inUimeras pesquisas que buscam novas substancias com potencial
antimicrobiano. As Chalconas sdo compostos de ocorréncia natural ou séo facilmente
sintetizadas. Essas moléculas sdo alvo de estudos cientificos devido a atividade
bioldgica que apresentam frente a diversos agentes patogénicos, dentre eles os fungos
(Dhar, 1981). O Lapachol é uma naftoquinona isolada de vérias espécies de plantas da
familia Bignoniéceas e possui diversas atividades biologicas, das quais se destacam as
atividades antineoplasica e antimicrobiana (Aradujo et al., 2002).

A manipulacdo sintética de substancias biologicamente ativas pode melhorar a
atividade e reduzir a toxicidade. Em estudos realizados anteriormente, alguns derivados
sintéticos das chalconas e do lapachol tem se mostrado potencialmente promissores
contra o fungo patogénico P. brasiliensis, o que justifica o estudo in vitro e in vivo da

atividade destas substancias, assim como a elucidacéo de seu mecanismo de agao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Paracoccidioides

O fungo patogénico Paracoccidioides brasiliensis foi identificado pela primeira
vez em 1908 por Adolfo Lutz e é o agente causador da paracoccidioidomicose, uma
blastomicose endémica da América do Sul e América central (Lacaz et al., 1991). O P.
brasiliensis foi recentemente classificado por meio de técnicas moleculares dentro do
filo Ascomycota, ordem Onygenales e familia Onygenaceae (Bagagli, 2006).

Analises filogenéticas de P. brasiliensis revelaram trés espécies cripticas:
especie 1 (S1) com 38 isolados amplamente distribuidos geograficamente, espécie
filogenética 2 (PS2) com 6 isolados, sendo 5 de origem brasileira e 1 venezuelana, e
espécie filogenética 3 (PS3) com 21 isolados colombianos (Matute et al., 2006)
(Figura 1). O isolado Pb01 apresenta grande distancia das trés espécies filogenéticas
descritas para P. brasiliensis, com isso linhagens semelhantes ao Pb01 foram agrupadas
como “Pb01-like” e sdo consideradas uma espécie filogeneticamente distinta das
espécies S1, PS2 e PS3. Baseado em dados moleculares filogenéticos o grupo Pb01-like
foi considerado uma nova espécie, o Paracoccidioides lutzii em homenagem a Adolfo
Lutz (Carrero et al., 2008), contudo uma descricdo formal ainda ndo foi concluida e,
dessa forma, neste trabalho continuaremos a utilizar o conceito apenas da espécie

Paracoccidioides brasiliensis.
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FIGURA 1: Distribuicao geografica das espécies do complexo Paracoccidioides brasiliensis na

América do Sul. Fonte: Richini-Pereira et al., 2009.

O Paracoccidioides sp. € um fungo termo-dimorfico, sua forma leveduriforme é
a forma parasitaria e cresce em cultura a 37°C apresentando células-mée de parede
espessa birrefringente com mdltiplos brotos, a observacao dessa estrutura € importante
para identificacdo do fungo em amostras clinicas (Figura 2). A 37°C o P. brasiliensis
produz colbnias de aspecto cerebriformes, sdo maleaveis, enrugadas e de coloragdo
creme. A observagdo microscopica revela células esféricas leveduriformes de diferentes
tamanhos (4-30 um) e formato oval. Sua forma micelial, infectante, se desenvolve a
temperatura de 25° C produzindo col6nias de crescimento lento (3-4 semanas), as quais

apresentam hifas septadas com clamidésporos (Lacaz et al., 1991).



FIGURA 2: Formas do fungo Paracoccidioides brasiliensis. A, B) Micélio por microscopia
eletronica de varredura; C,D) levedura por microscopia eletronica de varredura(C) e
microscopia Optica (D). Disponivel em: <http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html>. Acesso em: 20/12/2012.

Acredita-se que o micélio seja a forma saprobia do fungo na natureza, que sob
determinadas condi¢Bes produz conidios — estruturas de reproducdo assexuada de
propagacdo da espécie. Contudo, a exata relacdo entre o P. brasiliensis e 0 meio
ambiente ainda nédo foi elucidada (Restrepo et al., 2001). Os conidios possivelmente se
desenvolvem no solo e em plantas, a temperatura ambiente, constituindo as formas
infectantes (Brummer et al., 1993; Bagagli et al., 2008) (Figura 3).
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FIGURA 3: Ciclo bioldgico hipotético do Paracoccidioides brasiliensis.
Fonte: Bagagli et al., 2008.

A transicdo da forma filamentosa para leveduriforme € resultante da modulacédo
da composicdo da parede celular durante o ciclo de vida do fungo, na levedura é
predominantemente constituida de a-1,3-glucana e no micélio por B-1,3-glucana e
galactomananas, esta modificagdo morfogenética é essencial para a patogenicidade do
P. brasiliensis (Borges-Walmsley et al., 2002; Andrade et al., 2005). Durante a fase



leveduriforme a a-glucana ¢ o principal constituinte da parede celular, enquanto a -
glucana representa apenas 5% dos polissacarideos da parede do P. brasiliensis. As
formas de levedura e micélio também possuem quitina como estrutura polissacaridica
comum, sendo que na parede celular da levedura a concentracdo de quitina equivale a
37-48% dos polissacarideos, enquanto que no micelio é de apenas 7-18% (San-Blas et
al., 2008).

Os isolados de P. brasiliensis dispdem de alguns fatores que promovem a
viruléncia desse fungo, tais como a alternancia de glucanas na parede celular, o antigeno
extracelular gp43 e uma proteina ligante de estrogeno. A gp43 age como um receptor de
laminina sendo responsavel pela adesdo da levedura a membrana basal e também pela
invasdo das células do hospedeiro que expressam estes receptores (Hogan et al., 1996;
Fernandes et al., 2011).

Leveduras e conidios de P. brasiliensis podem produzir melanina, o que em
plantas e patdgenos animais tém sido relacionados com a viruléncia. Em Cryptococcus
neoformans a melanina protege os conidios do estresse ambiental e dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e terapias com antimicrobianos, o que pode ser semelhante com P.
brasiliensis (Borges-Walmsley et al., 2002).

A infeccdo por P. brasiliensis ocorre por meio da inalacdo de propégulos
infecciosos que nos pulmdes se transformam na forma patogénica - levedura. Esta
transicdo da forma infectante para a parasitaria pode ser inibida pela acdo do estrégeno
de mamiferos e isso resulta numa maior incidéncia da doenca em individuos do sexo
masculino (Nifio-Vega et al., 2002). As leveduras de P. brasiliensis apresentam alta
afinidade por proteinas ligantes de estrogeno e o 17-B-estradiol inibe a transicdo da
forma micelial para levedura (Stover et al., 1986; Murchmore et al., 1974; Clemons et
al., 1989).

A ploidia do P. brasiliensis ndo é conhecida com certeza, mas dados sugerem
que ele seja diploide, com 4 ou 5 cromossomos e genoma estimado em 23-30 Mb,
indicando a presenca de 10 000 — 15 000 genes (Borges-Walmsley et al., 2002; Andrade
et al., 2005). O P. brasiliensis apresenta uma extensa variabilidade genética quando
analisado por ferramentas moleculares, e esta variabilidade esta correlacionada com a

distribuicdo geogréfica e viruléncia dos isolados (San-Blas et al., 2011).



2.2. A Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose é uma doenca endémica rural e suburbana comumente
com manifestacbes pulmonares de curso crénico, e muitas vezes associado com lesdes
de pele e mucosas e eventualmente com lesdes disseminadas extrapulmonares, e na
auséncia de terapia seu progresso pode ser letal (Fernandes et al., 2011).

A doenga é adquirida por meio de conidios, produzidos pelo fungo na forma
filamentosa, que agem como propagulos que sdo inalados para o interior dos pulmdes,
onde se transformam na forma invasiva de levedura. O grande fator de risco para a
aquisicdo da infeccdo sdo as profissdes relacionadas ao manejo do solo contaminado
com o fungo, o que caracteriza a PCM como uma doenga ocupacional relacionada
principalmente a trabalhadores rurais (Shikanai-Yasuda et al., 2006). Quando ocorre
progresso a doenca é classificada em duas formas mais sérias uma com rapido
desenvolvimento e disseminacdo sisttmica, forma aguda ou subaguda, ou entdo como
uma infecgdo persistente, forma crénica (Nifio-Vega et al., 2002).

A doenca crbnica ocorre em mais de 90% dos casos, geralmente em homens, e
tem um progresso lento de meses a anos. Esta forma atinge primeiramente os pulmdes
levando a uma significante morbidade, e subsequentemente pode se disseminar para
outros 6rgdos e tecidos, formando lesGes secundarias nas mucosas, pele, linfonodos e
adrenais. Entretanto, a forma aguda ou subaguda se desenvolve em um periodo de
semanas a meses e é mais grave, levando a significantes taxas de mortalidade. Quando
ha tratamento adequado, pode ocorrer melhora satisfatoria, mas as leses normalmente
deixam sequelas, e a remissdo é frequentemente acompanhada por fibrose pulmonar
resultante do processo inflamatério acarretando disfuncdes diversas, dependendo do
orgdo afetado e se as lesbes possuirem células vidveis do fungo pode ocorrer recidivas
(Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Pacientes com PCM grave apresentam hipergamaglobulinemia, altos niveis de
anticorpos especificos, eosinofilia e imunidade celular antigeno-especifica deprimida.
Estes pacientes tém altos niveis de citocinas inflamatérias no soro, tais como
interleucinas IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) que podem desempenhar um
papel no controle da doenca (Peracoli et al., 2003). A diminuicdo de células T €
diretamente relacionada a gravidade da doenca. A resposta Thl prevalece na fase inicial
da doenca, e depois é substituida pela resposta Th2, refletindo uma ativacdo e

diferenciacdo de linfocitos B por plasmocitos e uma elevacdo da secrecdo de
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imunoglobulinas (Ramos-e-Silva et al., 2008). Uma defesa efetiva contra P. brasiliensis
depende de um padrdo de resposta Thl predominante e a aquisicdo da resisténcia é
promovida por células T e citocinas de macrofagos ativados, enquanto que havendo a
predominancia de um padrédo de resposta Th2 é observada uma maior suscetibilidade e

gravidade da doenca (Mamoni et al., 2006; Romani et al., 2011).

2.2.1. Paracoccidioidomicose experimental

Muitos estudos tém buscado por novas opcOes terapéuticas para a
paracoccioidomicose humana, nesse contexto, o0 estabelecimento de modelos
experimentais para o estudo tem permitido uma boa correlacdo com a doenca humana,
facilitando o entendimento da relacdo parasito-hospedeiro e das acgdes terapéuticas.
Correlacdes significativas entre os niveis de anticorpos em modelo murino e nas
doencas humana tém sido confirmadas (Singer-Vermes et al., 1993).

O primeiro estudo utilizando camundongos como modelo experimental foi
desenvolvido por Mackinnon, em 1959. Neste trabalho camundongos ndo isogénicos
foram infectados por diferentes vias de inoculacdo, estudando as possiveis portas de
entrada do agente na natureza, sendo que a Unica via que ndo induziu a infeccdo foi a
via oral, sugerindo que a contaminacgdo por agua e alimentos talvez ndo fosse a principal
forma de transmisséo da doenca (Mackinnon, 1959).

Camundongos da linhagem BALB/c apresentam susceptibilidade intermediaria
ao P. brasiliensis, por isso sdo amplamente utilizados como modelo experimental
(Restrepo et al., 1992). A utilizagdo de animais BALB/c permite a avaliagdo dos
padrdes de resposta imune que envolvem mecanismos efetores menos polarizados do
que aqueles observados nas linhagens sensiveis e resistentes, provavelmente imitando a
infeccdo natural (Kipnis et al., 1999). Estes camundongos podem desenvolver doenca
aguda, cronica ou progressiva, desenvolvendo resposta imune com padrdes variados,
dependendo da dose de antigeno utilizada. Os macrofagos destes animais apresentam
boa capacidade microbicida, capacidade de montar um granuloma epitelidide
caracteristico da ativacdo de células efetoras do tipo Thl e produzem IFN-y como
citocina efetora, quando em situacBes de resisténcia, e IL-4, em situacGes de

susceptibilidade, resposta Th2 (Brummer et al., 1984).
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2.3. Epidemiologia

A PCM é a mais importante micose sistémica no Brasil. Estimativas apontam
uma taxa de 3 casos por 100 milhdes de habitantes, e os casos de letalidade
correspondem a 2-23% (Felipe et al., 2005). Embora a PCM seja a mais prevalente das
micoses sistémicas a sua notificacdo ndo é compulséria nos paises onde ela é endémica,
0 que dificulta uma determinacdo apurada da incidéncia e prevaléncia da doenca. De
acordo com inquéritos epidemioldgicos realizados com paracoccidioidina no Brasil,
Venezuela, Coldmbia e Argentina, acredita-se que em torno de 50% dos habitantes das
zonas endémicas tenham sido infectados pelo agente desta micose, contudo, apenas uma
pequena proporcdo destes individuos desenvolvem manifestacfes clinicas (Shikanai-
Yasuda et al., 2006).

A PCM nédo é doenca de notificacdo compulsoria, por isso ndo se dispde de
dados precisos sobre sua incidéncia no pais. No entanto, chega-se a aproximadamente
ha 4241 casos da doenca no Brasil, sendo 95% atingido pelo SUS por ano o que resulta
em 4030 casos da doenca atingido pelo SUS por ano. (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

No Brasil, estudos epidemiologicos sobre a mortalidade séo realizados pelo
Sistema de Informagbes sobre Mortalidade (SIM), criado em 1976 com a
implementacdo em todo o territério nacional de um atestado de 6bito padronizado.
Mesmo que os dados do SIM sejam abundantes e confidveis para estudos de
mortalidade, alguns estados no Brasil ainda possuem uma qualidade da informacao
incerta, com altas taxas de sub-registro de mortes (Prado et al., 2009). Estudos do
Ministério da Saude mostraram que a informacao das mortes no SIM cobrem 94,6% das
mortes no Sul, 90,9% no Sudeste, 87,3% no Centro-Oeste e 74,6% no Norte e Nordeste

do Brasil, onde o sub-registro € mais comum (MS 2004, 2005).
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FIGURA 4: Distribuicdo geografica da PCM. Fonte: Shikanai-Yasuda et al., 2006.

Dados epidemioldgicos da PCM no Brasil entre os anos de 1980 e 1995
mostraram que as maiores taxas de mortalidade ocorrem nas regides Sul e Sudeste,
especificamente em Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Goias e Rio
de Janeiro, mas nas ultimas décadas novas areas tém sido afetadas provavelmente
devido a ampliacdo das fronteiras agricolas (Coutinho et al., 2002). A doenca pode ter
um periodo de laténcia (até mais de 30 anos) e com isso muitos casos ndo-autdctones
podem surgir muito tempo apds a exposicdo do individuo em uma area endémica
(Coutinho et al., 2002).

O nicho ecoldgico do P. brasiliensis é em geral regides com solos acidos,
temperaturas entre 12 e 30°C, altitudes entre 150 e 2000 metros e indices
pluviométricos entre 100 e 400 cm®. O P. brasiliensis foi isolado de tatu e diretamente
do solo na Amazbnia, e morcegos e pequenos macacos do sudeste do Brasil, além de
caes, do gado e cavalos também apresentarem anticorpos contra o fungo. Esses achados
sugerem que o habitat do P.brasiliensis € o solo ou plantas que crescem em regides
geograficas especificas, e que ambos 0s animais e humanos adquirem o patégeno por
aspiracdo (Lupi et al., 2005). O fungo também foi isolado do figado, baco e pulmdes de
tatus (Dasypus novemcinctus) residentes do sul do México a Argentina, 0 que sugere
que este animal possa ser o reservatorio do P. brasiliensis (Nifio-Vega et al., 2002).

A incidéncia da doenca antes dos 12 anos de idade é semelhante entre os sexos,
mas apos essa idade a incidéncia aumenta progressivamente entre homens. Cerca de 80-
90% dos individuos afetados sdo homens entre 29 e 40 anos, predominantemente

trabalhadores rurais e em areas geograficas onde o fungo esta presente, com razéo entre
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homens e mulheres de 15:1 (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Ramos-e-Silva et al., 2008).
Na Europa a PCM é rara e todos os casos conhecidos tém uma historia clinica de
pacientes que viveram, trabalharam ou que visitaram paises da América latina (Mayayo
et al., 2007; Poisson et al., 2007).

2.4. Imunologia da Paracoccidioidomicose

O estabelecimento da PCM, sua disseminagéo e gravidade dependem de fatores
inerentes ao préprio fungo, tais como sua viruléncia, composicdo antigénica, das
condi¢des ambientais e, principalmente, dos fatores ligados ao hospedeiro relacionados
ao desenvolvimento de uma resposta imune eficaz (Bernard et al., 2001). A resposta
imune do hospedeiro ao fungo compreende dois componentes principais, que sdo a
capacidade de resisténcia para limitar a carga flngica e a tolerancia, que envolve a
capacidade de limitar os danos causados ao hospedeiro pela resposta imunitaria ou
outros mecanismos (Romani et al., 2011).

Nesta doenca é observado um polimorfismo clinico, o qual depende do perfil de
resposta imune que prevalece expresso no hospedeiro e que é observado pelo padréo de
citocinas teciduais e circulantes (Peracoli et al.,, 2003). Véarios mecanismos da
imunidade inata, tais como ativacdo das proteinas do sistema-complemento e atividade
microbicida das células natural killer (NK) e dos fagdcitos, constituem um fator
significativo frente ao combate aos fungos patogénicos (Pagliari et al., 2010).

No processo infeccioso da PCM é conhecido que ha interacdo entre moléculas
da superficie do Paracoccidioides sp. e receptores presentes na membrana celular das
células fagociticas do hospedeiro modula a fagocitose e entre esses receptores
destacam-se 0s receptores semelhantes a Toll (TLRs, Toll-like receptors). Estes
receptores constituem uma familia de proteinas de membrana que reconhecem padrdes
moleculares compartilhados por diferentes micro-organismos (Romani et al., 2011). Os
TLRs séo capazes de reconhecer por¢des moleculares associadas ao patégeno (PAMPS)
e induzir a sinais que resultam na expressao de genes da resposta imune inata e
producdo de citocinas inflamatorias e antiinflamatdrias que regulam a resposta imune
adaptativa (Peracoli et al., 2003).

Além destes, os receptores de lectina tipo C (CLR) s&o proteinas
transmembranas que tém um ou mais dominios de reconhecimento de carboidratos, e
incluem os receptores de manose, dectina 1, dectina 2 e DC-SIGN, os quais estdo

envolvidos na imunidade antifungica (Romani et al., 2011).
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Foi demonstrado por meio de estudos experimentais e em pacientes com PCM
que a resisténcia ao P. brasiliensis é dependente das atividades de células T Helper e
macréfagos/mondcitos, mediadas por IFN-y e TNF-a (Romano et al., 2002). Pacientes
com a doenca em atividade apresentam depressdo da resposta imune celular,
caracterizada por diminuicdo da sintese de citocinas de padrdo Thl, tais como IL-2,
IFN- v e IL-12, e aumento dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10, que corresponde a resposta
de padrdo Th2 ndo protetora ao hospedeiro (Bernard et al., 2001; Romani et al., 2011).
A resposta Th2 caracteriza-se pela producdo de altos titulos de anticorpos das classes
IgG4, IgA e IgE, associadas ao predominio de citocinas supressoras do granuloma
(IL-4, IL-5 e TGF-B) (Mamoni et al., 2002; Romani et al., 2011).

2.5. Alvos de acdo de Antifungicos

O aumento na incidéncia das micoses sistémicas intensificou a busca por
antifungicos de amplo espectro e fungicidas, causadores de poucos efeitos adversos.
Muitos antimicrobianos, principalmente os que apresentam mecanismo de agdo sobre a
parede celular, exercem atividade exclusiva sobre os fungos, prometendo tratamento
eficaz e seguro para as micoses, revolucionando esta classe de medicamentos (Bergold
et al., 2004). J& existem diversos alvos dos agentes antiflngicos utilizados na préatica
clinica, no entanto, as classes de agentes que podem ser usados para tratar micoses sdo
de modo geral direcionadas, direta ou indiretamente, para o envelope celular (parede e
membrana plasmatica) e, em particular sobre o esterol da membrana flangica, ergosterol,
e sua biossintese (Odds et al., 2003). Alguns elementos da célula fingica, tais como as
vias de sinalizacdo, o metabolismo e a maquinaria celular, além de genes envolvidos em
processos essenciais para a sobrevivéncia deste organismo, sdo alvos em potencial para
a acdo de antifingicos (Amaral et al., 2005).

No género Paracoccidioides sp. a parede celular (PC), além de exercer papel de
barreira contra mecanismos de defesa do hospedeiro, esta intimamente ligada a
mudancas morfogenéticas associadas ao ciclo de vida desse micro-organismo (Brummer
et al., 1990). A construcdo da PC conta com sintases e enzimas restritas ao espaco
periplasmatico e que estdo associadas a vias biossintéticas essenciais a viabilidade
celular (Pereira et al., 2000). Em sua estrutura a PC ¢ constituida de a-glucanas e f-
glucanas, as quais sdo componentes estruturais e influenciam em sua osmolaridade,
também conta com manosiltransferases, com acdo na adesdo e viruléncia do fungo, e

componentes de ligacdo cruzada dentro da parede celular, tais como as
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endotransglicosilases e glucanosiltransferases, 0s quais sdo responsaveis pela
arquitetura final da parede e a acdo de antifingicos nestes componentes pode resultar
em diferentes morfologias celulares (Amaral, 2005).

A membrana plasmatica (MP) é considerada o alvo mais importante, pois € a
principal interface entre a parede celular e o ambiente de desenvolvimento do micro-
organismo. E composta por ergosterol e esfingolipideos que determinam sua forma e
rigidez, além disso, os esfingolipideos, em eucariotos, sdo responsaveis pela
manutencdo da MP e estdo envolvidos em respostas celulares importantes, tais como 0s
processos de endocitose, apoptose e transducao de sinal (Odds et al., 2003).

A maquinaria celular compreende enzimas responsaveis pela sintese de DNA e
as topoisomerases e fatores de elongacdo sdo considerados alvos interessantes para 0s
antifingicos, pois sdo essenciais para a viabilidade e crescimento celular (Amaral,
2005). A topoisomerase 1 é um fator de viruléncia e sua delecdo culmina na reducgéo do
crescimento celular e morfologia anémala, além de danos no DNA e, consequente,
morte celular (D’ Arpa et al., 1989).

Vias metabolicas também sdo possiveis alvos para antifungicos visando o
impedimento da obtencdo de energia e manuten¢do dos mecanismos celulares. Por
exemplo, o ciclo do glioxilato é uma via alternativa para a obtengdo de energia quando o
fungo esta sendo fagocitado, uma vez que o ambiente limita a obtencdo de glicose,
dessa forma uma droga com acdo direcionada a estd via poderia limitar a sobrevivéncia
do fungo no interior das células fagociticas (Selitrennikoff et al., 2003).

A acdo de antifingicos pode envolver diferentes alvos e vias no interior da
célula levando a morte celular, por apotpose ou necrose. A apoptose é caracterizada por
um conjunto de alteracBes fenotipicas, tais como a exposicdo de fosfatidilserina na
superficie celular, a condensacdo da cromatina, a fragmentacdo do DNA e a formacéo
de corpos apoptéticos (Madeo et al., 1999). Em uma mesma populacdo de células sob
tratamento estressivo pode ocorrer apoptose e necrose, as quais em muitos aspectos
apresentam sinais semelhantes, mas sdo ativadas vias e fatores especificos de cada

processo (Leiter et al., 2005).

2.6. Estratégias terapéuticas contra a PCM
Nas ultimas décadas o conhecimento sobre as infecgdes fungicas tem mudado
dramaticamente. Desde 1970 as infec¢Bes por fungos tém surgido especialmente em

pacientes imunocomprometidos, como resultado de muitos fatores, tais como o uso de
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antibioticos e corticosterdides, o aumento de doencas cronicas, em particular diabetes,
AIDS e canceres (Musiol et al., 2010).

Durante muitos anos a anfotericina e a flucitosina foram os Unicos antifingicos
disponiveis para o tratamento de micoses invasoras, mas nos ultimos anos o arsenal
terapéutico tem se ampliado com o surgimento de novos antimicoticos (Catalan et al.,
2006). A administracdo de uma combinagdo de drogas também tem sido explorada e
estudada buscando-se melhores resultados no tratamento infecgdes fungicas, baseando-
se nos beneficios potenciais de uma terapia combinada, tais como a amplificacdo do
espectro de acdo, maior poténcia que outras drogas utilizadas na monoterapia, somada a
seguranca e tolerabilidade, e reducdo no nimero de organismos resistentes (Mukherjee
et al., 2005).

A PCM geralmente ndo progride para uma cura espontanea, e por isso 0S
pacientes devem ser submetidos ao tratamento, mas apesar da existéncia de efetivos
tratamentos para a PCM a natureza polimorfica das lesdes dificulta o diagnostico,
resultando na doenca progressiva com sequelas graves. As drogas classicas utilizadas
para a PCM sdo as sulfonamidas, anfotericina B e derivados imidazolicos, tais como o
cetoconazol, itraconazol e fluconazol. A duracdo do tratamento relaciona-se a gravidade
da doenca e ao tipo de droga utilizada. Usualmente, o tratamento é de longa duracéo,
variando de 6 a 24 meses. A escolha da melhor opgédo terapéutica em PCM deve
amparar-se ndo apenas na eficacia e seguranca da droga antifungica, mas também no
acesso do paciente ao medicamento durante toda a duracdo do tratamento.

Entre as sulfonamidas a combinagdo sulfametoxazol-trimetoprima (Bactrim®) é
uma droga de escolha que tem baixo custo e toxicidade relativamente baixa. A dosagem
utilizada é de 1200/320 mg/dia com reducdo apds 30 dias para 400/80 mg/dia durante
tempo indeterminado. Contudo, o longo periodo de tratamento e o abandono da terapia
sdo fatores que implicam no fracasso do tratamento e no surgimento de resisténcia
(Rivitti et al., 1999). No entanto, as sulfonamidas em combinagdo com a anfotericina B
tém sido eficaz em casos graves da doenca (Lupi et al., 2005).

A anfotericina B é um macrolideo produzido pelo actinomiceto Streptomyces
nodosus, age sobre a membrana eucariota devido a sua afinidade pelo ergosterol
presente na membrana fangica (Odds et al., 2003). Como consequéncia da sua fixagdo
ao ergosterol alteragdes sdo produzidas na estrutura da membrana, provavelmente pela

formacédo de poros compostos de pequenos agregados de anfotericina B e esterois, que
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acabam gerando uma despolarizacdo da membrana e aumento da permeabilidade para
prétons e cations monovalentes (Luna et al., 2000).

A administragdo da anfotericina é feita via infusdo intravenosa de forma lenta
por 2-6 horas aproximadamente. A dose utilizada e a duragdo do tratamento dependem
do tipo de anfotericina B utilizada e da indicacdo clinica. Geralmente a dose € de 0,3-1
mg/Kg/dia com dose acumulada maxima de 4g. Entretanto, a incidéncia de reagdes
adversas € alta, podendo ser reacGes imediatas ou tardias. O efeito mais relevante e
principal restricdo ao tratamento é a nefrotoxicidade (Catalan et al., 2006). Os pacientes
com formas graves, necessitando internacdo hospitalar, devem receber anfotericina B ou
associacdo sulfametoxazol-trimetoprima por via intravenosa. Pacientes com
insuficiéncia renal ndo podem usar a anfotericina B, além disso, por ser intravenoso
somente é utilizado em pacientes que estdo hospitalizados (Ostrosky-Zeichner et al.,
2010).

Outra classe de agentes antimicéticos sdo 0s azois, 0s quais também agem via
interferéncia com o ergosterol da membrana fungica (Elewski et al., 1993; Odds et al.,
2003). Embora a anfotericina B permaneca como padrdo ouro para as infeccOes
fangicas mais graves os imidazois (cetoconazol, miconazol, e outros) e os triazois
(fluconazol e itraconazol) apresentam atividade antifingica contra muitos patégenos
sem causar efeitos nefrotoxicos (Luna et al., 2000).

Os azo6is agem primariamente interferindo com a demetilacdo do lanosterol para
ergosterol pela enzima 140- demetilase, a qual é dependente do citocromo P-450. A
inativagdo desta enzima leva a acumulagdo de 14a-metilesterdis (tais como o lanosterol)
e isto combinado com a deplecdo do ergosterol levam a um decréscimo da sintese e
estabilidade da membrana (Mangino et al., 1995). Uma importante diferenca entre os
triazélicos e os imidazolicos é a grande afinidade dos triazolicos pelos fungos quando
comparado com as enzimas do citocromo P-450 de mamiferos. O itraconazol é
especifico para o citocromo P-450 fungico, inibindo a biossintese do ergosterol em
concentracdes extremamente baixas (Elewski et al., 1993).

O lItraconazol, assim como o cetoconazol, requer um ambiente acido para sua
Otima absorgdo, dessa forma deve ser administrado via oral junto a alimentacdo. A
concentracdo plasmatica 4 horas apos dose Unica varia entre 43-118 ng/ml, e apds dose
de 100 mg/dia e 200 mg duas vezes ao dia é de 300-700 ng/ml (Mangino et al., 1995).
In vitro o itraconazol tem sido ativo contra muitos fungos dimorficos, incluindo

Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenckii, Coccidioides
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immitis, P. brasiliensis, leveduras patogénicas, incluido espécies de Candida e C.
neoformans, algumas espécies de Aspergillus e muitos dermatéfitos. Em modelos
animais o itraconazol tem mostrado boa eficacia em relagdo a outros azéis (Mangino et
al., 1995).

Os azélicos também podem ser utilizados no tratamento da PCM, podendo deter a
progressdao da doenca, mas a sequela fibrotica persiste, provavelmente constituindo
recurso para o P. brasiliensis causar uma recaida apds o termino do tratamento. P.
brasiliensis possui a habilidade de iniciar a infec¢do depois de um periodo prolongado

de dorméncia (Borges-Walmsley et al., 2003).

2.6.1. Resisténcia a antifingicos

A resisténcia e a recorréncia de infecgdes tém sido associadas comumente a
tratamentos incompletos e interrompidos. A emergéncia de novas espécies de fungos
patogénicos e 0 aumento da resisténcia aos antiflngicos mais utilizados, em decorréncia
de novas préticas medicas, tem se tornado um sério problema de satde publica (Cowen
et al., 2008). A resisténcia a antifungicos tem se tornado fator determinante do
resultado da terapia com antimicéticos. Enquanto a incidéncia de infec¢des fangicas
sisttmicas tem aumentado a escolha de agentes antifungicos tem permanecido
relativamente limitada. A aquisi¢do da resisténcia foi relatada na década de 1980, mas
somente foi considerada clinicamente importante com o surgimento da epidemia de
AIDS. Em pacientes com candidiase associada ao HIV a aquisi¢do da resisténcia ao
fluconazol foi reportada no auge desta epidemia (Rogers et al., 2006).

A resisténcia as drogas tem sido tradicionalmente abordada de uma perspectiva
mecanicista, em termos de identificar os determinantes celulares que impedem a droga
de entrar na célula, que retiram a droga da célula, inativam a droga ou impedem que a
droga iniba seu alvo. Contudo, é evidente que nenhum desses mecanismos age sozinho.
O desenvolvimento de resisténcia é muitas vezes acompanhado por um custo adaptativo
ou efeito deletério sobre o crescimento, na auséncia da droga (Cowen et al., 2008).

Em P. brasiliensis a melanizacédo reduz a suscetibilidade do fungo a anfotericina
B e também o protege contra o cetoconazol, fluconazol, itraconazol e o sulfametoxazol-
trimetoprima, alem de protegé-lo da fagocitose por macréfagos (Silva et al., 2006). O P.
brasiliensis também possui uma classe de proteinas transportadoras de multiplas drogas
que tem revelado importante papel na sobrevivéncia, patogénese e na resisténcia a

drogas (Andrade et al., 2005). O uso de anfotericina B é reservado para os casos de
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paracoccidioidomicose grave e / ou disseminada e onde é encontrada resisténcia a
sulfonamidas e / ou derivados azolicos (Hahn et al., 2003).

Os mecanismos determinantes da resisténcia sdo diversos e complexos. A
resisténcia aos azodis parece envolver a expressdo de genes transportadores, causando o
efluxo da droga nas células fungicas. A resisténcia a anfotericina B é rara e esta
associada a modificacbes nos esterdis da membrana do fungo (Bossche et al., 1997;
Rogers et al., 2006). A C. krusei e A. fumigatus apresentam muito baixa suscetibilidade
ao fluconazol, itraconazol e voriconazol, com relacdo ao fluconazol acredita-se que seja
causada por uma fraca inibigdo da enzima 140- lanosterol demetilase de ambos os

organismos (Sanglard et al., 2002).

2.6.2. Antifungicos naturais e Sintéticos

O contexto social moderno, as necessidades do mercado farmacéutico e o
reconhecimento das pesquisas com plantas medicinais usadas na medicina popular
representam uma abordagem compativel com o desenvolvimento de novas drogas. O
uso de plantas medicinais no Brasil é bastante difundido, mas na maioria dos casos é
feito de modo empirico sem conhecimento do verdadeiro potencial terapéutico. A
utilizacdo da fitoterapia deve ser avaliada através da separacdo dos principios ativos e
posterior verificagdo de suas propriedades bioativas (Passos et al., 2002).

A influéncia de produtos naturais sobre a descoberta de droga em todos 0s
campos terapéuticos diminuiu devido a chegada em 1980 da tecnologia quimica
combinatdria e da expectativa de que essas técnicas seriam a futura fonte de um enorme
namero de estruturas de novas drogas que levassem a novas entidades quimicas. Como
resultado, a pesquisa de produtos naturais em empresas farmacéuticas, com poucas
excecdes, cessou efetivamente a partir do final da década de 1980 (Di Santo et al.,
2010).

Muitos extratos, 6leos essenciais e substancias de origem vegetal tém sido uma
ampla fonte de produtos biologicamente ativos, com grande diversidade estrutural,
fisico-quimica e de propriedades bioldgicas, dentre elas a atividade antimicrobiana. O
alho (Allium sativum) tem sido alvo de estudos ha alguns anos, e pesquisas tem isolado
diversos compostos com atividade biologica, entre estes o ajoeno (4,5,9-trithiadodeca-
1,6,11-triene 9-oxide) € um composto organico sulfuroso com importantes propriedades
antimicrobianas (Ledzma et al., 2006). Além de ja ter sido demonstrada atividades anti-

maldria, anti-tripanossomal e antifingica contra leveduras e fungos filamentosos.
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Muitos estudos ja verificaram agéo fungicida do ajoeno contra P. brasiliensis, e também
sua capacidade de bloquear a transicdo micelio-levedura deste fungo (Maluf et al.,
2008).

Muitas plantas tém sido estudadas com o objetivo de desenvolver novas drogas
quimioterapéuticas e quimioprofilaticas contra infeccdes por P. brasiliensis (Johann,
2010a). A planta Schinus terebinthifolius, de ocorréncia na costa brasileira, é
amplamente utilizada na medicina popular devido a propriedades antioxidante,
antitumoral e antimicrobiana. Johann et al., 2010b verificou alta atividade de extratos de
S. terebinthifolius contra isolados clinicos de P. brasiliensis, de acordo com este grupo
0s extratos desta planta apresentam saponinas, flavonodides, triterpenos, esterdides e
taninos (Johann, 2010b).

Agentes quimioterapicos de origem natural, sintética ou semi-sintética tém sido
empregados no tratamento de doencas infecciosas, matando ou inibindo o
desenvolvimento de micro-organismos (Di Santo et al.,, 2010). As chalconas sé&o
compostos de ocorréncia natural e sdo facilmente sintetizadas. Essas moléculas sdo alvo
de estudos cientificos devido a atividade bioldgica que apresentam frente a diversos
agentes patogénicos. As principais bioatividades ja verificadas sdo: citotoxidade,
anticancerigena, antiviral, inseticida, mutagenicidade, antiinflamatéria, antimicrobiana,
entre outras (Dhar et al., 1981). Muitos estudos tém sido direcionados para a
manipulacdo quimica destas moléculas originando derivados de chalconas com
atividades melhoradas ou modificadas, o que pode interferir em seu mecanismo de acédo
e até diminuir efeitos toxicos causados por estas substancias, assim estes derivados
podem servir como base para o desenvolvimento de novos antimicrobianos (Musiol et
al., 2010).

O Lapachol (2-hidroxi-3(3-metil-2-butenil)-1,4- naftoquinona) é um pigmento
natural originalmente isolado de espécies de plantas da familia Bignoniaceae., mas pode
ser encontrado em outras familias. Conhecido por sua atividade antimicrobiana,
antiplasmodial, antioxidante, entre outras (Araujo et al., 2002). Souza et al. (2012)
testaram modificagdes quimicas do lapachol a tiosemicarbazona e a semicarbazona do
lapachol, contra varios micro-organismos de importancia clinica e verificaram atividade
antifangica contra P. brasiliensis melhor que a do Bactrim® (sulfametoxazol-
trimetoprima), droga comumente utilizada no tratamento da PCM.

A partir da manipulagdo quimica de moléculas ativas é possivel melhorar a

atividade bioldgica por meio de modificagdes na estrutura quimica das moléculas,
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podendo também diminuir a toxicidade (Musiol et al., 2010). As plantas fornecem
abundante fonte de compostos antimicrobianos que podem ser utilizados para a sintese
de derivados mais ativos. As modificacdes produzidas pela introdugdo ou substituicdo
de um grupamento podem mudar as propriedades fisico-quimicas das moléculas, tais
como hidrofobicidade e densidade eletrénica, podendo fornecer analogos mais ativos,

seletivos e menos toxicos (Johann et al., 2007).
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3. JUSTIFICATIVA

A paracoccidioidomicose € uma infeccdo crénica granulomatosa causada pelo

fungo termo-dimorfico Paracoccidioides. E uma doenca grave que requer tratamento
prolongado, variando de 6 a 24 meses, relacionado a gravidade da doenca e ao tipo de
droga administrada. Contudo, o arsenal de drogas efetivas atualmente utilizadas é muito
restrito.

Neste contexto, a busca por novos compostos com atividade contra
Paracoccidioides sp. que apresentem baixa toxicidade, curto tempo de tratamento e
custo acessivel é de extrema importancia. Com isso, a manipulacdo sintética de
substancias biologicamente ativas que possam melhorar a atividade e reduzir a
toxicidade € uma importante ferramenta para o desenvolvimento de novos farmacos. . A
partir disto, o estudo de compostos sintéticos e semi-sintéticos potencialmente
promissores contra o P. brasiliensis é de grande relevancia para elucidar o potencial de
atividade destas moléculas in vitro e in vivo, além da compreensdo do mecanismo de
acao das mesmas, possibilitando que no futuro estas possam ser utilizadas na terapia da
paracoccidioidomicose humana.

Os derivados de chalconas e a tiosemicarbazona do lapachol séo substancias que
derivam de moléculas amplamente distribuidas na natureza e que apresentam atividades
bioldgicas, tais como antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, antiplasmodial, entre
outras. Estas substancias receberam modificacbes que potencializaram sua atividade
antifangica contra o fungo Paracoccidioides sp. e podem ser facilmente sintetizadas,
com isso o estudo destas moléculas poderd abrir uma novo caminho para o

desenvolvimento de novos antifungicos para o tratamento da paracoccidioidomicose
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar por meio de testes in vitro e in vivo a atividade de derivados de
chalconas e da tiosemicarbazona do lapachol contra isolados do género
Paracoccidioides, além de estudar os possiveis efeitos fenotipicos destas substancias.

4.2. Objetivos Especificos

Experimentos in vitro

1- Determinar a concentracdo inibitoria minima e fungicida minima dos
derivados de chalconas 3b, 4c, 3e e 4e e da tiosemicarbazona do lapachol (TSC) contra
isolados clinicos do género Paracoccidioides;

2- Avaliar a interacdo entre as substancias ativas testadas e o itraconazol, a
anfotericina B e a sulfametoxazol-trimetoprima contra o isolado Pbl8 de
Paracoccidioides;

3- Determinar os possiveis alvos de acdo das substancias mais promissoras por
ensaios de:

a) Estudos microscépicos da alteracdo na morfologia fungica;

b) Parede celular:Ensaio com protetor osmotico;

4- Averiguar a ocorréncia de apoptose nas células de P. brasiliensis tratadas
com as substancias teste;

5- Avaliar a capacidade das substancias teste em promover fagocitose de P.

brasiliensis em macréfagos murinos;

Experimentos in vivo
1- Avaliacdo da atividade in vivo das substancias 4c e 4e em modelo experimental
(Balb/c) com a doenca induzida por P. brasiliensis (Pb18). Avaliando os parametros:
a) Recuperacédo de unidades formadoras de colénias (UFC);
b) Perfil de resposta imune;

c) Analise histopatoldgica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Substancias Experimentais

Para o0s ensaiosin vitroforam utilizadas as substancias 6-quinolinil
chalconas 3b e 3e, a 3b contém uma metila (Me) como substituinte, ja a 3e um atomo
de fldor (F);e as N-Oxido chalconas 4c, com um substituinte metoxila (OMe) e 4e, com
o0 substituinte fluor.Estas substancias foram cedidas pelo Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC. Além destas foi utilizada
também a substancia semi-sintética tiosemicarbazona do lapachol desenvolvida e cedida
pelo Centro de Pesquisa René Rachou, Belo Horizonte, MG. As férmulas estruturais e
moleculares, o peso molecular e 0 Log P das substéncias utilizadas no presente trabalho
estéo representadas na tabela 1.

TABELA 1.

Substancias experimentais.

Peso
Substancias Férmula Estrutural  Férmula Molecular Log P
Molecular

[0}
SN A
3b Me CiHisNO 272,33 5,36
N
BN A
3e \ / O CisHisNOF 277,29 4,93

A
®
4c N O O OMe C1sH13NO,OMe 305,33 3,18
°
o
N N
\
4e ,‘Q/ O F CigH13NOF 293,29 359
o
HQN\%S
Tiosemicarbazona do N‘/NH O -
OoH
lapachol (TSC) 16H17N3025:

5.1.2. Micro-organismos

No presente trabalho foram utilizados 14 isolados do género Paracoccidioides
(Tabela 2) representando as 3 espécies filogenéticas (S1, PS2 e PS3) e o grupo “Pb01-
like”, integrantes da cole¢ao do Laboratdrio de Interagdo Micro-organismo-Hospedeiro,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.
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TABELA 2.
Isolados de Paracoccidioides sp., espécie filogenética e local onde foram encontrados os
isolados do presente estudo.

Isolados  Equivalente em Morais Espécie filogenética Estado/Pais
et al. 2000.

Pb18 Pb7 S1 Séo Paulo / Brasil
Pb B339 Pbl S1 Brasil

Pb470 Pb14 S1 Sé&o Paulo / Brasil
PbMG5 Pb11 S1 Parand / Brasil
Pb9673 Pb8 S1 Séo Paulo / Brasil
Pb1017 Pb4 pPS2 Séo Paulo / Brasil
Pb1925 Pb2 PS2 Venezuela

Pb608 Pb3 PS2 Séo Paulo / Brasil
Pinguim® s1 Uruguai

PbAP S1 Séo Paulo / Brasil
EPMB83? PS3 Colémbia

Pb0o1* Pb01-like Goiéas / Brasil
Pb1578 Pb01-like Goiés / Brasil

EDO1! Pb01-like Goiéas / Brasil

!|solados de Paracoccidioides sp. representantes da nova espécie filogenética Pb-01-like, designado como
P. lutzii (Teixeira et al. 2009).

*Theodoro et al., 2008.

3 Garcia et al., 1993.

A colegdo de Paracoccidioides spp. nas formas de levedura e micélio foram
mantidas em tubos com meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% , dextrose 2%
e Agar 2%), a 37°C para as formas de levedura e a 25°C para as formas de micélio, com
repiques quinzenais. Para a utilizacdo nos ensaios bioldgicos todos os isolados foram
previamente adaptados ao meio quimicamente definido MMcM (McVeigh & Morton) e
os repiques foram realizados ap6s 5-7 dias de crescimento e o teste de microdiluicdo foi
realizado em MMcM caldo de acordo com o trabalho de Restrepo & Jiménez (1980) e
Cruz et al. (2013).
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Ensaios in vitro

5.2. Preparo do in6culo

As células leveduriformes de Paracoccidioides foram coletadas assepticamente
com alca bacterioldgica e suspensas em 5 ml de salina estéril a 0,9%. A suspensao foi
homogeneizada em vortex por cerca de 10 segundos. A suspensdo contendo agregados
maiores foi colocada em repouso para decantagdo, em seguida, apenas o sobrenadante
foi coletado. A transmitancia foi medida com comprimento de onda de 530 nm e entéo
ajustada para 70% em espectrofotdmetro, o que equivale a 1-5 x 10° células/ml (Hahn &
Handam, 2000; Cruz et al., 2013). As suspensdes resultantes foram diluidas em meio
MMcM caldo (1:10) para obtencdo do inéculo final com 1-5 x 10° leveduras/ml (Nakai
et al. 2003).

5.2.1. Teste da concentracéo inibitoria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi obtida pelo teste de microdilui¢do
em caldo realizado em conformidade com as orienta¢cbes do documento CLSI M27-A3
(CLSI, 2008) com modificacbes sugeridas por Johann et al. (2010). DiluicBes seriadas
das substancias experimentais, do itraconazol (Pharlab, Brasil) e do sulfametoxazol-
trimetoprima (Bactrim®, Belfar, Brasil) foram realizadas em MMcM liquido, e o
volume de 1ml foi mantido constante em cada tubo. A faixa intervalar de concentragéo
utilizada para as substancias foi de 250-0,48 ug/ml, para o itraconazol foi de 0,5 -
0,0009 pg/ml e para o sulfametoxazol-trimetoprima (SMZ-TMP) foi 600-1,17 pg/ml.
Posteriormente 100 ul de cada diluicdo foram distribuidos em microplacas de 96 pocos
(Difco Laboratories, Detroid, MI, USA).

O controle de crescimento e esterilidade constituiu-se apenas de meio MMcM
caldo, e como controle de toxicidade do solvente foi utilizado o meio MMcM acrescido
de dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo correspondente em cada experimento. O
itraconazol foi incluido como controle positivo do antiflngico, e as solucBes estoque
foram preparadas em dimetilsulfoxido. O controle negativo foi composto por 200 ul de
meio de cultura. Apos a preparacdo das placas todos os poc¢os das dilui¢Bes e controles,
com excecdo do controle negativo, receberam 100 pl do indéculo fungico. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata e repetidos pelo menos duas vezes (Cruz et al.,
2013).

27



A leitura dos resultados foi realizada apos 15 dias e obtida pela redugdo do MTT
(3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (Amresco, EUA), um
sal tetrazdlico de cor amarela utilizado para a mensuracdo da sobrevivéncia e
proliferacdo celular (Mosmann, 1983). A leitura foi realizada em leitor de microplacas
VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular devices),
com absorbancia de 570 nm. A absorbancia foi comparada com a absorbéancia do
controle de micro-organismo, sendo a porcentagem de inibicdo calculada pela seguinte
formula:

% de inibicdo =100 x  (Abs. Contr. sem droga — Abs. amostra)

(Abs.Contr. sem droga)

5.2.2. Teste da concentracéo fungicida minima

A concentracdo fungicida minima (CFM) in vitro de cada substancia foi
determinada por meio do estriamento de 10 ul de cada po¢o que apresentou 100 % de
inibicdo no teste CIM em placas de petri contendo o meio agar MMcM. Estas placas
foram incubadas a 37°C por 15 dias. A menor concentracdo a qual ndo houve
crescimento de coldnias foi considerada a CFM (Regasini et al., 2009).

5.2.3. Curva de sobrevivéncia

Apobs a determinacdo da CIM foram preparadas placas contendo diluigdes das
substancias experimentais, em concentracdo igual ao valor de CIM e duas vezes a
concentracdo da CIM, um controle negativo, apenas com meio de cultura, e um controle
positivo com meio MMcM e o in6culo fungico. Apos a preparacdo das placas todos 0s
pogos das diluicdes e controles, com excecdo do controle negativo, receberam 100 pul do
indculo fangico (isolado Pb18) preparado conforme o item. 5.2. Estas placas foram
incubadas a 37°C e durante o periodo de 15 dias foram realizadas cinco leituras em
diferentes intervalos de tempo, come¢ando com 0 momento da inoculacdo (tempo zero)
e seguindo com leituras em 24, 120, 240 e 360 horas. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5
(Molecular devices), com absorbancia de 490 nm. Os valores de absorbancia dos pogos
com as diluigbes foram comparados com o controle positivo, e os resultados foram
expressos em porcentagem de células vidveis, comparado com o crescimento do
controle ao longo de 15 dias (360 horas) (Santos et al., 2012).
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5.2.4. Ensaio de interacao entre drogas

As substancias experimentais foram diluidas 8 vezes, as concentracdes utilizadas
foram escolhidas de acordo com os resultados encontrados no ensaio de CIM. Também
foram feitas dilui¢cGes da anfotericina B (Sigma, USA) (2-0,015 pg/ml). Posteriormente,
50 pul, de cada diluicdo da substéncia a ser testada, foram adicionados nas placas de 96
pocos em orientagdo vertical e 50 pl das dilui¢cbes de anfotericina B foram adicionadas
em posicdo horizontal. Desta forma cada placa apresentou varias combinacbes de
concentracdes da substancia a ser testada e da anfotericina B.

O indculo foi realizado conforme o teste de CIM, onde 100 pl da suspensédo de
P. brasiliensis (isolado 18) foi adicionada em cada poco. As placas foram incubadas em
camera umida a 37°C por um periodo de 15 dias.

A concentracdo inibitéria fracional (CIF) foi calculada pela combinacédo da CIM
da substancia com anfotericina B dividida pela CIM da substancia sozinha e da CIM da
anfotericina sozinha. O indice de CIF (CIFI) foi calculado pela soma das CIFs da
anfotericina B e da substancia experimental. O efeito de sinergismo foi considerado
quando o valor de CIFI fosse <0,5, e a auséncia de intera¢do ou efeito aditivo quando o
indice fosse de 0,5 até 4,0 e o antagonismo quando o indice fosse >4,0. Este
experimento também foi executado utilizando o itraconazol (0,125- 0,0009 pg/ml) e o
sulfametoxazol-trimetoprima (150- 1,17 pg/ml) (Cuenca-Estrella, 2004; Soares et al.,
2008).

5.3. Estudos de Efeitos fenotipicos
5.3.1. Estudos microscopicos de alteracdo na morfologia fungica

Os estudos microscopicos de alteracdo da morfologia fungica foram realizados
utilizando microscopia eletronica de varredura e de transmissdo. Ambas as microscopias

foram realizadas no CEMEL (Centro de microscopia eletronica) no ICB, UFMG.

Microscopia eletrdnica de Varredura

Para analise por microscopia eletrénica de varredura, as leveduras do isolado
Pb18 de P. brasiliensis foram tratadas com as drogas experimentais no meio MMcM
caldo em concentragdo sub-inibitéria por 15 dias a 37°C. Apoés este periodo, as células

foram fixadas durante 6 horas em solucédo de glutaraldeido 2,5% em PBS 1X (pH 7,3) a
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temperatura ambiente. Posteriormente, estas células foram separadas por centrifugagéo
(8000 rpm por 5 minutos), e o precipitado foi lavado 2 vezes em PBS 1X estéril.

As amostras foram encaminhadas ao centro de Microscopia eletrénica da UFMG
(CEMEL), onde foram pés-fixadas por 1 hora em tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto
de potassio 0,8%, e depois aplicadas a polilisina revestindo a laminula. Entdo, estas
amostras foram desidratadas em etanol e depois em aparelho de ponto critico de CO..
As amostras foram posteriormente secas em secador de ponto critico, e revestidas com
liga de ouro-paladio e visualizadas ao microscopio eletronico (microscopio DSM 950,
Zeiss/West Germany) (Santos et al., 2007).

Microscopia eletronica de transmisséo

Aliguotas de suspensbes de células em meio MMcM liquido com e sem as
substancias experimentais foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. As
células obtidas foram fixadas em glutaraldeido, 2% (v/v), paraformaldeido, 2% (p/v), e
tampdo cacodilato de sddio 0,5M, pH 7,4, por 12 h em temperatura ambiente. O fixador
foi removido e o material lavado, 4 vezes, em tampao cacodilato de sodio. O pds-
fixador foi removido em 1% de OsO4 e o material foi desidratado em uma série de
concentracfes de acetona, classificada de 30% a 100% (v/v) e incluidos em resina
Spurr. Seccdes semi-finas foram coradas com azul de toluidina. Secgdes ultrafinas
foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em

microscopio eletrénico de transmissao (Zeiss-EM10) (Santos et al., 2007).

5.3.2. Ensaio de Parede Celular: Teste com Sorbitol

A CIM foi determinada para o isolado Pb 18 de P. brasiliensis através do
procedimento padrdo de microdiluicdo em caldo descrito no item 5.2.1. Para este ensaio
foram preparadas placas em duplicata: uma contendo as diluicdes das substancias
experimentais, e a outra contendo as diluigdes das substancias em meio acrescido de
sorbitol (Himedia, india) a 0,8 M. Os valores de CIM foram avaliados ap6s 15 dias do
crescimento fungico. O ensaio foi realizado duas vezes em duplicata (Frost et al.,
1995).
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5.3.3. Ensaio de apoptose

Obtencéo de esferoplastos de P. brasiliensis

Leveduras do isolado Pb18 foram tratadas com as drogas experimentais em
concentracdo sub-inibitéria por 5 dias a 37°C em MMcM. Apos este periodo este
material foi centrifugado a 8000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. As
células foram lavadas com PBS 1X, centrifugadas e o sobrenadante foi novamente
descartado. Em seguida, as células foram aliquotadas em eppendorfs na quantidade de
1x 10° células em cada um e foram adicionadas 120 unidades da enzima liticase (Sigma,
USA), dissolvida em PBS 1X e o volume foi completado para 1ml com sorbitol 1M.

Estes eppendorfs foram incubados a 30°C por 2 horas.

Ensaio com marcadores de morte celular: lodeto de propideo e DAPI

O nucleo das ceélulas apoptoticas apresenta cromatina muito condensada que
pode ser corada pelo DAPI, substancia capaz de penetrar as membranas de células
apoptaticas e corar a cromatina (Madeo, 1997), j& o iodeto de propideo se liga ao DNA,
mas ndo é capaz de atravessar membranas integras, sendo assim, a coloracdo positiva
resulta de uma célula com membrana drasticamente danificada o que caracteriza
processos de apoptose tardia ou de necrose (Silva, 2001).

Os esferoplastos obtidos foram lavados com 500 pl de PBS 1X, centrifugados a
10.000 rpm, por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi
repetido 2 vezes. Posteriormente,foram adicionados 100 pl de solucdo de iodeto de
propideo (PI) (1 mg/ml) e 900 pl de PBS 1X, em seguida, as amostras foram incubadas
a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, seguiu-se com a centrifugacao
a 14.000 rpm por 1,5 min. e o sobrenadante foi descartado. O material foi, entdo, lavado
com 500 pl de PBS 1X, centrifugado a 10.000 rpm por 1 min., o sobrenadante foi
descartado, e o pellet foi ressuspendido em 100 ul de PBS 1X e 10 ul foram colocados
em ldmina para a realizacdo da leitura em microscépio confocal (Leica SP1) (Phillips et
al., 2003).

Para a coloragdo com DAPI (4,6-diamido-2-phenylindole;Invitrogen, EUA)
foram seguidos 0s mesmos passos iniciais de lavagem dos esferoplastos em PBS 1X.
Em seguida, os esferoplastos foram incubados com formaldeido (Synth, Brasil) por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, o conteddo foi centrifugado a
14.000 rpm por 1,5 min e seguiu-se com 2 lavagens em PBS. Logo, as amostras foram

incubadas com 100 pul de DAPI e 900 ul de PBS por 15 minutos. O material foi lavado
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2 vezes com 500 ul de PBS 1X, centrifugado a 10.000 rpm por 1 min., o sobrenadante
descartado, e o pellet foi ressuspendido em 100 pl de PBS 1X e 10 pl foram retirados
para leitura em Iamina ao microscopio confocal (Phillips et al., 2003).

Ensaios in vivo

5.4. Fungo e preparacao do Inéculo

As células leveduriformes virulentas do isolado Pb18 com 5-7 dias de
crescimento em meio YPD liquido foram lavadas 3 vezes com tampédo fosfato (PBS 1X
estéril) sob centrifugacdo a 8000 rpm por 5 minutos (Centrifuga JOUAN BR4i, EEC).
Apos a lavagem, foi adicionado 5ml de PBS e as particulas maiores foram sedimentadas
pela acdo da gravidade.A porc¢do superior desta suspensdo contendo células isoladas ou
com poucos brotamentos foram coletadas. A viabilidade das células foi determinada
pelo corante Verde Janus (Sigma, USA) e somente foi utilizado in6culo fangico com
pelo menos 80% de viabilidade. A contagem de células foi realizada em camara de
Neubauer e a concentragdo foi ajustada para 1 x 10° células em 30 ul da suspens&o

fangica antes da inoculagéo.

5.4.1. Grupos de animais

Para os experimentos in vivo foram utilizados camundongos machos BALB/c,
com aproximadamente 6-8 semanas e 25 gramas, fornecidos pelo Centro de Pesquisas
René Rachou de Belo Horizonte. Os testes de experimentacdo animal estdo em
conformidade com o Comité de Etica em Experimentacdo animal (CETEA/UFMG),
protocolo n° 100/2010 (ANEXO). Foram utilizados 5 grupos de animais para cada
condicdo experimental a ser avaliada (tabela 3).

Inicialmente foi realizado teste com as substéncias 4c e 4e em animais BALB/c
machos, a fim de avaliar alteracbes histopatoldgicas no baco, pulmdo e figado
decorrentes de efeitos toxicos destas substincias. Para isso, animais saudaveis
receberam um volume de 200 pl, via intraperitoneal, das substancias diluidas em PBS,

na dose de 5 e 10 mg/kg/dia por 15 dias
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TABELA 3.
Representacao dos grupos de camundongos e condigdes experimentais.

Grupos Siglas
Apenas Infectado Cp
N&o infectado tratado com PBS Cn
Infectado e tratado com Itraconazol IT
Infectado e tratado com substancias experimentais Droga

*CP — controle positivo; CN — controle negativo; IT - grupo de animais
infectados e tratados com Itraconazol; Droga - grupo de animais infectados
e tratados com as substancias a serem testadas.

5.4.2. Infeccéo

Os animais foram anestesiados pela via intraperitoneal (IP) com uma solucéo de
xilazina, cetamina e PBS estéril. Apds a anestesia os animais foram submetidos a
infeccdo pela via intratraqueal (IT). Para tal, uma incisdo transversal de
aproximadamente 1 cm na pele da regido do pescoco foi realizada para exposicdo da
traquéia e, com auxilio de uma seringa de 1 ml, foram injetados 30 ul do inoculo
fangico (1 x 10° leveduras/animal). Os animais do controle negativo receberam apenas
30 ul de solucdo PBS estéril pela mesma via. Depois de realizado os procedimentos, 0s
grupos experimentais foram mantidos em gaiolas separadas e 0s animais receberam
agua e racdo a vontade por 15 dias para o estabelescimento da infeccdo. Apds este

periodo o tratamento dos animais prosseguiu por mais 15 dias (Maluf et al., 2008).

5.4.3. Tratamento

Para o tratamento dos animais, as drogas experimentais 4c e 4e e o itraconazol
foram dissolvidas em DMSO (2,5 %) e diluidas em PBS estéril. O volume de 200 pl
foram administradas pela via intraperitoneal na dose de 5mg/Kg/dia durante um periodo
de 15 dias. O itraconazol foi veiculado em PBS estéril e administrado pela via IT na

dose de 5mg/kg/dia.

5.4.4. Contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC)
Apbs o periodo de tratamento, os animais foram sacrificados por deslocamento

cervical e o pulméo, baco e figado foram removidos e pesados. ApOs a pesagem,
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fragmentos desses orgdos foram triturados e homogeneizados em 1ml de PBS esteril.
Aliquotas de 100 ul dessa suspensdo foram semeadas, em duplicata, com auxilio de
bastdes de vidro em L, em placas de Petri, contendo o meio BHI (Brain heart infusion
Agar; Difco, France) suplementado com soro fetal bovino 4%, fator de crescimento 5%
(filtrado da cultura do isolado B339) e sulfato de amicacina 1% (Nova Farma, Brasil).
Em seguida, as placas foram vedadas e incubadas em estufa (BOD Q-315D, QUIMIS),
sob cdmara Umida, a 37°C. As coldnias obtidas foram contadas apds 20-30 dias de
crescimento. O resultado foi expresso pelo nimero de UFC por grama de 6rgdo (Maluf
et al., 2008).

5.4.5. Dosagem de citocinas

As citocinas avaliadas foram: IL-10, IL-12 e IFN-y. A dosagem foi realizada
quantitativamente pelo método de ELISA utilizando amostras de pulméo extraido dos
camundongos e macerados em solucdo contendo inibidor de proteases (Roche), apds
centrifugacdo.

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 50 pl de anticorpo de captura
especifico para cada interleucina avaliada, e incubadas overnight a 4°C. Decorrido este
periodo, as placas foram lavadas com PBS- Tween-20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas
com 100 ul de PBS-BSA 10% por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguidas, as
placas foram lavadas novamente com PBS-T, e adicionado 100 pl das amostras padrdes
(citocinas recombinantes de camundongo) e as amostras experimentais incubadas por
duas horas a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS-T foram adicionados 50 pl
de anticorpos biotinilados, bem como conjugados enzimaticos (avidina-peroxidase) e as
placas foram incubadas novamente por lhora a temperatura ambiente. Seguindo-se da
lavagem com PBS-T foram adicionados 50 pl de solugdo de substrato
tetrametilbenzidina e peroxido de hidrogénio (TMB Substrate Reagent B Set, BD-
PharMingen, EUA), por 30 minutos a temperatura ambiente protegido da luz. A reacao
foi interrompida com o acréscimo de 25 pl de H,SO4 2M. As placas foram lidas no
comprimento de onda de 450 nm em leitor de ELISA (Thermoplate, EUA). As
concentracdes obtidas para cada citocina avaliada foram calculadas com base em uma

curva-padréo preparada juntamente com as amostras experimentais.
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5.4.6. Histopatologia

Amostras de pulmao, baco e figado obtidas apds o sacrificio dos camundongos
controle e infectados foram fixadas em solu¢do de formol tamponado 10% com PBS
(v/v) por 24 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma série de
solucdes de alcool, diafanizadas em xilol, para posterior inclusdo em parafina e
preparacdo das laminas coradas com hematoxilina — eosina. As ldminas foram
examinadas ao microscopio Optico para avaliar alteracfes histopatologicas. Para
observacao de células tipicas de P. brasiliensis nos 6rgdos analisados foi utilizado o kit

de coloragdo Gomori-Grocott (Easypath, Brasil) (Maluf et al., 2008).

5.4.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 4 (GraphPad
Inc., San Diego, CA, USA). O teste de comparacdo mdultipla Newman-Keuls foi
empregado para comparacdo entre 0s grupos experimentais. Valores de p < 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

5.5. Ensaio de fagocitose
Citotoxicidade em macrdéfagos murinos

Macrdfagos peritoneais foram obtidos de trés camundongos BALB/c fémeas de
6 semanas. Para isso, foram injetados 2 ml de tioglicolato de sddio (3%) por via
intraperitoneal. Apds 72 horas os camundongos foram submetidos a eutanasia e
mergulhados em alcool 70°GL para desinfeccdo. A membrana peritoneal foi exposta e
foram injetados 5 ml de meio de cultura RPMI 1640 sem soro (Sigma) na cavidade
peritoneal a fim de coletar os macrofagos. Esse volume foi aspirado com o auxilio de
uma seringa, transferido para um tubo de 15 ml e, posteriormente, centrifugado (10 min,
1200 rpm, 4 °C). O sedimento de células foi suspenso em RPMI com 10% de soro fetal
bovino e a densidade celular determinada por contagem em camara de Neubauer. Os
macréfagos de cada camundongo foram semeados (1 x 10° células/poco) em duas placas
de 96 pocos e incubados por 12 horas a 37 °C em estufa com 5% de CO,.

Apo6s 12 horas de incubacdo, o meio de cultura foi removido e foram
acrescentados 100 pL de meio de cultura RPMI + 10% soro fetal bovino contendo as
substancias em teste nas concentracdes 1000, 200, 40, 8, 4 e 1,6 pug/ml . Em cada pogo
identificado como “branco” foram acrescentados 100 pL de meio de cultura RPMI +

10% de soro fetal bovino contendo uma concentragdo das substancias testadas. Apés o
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tratamento, as células foram incubadas por 24 horas a 37 °C em estufa com 5% de CO,.
O meio de cultura foi removido e foram acrescentados 100 pL de meio de cultura RPMI
+ 10% soro fetal bovino contendo MTT (0,5 mg/mL). Apds 4 horas de incubacdo o
sobrenadante foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos com uma
solucéo de isopropanol/ HCI 0,04 M. A absorbancia das amostras a 570 nm e 670 nm
foi determinada no leitor de microplacas SpectraMax M5 (Molecular Devices)
(Bonacorsi et al., 2004; Ferrari et al., 1990).

Para a determinacao da morte celular foram feitos os seguintes calculos:

1. Abss7o — Absgzg = Abs

2. ADbs — AbSpranco = AbSamostra

3. Meédia da AbScontrole célutas (AbScc)

4. Viabilidadeamostra = 100 X (AbSamostra/ AbScc)

5

. Morte celular = 100 — Viabilidadeamostra

Cultura de macrdéfagos peritoneais para o ensaio de fagocitose

O lavadoperitoneal obtido, segundo a metodologia descrita para o ensaio de
citotoxicidade, foi centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 9 ml de &gua e 1 ml de PBS 10X ao mesmo tempo, ambos
estéreis, para a lise das hemacias, e 10 ml de meio RPMI-1640 sem MOPS e acrescido
de HEPES (Sigma, USA) (6g/L). O material foi novamente centrifugado sob as mesmas
condicdes e o sobrenadante foi descartado. Logo, foi adicionado 1 ml de RPMI
suplementado com HEPES (6g/L) e 10% de soro fetal bovino inativado.

Para a verificagdo da fagocitose foram preparadas placas de 24 pocgos contendo
uma laminula circular e a quantidade de 3x10° macréfagos em cada poco em um volume
final de 2 ml de RPMI com soro fetal bovino. Nas placas para a verificacdo da atividade
fungicida dos macréfagos as placas ndo continham laminulas, mas seguiram 0s outros
passos da preparacdo. Estas placas foram incubadas overnigth em estufa com 5% CO, a
37°C (Ferrari et al., 1990).

In6culo

O inoculo foi preparado utilizando 0 mesmo protocolo do ensaio in vivo (item 6)
e a quantidade de leveduras foi calculada a fim de se obter 6 x 10* leveduras em cada
pogo, seguindo a proporcao de 5 leveduras para cada macrdfago. O indculo foi ajustado

em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino.
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Atividade fagocitica e fungicida de macréfagos murinos

As placas preparadas foram lavadas e adicionou-se 1ml das diluicbes das
substancias experimentais, na concentracdo igual ao CIM e na concentracdo sub-
inibitéria, em meio RPMI com soro fetal bovino. Em seguida as placas foram incubadas
por 30 minutos em estufa com 5% CO, a 37°C. Posteriormente foi adicionado 1 ml do
indculo fungico e as placas foram novamente incubadas por 2 horas em estufa com 5%
COza 37°C.

Ap0s o periodo de incubacéo das placas de fagocitose o meio foi retirado e cada
poco foi lavado com 1 ml de PBS 1 X, e depois descartado. Logo em seguida, foram
adicionados 300 pl de metanol e as laminulas foram retiradas e colocadas sob laminas e,
posteriormente coradas com o Kit panético (Renylab, Brasil). Durante a anélise das
laminas foram observados e contabilizados a cada 100 macrofagos o numero de
macrofagos fagociticos e o numero de leveduras em seu interior. O indice fagocitico
(IFs) foi determinado segundo a férmula a seguir:

IF @) = % células fagociticas x N° de particulas fagocitadas

As placas para a verificacdo da atividade fungicida foram lavadas com 1 ml de
PBS 1X e depois foram lavadas 4 vezes com 250 pL de agua estéril para lise dos
macrofagos e saida das leveduras fagocitadas. Logo em seguida, 100 uL. da suspensdo
de cada poco foram plaqueados em placas de Petri contendo o meio BHI suplementado
com 4% de soro fetal bovino, 5% de fator de crescimento (filtrado da cultura do isolado
B339) e 1% sulfato de amicacina. As placas foram incubadas a 37°C por 15 dias, para a
contagem das UFC recuperadas (Sargi et al., 2012).

Concentracao de 6xido nitrico

A concentracdo de déxido nitrico no sobrenadante da cultura de macréfagos foi
medido usando o ensaio colorimétrico baseado na reacdo de Griess. Para isto, foi
retirada uma aliquota de 100 pl do sobrenadante e incubado com 100 pl do reagente de
Griess (sulfanilamida 1% em H3PO, 5%, cloreto de naftilenodiamina 0,1%) em
microplaca de 96 pogos a temperatura ambiente.

A leitura da absorbéancia foi realizada em leitor de microplacas VERSAmax
(Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular devices) sob o
comprimento de onda de 550 nm. A concentracdo de Oxido nitrico foi determinada por
comparacdo dos resultados com uma curva padrdo gerada por NaNO; diluido em agua.
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em puM (Sargi et al.,
2012).
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6. RESULTADOS

6.1. Concentracdo inibitdria e fungicida minima

A atividade antifngica das substancias experimentais foi determinada por meio
da concentracdo inibitéria e fungicida minima. Todos os isolados testados (14) do
género Paracoccidioides, representantes das trés espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 e
do grupo “Pb0l1-like”, foram susceptiveis as cinco substancias testadas no presente
trabalho (Tabela 4).

As concentragdes inibitorias minimas frente as substancias derivadas de
chalconas variaram entre 1,9 a 31,3 pg/ml. Dentre estas substancias a CIM média entre
0s 14 isolados foi de 11,6 pg/ml para a substancia 3b; 11,5 pg/ml para a 4c; 7,3 pg/mi
para a 3e e 12,7 pg/ml para a 4e. Dentre as substancias testadas a substancia 3e foi
estatisticamente a que apresentou o menor valor de CIM, enquanto que as substancias
3b, 4c e 4e tiveram atividades semelhantes contra os isolados de Paracoccidioides sp.
testados.

A tiosemicarbazona do lapachol também demonstrou atividade inibitéria in
vitro apresentando CIM que variou entre 3,9 a 31,3 pg/ml para a maioria dos isolados
de Paracoccidioides testados, apenas o isolado 608 apresentou um valor de CIM mais
elevado, de 62,5 pg/ml. O valor da CIM média desta substancia foi 26,5 pg/ml para os
isolados de Paracoccidioides. Quando os isolados de Paracoccidioides foram testados
quanto a suscetibilidade ao itraconazol e a combinacdo de sulfametoxazol-trimetoprima
(SMZ-TMP) a CIM obtida foi de 0,0036 a 0,125 pg/ml e 2,3 a 150 pg/ml,
respectivamente. O valor da CIM média da SMZ-TMP foi de 52,2 pg/ml e para o
itraconazol foi 0,02 pg/ml, dessa forma, comparando com os resultados das substancias
experimentais observa-se que todas apresentaram atividade intermediaria entre o
itraconazol e a SMZ-TMP (Figura 5). Além disto, ndo foi observada diferenca
significativa entre a susceptibilidade das espécies filogenéticas de Paracoccidioides
observadas nos ensaios de CIM com as substancias experimentais e com as drogas
controle, itraconazol e SMZ-TMP, segundo a analise pelo teste de comparagdo multipla
Newman-Keuls com p<0.05.

A concentragdo fungicida minima também foi verificada sendo que a atividade
fungicida coincidiu com o valor da CIM em cerca de 30% dos resultados obtidos, o
restante coincidiu com aproximadamente o dobro da CIM.
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TABELA 4.

Atividade antifingica da tiosemicarbazona do lapachol e das substancias
experimentais 3b, 4c, 3e, 4e, e drogas controle (itraconazol e sulfametoxazol-trimetoprima)
contra 14 isolados do género Paracoccidioides.

TSC-lap Itraconazol SMZ-TMP
Isolados CIM CFM CIM CFM CIM CFM
pg/ml uM pg/ml pg/ml pM pg/ml pg/ml uM pg/ml
Pb18 31,25 99,20 31,25 0,004 0,005 0,015 4,70 15,4/2,7 4,70
B339 4,60 14,40 780 0,004 0,005 0,007 4,70 15,4/2,7 4,70
Mg5 3,90 12,40 3,90 0,004 0,006 0,015 4,70 15,4/2,7 4,70
7 470 3,90 12,40 1560 0,009 0,013 0,015 14,10 46,3/8,1 37,50
9673 31,25 99,20 62,50 0,007 0,010 0,031 2,30 7,5/1,3 9,37
Ap 31,25 99,20 6250 0,007 0,010 0,007 75,00 246,4/43 75,00
Pinguim 3125 9920 31,25 0,006 0,008 0,015 4,70 15,4/2,7 9,37
1017 31,25 99,20 31,25 0,125 0,177 0,250 150,00 493,6/86,1 300,00
2’ 608 62,50 198,40 62,50 0,062 0,088 0,062 150,00 493,6/86,1 300,00
1925 1562 4950 31,25 0,004 0,006 0,004 11,70 38,6/6,7 37,50
2 EPM83 3125 9920 31,25 0,007 0,010 0,015 150,00 493,6/86 150,00
g Pb01 31,25 99,20 62550 0,031 0,044 0,062 150,00 493,6/86,1 150,00
% EDO1 31,25 99,20 31,25 0,031 0,044 0,062 4,70 15,4/2,7 9,37
- 1578 31,25 99,20 6250 0,015 0,021 0,031 4,70 15,4/2,7 9,37

Legenda: TSC-lap=tiosemicarbazona do lapachol;CIM= concentracdo inibitéria minima; DP=desvio
padrdo; CFM= concentracdo fungicida minima; SMZ-TMP= sulfametoxazol-trimetoprima; Espécies
filogenéticas de Paracoccidioides sp. = S1, PS2, PS3 e Pb01-like.
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FIGURA 5. Média da Concentragdo inibitoria minima das substancias 3b, 4c, 3e, 4e e

tiosemicarbazona do lapachol (TSC), sulfametoxazol-trimetoprima (SMZ-TMP) e

itraconazol (ITRA) em pg/ml em meio McVeigh&Morton contra 14 isolados de

Paracoccidioides sp.. *Média do itraconazol foi 0,02 pg/ml, barra ndo visivel no

gréfico.
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Continuacéo da Tabela 4.

3b 4c 3e 4e
Isolados CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
pg/ml uM pg/ml  pg/ml uM ug/ml  ug/ml uM pg/ml uM pg/ml
Pb18 10,40 38,20 15,60 5,90 21,10 7,80 7,80 25,50 7,80 31,25 106,50 31,25
B339 5,90 21,50 7,80 2,60 9,40 7,80 2,90 9,60 3,90 1,95 6,60 3,90
Mg5 7,80 28,60 7,80 3,90 14,10 3,90 3,90 12,80 3,90 3,90 13,30 3,90
7 470 3,90 1430 1560 31,25 112,70 31,25 7,80 2550 31,25 7,80 26,60 31,25
9673 4,60 16,70 7,80 13,00 46,90 15,60 3,90 12,80 3,90 15,60 53,20 15,60
Ap 7,80 28,60 15,60 15,60 56,30 15,60 7,80 2550 31,25 15,60 53,20 15,60
Pinguim 3,90 14,30 7,80 7,20 25,80 31,25 3,30 10,60 3,90 5,90 19,90 15,60
1017 23,40 86,00 62,50 11,70 42,20 31,25 2,60 8,50 3,90 7,80 26,60 7,80
§ 608 31,30 114,80 6250 7,80 28,10 31,25 5,90 19,20 7,80 7,80 26,60 7,80
1925 2,40 8,90 3,90 5,20 18,80 31,25 1,90 6,40 3,90 2,90 10,00 3,90
g EPM83 2,60 9,50 3,90 7,80 28,10 7,80 4,60 14,90 3,90 5,20 17,70 7,80
g Pb01 31,25 114,80 31,25 23,40 8450 3125 31,25 102,40 31,25 31,25 106,50 31,25
% EDO1 11,70 43,00 31,25 10,40 3750 15,60 7,80 25,50 15,60 9,10 31,25 15,60
- 1578 15,60 57,30 3125 15,60 56,30 31,25 10,40 3410 3125 31,25 106,50 31,25
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O teste de sobrevivéncia foi realizado utilizando o isolado Pb18 de P.
brasiliensis sob tratamento com as cinco substancias experimentais na concentragdo
igual ao CIM e duas vezes mais concentrada que o valor da CIM. Este resultado foi
expresso na forma de porcentagem de células viaveis quantificadas ao longo de 15 dias
(360 horas) de tratamento, mesmo que ndo houvesse 100% de inibicdo. Verificou-se
que as substancias experimentais 3b, 4c, 3e e 4e foram capazes de reduzir em cerca de
70% o namero de células viaveis nas primeiras cem horas de incubacéo, ndo havendo
diferenca significativa entre as duas concentragcdes avaliadas. A tiosemicarbazona do
lapachol na concentracdo duas vezes a CIM foi capaz de reduzir 70% das células viaveis
ja nas primeiras 20 horas de incubagdo, enquanto que na concentracdo igual a CIM esse

nivel de reducdo somente foi alcangado apds 100 horas de incubacéo (Figura 6).
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FIGURA 6. Curva de sobrevivéncia do isolado Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis
sob tratamento com as substancias 3b, 4c, 3e, 4e e a tiosemicarbazona do lapachol,
expressa pela porcentagem de células vidveis em funcdo do tempo. Legenda: TSC-
lapachol=tiosemicarbazona do lapachol; CIM= concentracéo inibitdria minima.
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6.2. Interacéo entre drogas

Nos testes de interacdo entre as substancias experimentais e a anfotericina B,
itraconazol e a SMZ-TMP, realizado com o isolado Pb18 de P. brasiliensis, foi
verificado interagdo sinérgica apenas entre a substancia 4c e o itraconazol, com indice
de CIFI igual a 0,5 (Tabela 5). As demais substancias apresentaram CIFI de 1,031 a
2,062, sendo reconhecidos como indiferentes ou apresentando apenas um efeito aditivo

com as drogas testadas.

TABELA5
Indices de concentracdo inibitdria fracional (CIFI).

3b 4c 3e 4c TSC

Anfotericina 2,062 1,031 2,031 1,031 2,031
Itraconazol 1,062 0,5* 1,1 1,031 1,031

SMZ-TMP 1,062 2,031 1,062 1,031 1,031

Legenda: <0.5 Sinergismo*;>0.5 e <4 indiferente ou aditivo; > 4
Antagonismo; TSC= tiosemicarbazona do lapachol; SMZ-
TMP=sulfametoxazol-trimetoprima. Valores de CIFI referentes
apenas para o isolado Pb18 de P. brasiliensis.
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6.3. Mecanismos de a¢do
Estudos microscopicos de alteracdo na morfologia fungica
Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As fotos de microscopia eletronica de varredura do isolado Pbl8 de P.
brasiliensis tratado com as substancias experimentais em concentracdo sub-inibitdria
revelaram alteracdes ultra-estruturais nas células desse micro-organismo, as quais
podem ser sugestivas do tipo de mecanismo de acdo exercido por estas substancias.
Nestas fotos foram observadas alteragdes tais como murchamento e depressdes na
superficie da célula, descamamento da parede celular, células estouradas com
extravasamento do conteudo celular e morfologia celular diferenciada das células sem

tratamento.

FIGURA 7. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, em meio
McVeigh&Morton com 15 dias de crescimento. Foto por microscopia eletronica de
varredura, 3000 X e 5000 X, respectivamente.
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FIGURA 8. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 3b em concentragdo sub-inibitdria (3,9 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A) célula murcha e com inicio de descamacdo no

envoltorio celular (seta); C) Célula murcha; B e D) Célula com morfologia diferenciada.

Foto por microscopia eletrdnica de varredura, A, B e C aumento de 3000 X e D 5000 X.
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FIGURA 9. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 4c em concentragdo sub-inibitdria (1,95 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A) célula com descamacdo no envoltorio celular (seta),
5000 X; B) Célula estourada (seta) com extravasamento do contetdo celular (*), 3000
X; C e D) célula com morfologia diferenciada (*) e extravasamento do conteudo celular
(seta), 3000 X e 10.000X, respectivamente. Microscopia eletronica de varredura.
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FIGURA 10. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 3e em concentragdo sub-inibitoria (3,9 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A) célula com comprometimento do envoltério celular e
extravasamento do conteddo celular, 3000 X; B) Célula estourada (seta) com
extravasamento do conteddo celular (*), 3000 X; B, C e D) células murchas (*), 5000 X
e 5000X. Microscopia eletrdnica de varredura.
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FIGURA 11. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 4e em concentragdo sub-inibitoria (3,9 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A e B) células murchas, 5000 X e 3000 X,
respectivamente; C) Célula estourada (*), 3000 X; D) célula murcha e com
extravasamento de contetdo celular (*), 5000 X. Microscopia eletronica de varredura.
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FIGURA 12. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
tiosemicarbazona do lapachol em concentragdo sub-inibitéria (7,8 pg/ml) em meio
McVeigh&Morton com 15 dias de crescimento. A, B e C) células murchas e rompidas,
3000 X, 3000X e 5000 X, respectivamente; D) célula murcha e com envoltorio celular
comprometido, 5000 X. Microscopia eletrénica de varredura.

O isolado Pb18 cultivado em meio McVeigh&Morton apresentou crescimento
abundante com desenvolvimento de célula-m&e com formato oval e multi-brotamentos
caracteristicos do género Paracoccidioides (Figura 7a). Foi observado que sob as
condicOes de tratamentos testados as leveduras de P. brasiliensis, isolado Pb18, quando
tratadas com a substancia 3b apresentaram murchamento das células, como observado
nas figuras 2a e 2c, além de alteracdes na morfologia celular (Figuras 8b e 2d). Quando
o0 isolado Pb18 foi tratado com 4c houve o descamamento do envoltério celular (Figura
9a) e algumas células apresentaram extravasamento do conteudo citoplasmatico
(Figuras 9b, c, d). Ja as leveduras quando expostas a acdo da substancia 3e
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apresentaram, sobretudo, murchamento e depressdes na superficie celular (Figuras 10b,
¢, d), o que sugere que a célula esteja em processo de apoptose, contudo, algumas
células sofreram alteragcdes no envelope externo e extravasamento do contetdo celular.
Sob tratamento com a substancia 4e as células também sofreram murchamento (Figuras
11a ,b, d) e rompimento da célula (Figuras 11c). As leveduras de P. brasiliensis (Pb 18)
sob acdo da tiosemicarbazona do lapachol em sua grande maioria estavam murchas e

rompidas, sugerindo morte celular por necrose (Figuras 12a, b,c).

Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Utilizando microscopia eletronica de transmissdo foi possivel observar
alterages na morfologia e na estrutura interna celular do isolado Pb18 sob tratamento
com as substancias em teste. Nestas fotos foram observadas desorganizacédo
citoplasmatica, vacuolizacdo celular e digestdo de organelas, destruicdo da membrana
celular, auséncia de nudcleo indicando comprometimento do metabolismo celular, além

de alteracfes na membrana caracteristicas de apoptose.
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FIGURA 13. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, cultivadas em
meio McVeigh&Morton com 15 dias de crescimento na auséncia de tratamento (grupo
controle). A) célula binucleada (*) com vacuolos (= ), membrana citoplasmatica (seta) e
externamente a membrana a parede celular; B) mitocondrias (seta); C) citoplasma com
granuloso (seta branca). Microscopia eletronica de transmisséo.
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FIGURA 14. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 3b na concentracdo de 3,9 pg/ml cultivadas em meio McVeigh&Morton com
15 dias de crescimento. A) membrana plasmatica retraida (seta) com nucleo
condensado (*); B) formacéo de vesiculas na membrana nuclear (seta); C) citoplasma e
membrana retraida (seta) com vactolo digestivo (*). Microscopia eletronica de
transmissao.
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FIGURA 15. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 4c em concentragdo sub-inibitdria (1,95 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A) célula com retracdo da membrana plasmaética (seta); B)
membrana plasméatica ampliada (seta); C e D) célula com muitos vactolos (*) e
citoplasma desorganizado. Microscopia eletronica de transmissao.
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FIGURA 16. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substancia 3e em concentragdo sub-inibitéria (3,9 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A) célula com membrana plasmatica degradada (seta) e
desorganizacdo citoplasmatica; B) fragmentos da membrana celular (seta); C) célula-
mde e célula-filha com auséncia de membrana plasmatica e desorganizacdo
citoplasmatica; D) ampliacdo da celula-filha. Microscopia eletronica de transmiss&o.
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FIGURA 17. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
substéncia 4e em concentragdo sub-inibitoria (3,9 pg/ml) em meio McVeigh&Morton
com 15 dias de crescimento. A e B) células com alteracdo em parte da membrana
celular (seta) e desorganizacdo citoplasmatica; C) Célula com morfologia alterada e
citoplasma desorganizado. Microscopia eletronica de transmissao.
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FIGURA 18. Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb18, tratadas com a
tiosemicarbazona do lapachol em concentragdo sub-inibitéria (7,8 pg/ml) em meio
McVeigh&Morton com 15 dias de crescimento. A e B) celulas com acimulo de
residuos granulosos (seta); C) granulos ampliados; D) célula com citoplasma
desorganizado. Microscopia eletronica de transmissao.

As leveduras Pb18 de P. brasiliensis quando tratadas com a substancia 3b
apresentaram alteragfes drasticas na membrana citoplasmética, com retracdo dessa
estrutura (Figura 14a) deixando a membrana com um formato de meia-lua,
caracteristico do processo de morte por apoptose. O nucleo em muitas células
apresentava-se condensado e com formacdo de vesiculas junto a membrana nuclear
(Figura 14b). O tratamento do fungo com a substéncia 4c provocou uma leve retragéo
da membrana plasmatica (Figura 15 a, b) e formac&o de varios vacutolos, além de uma
desorganizacdo citoplasmatica (Figura 15c,d). A substancia 3e provocou a destrui¢éo da
membrana plasmatica (Figura 16a,b) e desorganizacao citoplasmatica. Alteracdes mais
pontuais na membrana plasmatica também foram observadas no tratamento com a
substancia 4e (Figura 17a,b), além de alteracdo na morfologia celular e desorganizacéo

citoplasmatica (Figura 17c).
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O tratamento com a tiosemicarbazona do lapachol levou ao acimulo de granulos
no citoplasma (Figura 18a,b), e desorganizacdo citoplasmética (Figura 18d). Apds o
cultivo do isolado Pb18 em presenca desta substéncia as células apresentavam coloragao
mais escura que a cultura na sua auséncia desta, sendo possivel que esta alteracdo na
coloracdo da celula esteja relacionada ao acimulo destes residuos granulosos, 0s quais
podem ser da propria substancia que se acumula no citoplasma celular sem ser

metabolizado pela célula de P. brasiliensis.

Ensaio com alvo na parede celular fungica
Ensaio do Sorbitol

O teste com o sorbitol, protetor osmoético, foi realizado com o objetivo de se
observar se as substancias em teste possuem acdo sobre a parede celular fungica. No
entanto, ndo foi observada alteracdo no valor da CIM na presenca do sorbitol, o que
indica que as substancias ndo agem diretamente sob a parede celular fungica do isolado
Pb18 (Tabela 6).

TABELA 6.

Resultado da concentracdo inibitéria minima na presenca e auséncia de
sorbitol a 0,8 M das substancias 3b, 4c, 3e, 4e e da tiosemicarbazona do
lapachol (TSC) contra o isolado Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis.

Concentracdo inibitéria minima (CIM) pg/ml

MMcM MMcM+Sorbitol
3b 7,8 7,8
4c 7,8 7,8
3e 7,8 7,8
4e 7,8 7,8
TSC 15,6 15,6

Legenda; MMcM — meio McVeigh&Morton.
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Ensaio com marcadores de morte celular: lodeto de propideo e DAPI

Este teste foi realizado com o isolado Pb18 de P. brasiliensis apds 5 dias de
crescimento sob tratamento com as substancias 3b, 4c, 3e, 4e e a tiosemicarbazona do
lapachol em concentracdo sub-inibitoria. As amostras dessas células tratadas foram
dividas para incubacéo, separadamente, com os marcadores de morte celular iodeto de
propideo (IP) e 4,6’-diamino-2-fenilindol (DAPI). Na amostra controle, com apenas as
leveduras em cultivo, observamos que 74,16% das células se coraram com DAPI e
15,7% apresentaram IP positivo (Tabela 7).

Na amostra de células tratadas com a substidncia 3b 50% apresentaram
condensacdo da cromatina indicadas pela coloracdo positiva com o DAPI, sugerindo a
possibilidade de estas estarem em processo de apoptose. Contudo, segundo teste com o
IP, 30% apresentou danos na membrana sugerindo morte celular por necrose. Quando
comparados com as caracteristicas ultraestruturais observadas apds 15 dias de
tratamento, as células estavam murchas e com o citoplasma retraido contendo apenas
vacuolos digestivos, contudo o rompimento do envelope celular ndo foi observado, o
que reforca o indicio de um processo apoptético nessas células.

No tratamento com a substancia 4c foi observado que 70% das células
apresentaram DAPI positivo e 40% apresentaram IP positivo e por microscopia
eletrbnica observamos que algumas células estavam rompidas indicando a ocorréncia de
necrose. Ja no tratamento com 3e cerca de 30% das células apresentaram cromatina
condensada, enquanto apenas 6% ndo apresentaram membrana integra e foram coradas
com IP. A microscopia mostrou células murchas e com alteragdes citoplasmaticas e
membrana degradada, contudo a parede celular estava integra ndo havendo
extravasamento de contetudo celular, o que reforca a possibilidade de inducdo de
apoptose.

A amostra tratada com 4e revelou que 95% das células apresentavam cromatina
condensada e 33,3% foram IP positivo, além disso, segundo a microscopia eletrdnica
muitas celulas estavam murchas e outras estouradas. Nas leveduras tratadas com TSC
60% das células foram coradas com DAPI e 50% com IP. Como o resultado do DAPI e
IP foram semelhantes e por microscopia observamos muitas células rompidas é possivel
que esteja ocorrendo morte por necrose, sendo assim o DAPI positivo poderia estar

relacionado a facilidade de penetrar na célula pela membrana danificada, podendo se
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ligar a cromatina ou ao conteudo celular solto no meio revelando um falso teste

positivo.

TABELA 7. Ensaio com marcadores apoptoticos. Porcentagem de células coradas com
DAPI e lodeto de propideo (IP) associadas a caracteristicas ultra-estruturais do isolado
Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis quando submetidos a tratamento com as
substancias 3b, 4c, 3e, 4e e tiosemicarbazona do lapachol (TSC) em concentragéo sub-
inibitoria (por 5 dias para DAPI e IP e 15 dias para microscopia eletronica).

Substancias DAPI IP Microscopia eletrénica

Célula murcha, auséncia
de organelas, parede
celular integra, citoplasma
retraido

50% 30%

4c

Células com envoltorio
70% 40,74% rompido,desorganizacdo
citoplasmatica.
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Substancias DAPI IP Microscopia eletronica

Célula murcha,
desorganizacédo
28,57% 6% citoplasmatica e
degradacdo da membrana
celular.

4e

Célula murcha e estourada,
desorganizacéo
citoplasmatica e

morfologia alterada.

95% 33,3%
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Substancias DAPI IP Microscopia eletronica

Células murchas e

rompidas, morfologia
0 0
60% 50% alterada e acimulo de

granulos eletrondensos.

Controle

Célula-mée com mdltiplos
74,16% 15,7% brotamentos, estruturas
celulares integras.

6.4. Ensaio de fagocitose

Primeiramente foi realizado um ensaio para observar se as substancias
provocariam efeitos toxicos sob macrofagos murinos. Diversas concentracbes foram
testadas e 0 aumento da toxicidade foi relacionado ao aumento da concentracdo das
substancias 3b, 4c, 3e, 4e e tiosemicarbazona do lapachol (TSC). Nos resultados a
maior porcentagem de viabilidade celular esta relacionada a uma menor toxicidade das

substancias aos macrofagos murinos. Na 8 observa-se que a substancia 4c e TSC
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apresentaram maior porcentagem de macrdfagos viaveis nas concentragdes proximas a

CIM e também igual a 40 pg/ml, enquanto que as substancias 3b, 3e e 4e nao foram

toxicas principalmente em concentracdo igual ou menor que CIM.

TABELA 8.

Porcentagem de viabilidade de macr6fagos murinos tratados com as substancias 3b, 4c, 3e, 4e e a

tiosemicarbazona do lapachol (TSC).

Substancia Concentracdo Viabilidade ~DP  Substancia  Concentragdo Viabilidade  DP
(Mg/ml) celular (%) (Hg/ml) celular (%)
1000 8,48 2,20 1000 1,51 1,06
200 24,99 2,61 200 3,68 1,63
3b 40 46,08 3,30 de 40 65,34 4,67
8* 63,43 3,79 8* 66,50 4,55
1,6 82,00 8,95 1,6 79,90 8,00
1000 3,36 2,80 1000 3,26 1,56
200 2,90 0,65 200 24,91 13,46
4c 40 63,74 10,95 TSC 40 97,73 4,95
8 73,61 7,25 15,6* 96,91 10,27
4* 85,83 7,02 8 96,72 3,80
1000 4,09 0,91 2,5 1,73 1,22
200 5,16 0,85 0,5 1,21 1,68
3e 40 46,77 5,28 SDS 0,1 2,48 1,11
8* 70,03 3,43 0,02 69,35 4,28
1,6 92,63 8,12 0,004 87,75 8,51

Legenda: SDS -dodecilssulfato de sodio; Subst.= substancia.; *valor proximo a concentracao

inibitéria minima (CIM).

No ensaio de fagocitose com macrofagos murinos foi verificado que as

substancias 3b, 4c e 4e em concentragcdo sub-inibitoria foram capazes de alterar

significativamente o indice fagocitico aumentando o indice em relagdo ao controle
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(Figura 19). Contudo, observamos que na concentracédo igual a CIM nédo houve elevacao
da taxa de fagocitose pelos macréfagos murinos tratados com 3b e 4e. As substancias 3e
e a tiosemicarbazona do lapachol apresentaram, nas duas concentracdes testadas (CIM e
sub-CIM), niveis de fagocitose semelhantes ao grupo controle. Observamos também, a
reducdo do indice fagocitico nos tratamentos com 3b na concentracao igual a CIM e 3e

na concentracao sub-inibitdria.
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FIGURA 19. indice fagocitico de macréfagos murinos tratados com as substancias 3b,
4c, 3e, 4e e a tiosemicarbazona do lapachol (TSC) nas concentragdes igual a CIM e sub-
inibitoria frente ao isolado Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis. Teste de comparagéo
maltipla Newman-Keuls, p<0.05.Legenda: 3b= 7,8 pg/ml; 3b.1= 3,9 pg/ml; 4c= 3,9
pg/ml; 4c.1= 1,95 pg/ml; 3e= 7,8 pg/ml; 3e.1= 3,9 pg/ml; 4e= 7,8 pug/ml; 4e.1= 3,9
pg/ml; TSC= 15,6 pg/ml; TSC.1=7,8 pg/ml. * p<0,05 em relagéo ao controle.
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FIGURA 20. Atividade fungicida de macréfagos murinos tratados com as substancias
3b, 4c, 3e, 4e e a tiosemicarbazona do lapachol (TSC) nas concentragdes igual a CIM e
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sub-inibitoria frente ao isolado Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis. Teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls, p<0.05.Legenda: 3b= 7,8 pg/ml; 3b.1= 3,9
pg/ml; 4c= 3,9 pg/ml; 4c.1= 1,95 pg/ml; 3e= 7,8 pg/ml; 3e.1= 3,9 pg/ml; 4e= 7,8
pg/ml; 4e.1= 3,9 pg/ml; TSC= 15,6 pg/ml; TSC.1=7,8 pg/ml. * p< 0,05.

Pelo teste de comparacdo multipla Neuman-keuls com nivel de significancia
menor que 0.05, todas as substancias induziram aumento da atividade fungicida dos
macrofagos em relacdo ao controle (Figura 20) em pelo menos uma das concentracfes
testadas. Contudo, comparando a eficiéncia das concentracbes testadas, apenas a
substancia 3e obteve melhor atividade fungicida na concentracdo sub-inibitéria que na

concentracdo igual ao CIM.
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FIGURA 21. Concentracdo de 6xido nitrico (NO) em sobrenadante da cultura de
macrdéfagos murinos tratados com as substancias 3b, 4c, 3e, 4e e a tiosemicarbazona do
lapachol (TSC) nas concentrac@es igual & CIM e sub-inibitéria frente ao isolado Pb18
de Paracoccidioides brasiliensis. Teste de comparacdo mdaltipla Newman-Keuls,
p<0.05.Legenda: 3b= 7,8 pg/ml; 3b.1= 3,9 pg/ml; 4c= 3,9 pg/ml; 4c.1= 1,95 pg/ml;
3e= 7,8 pg/ml; 3e.1= 3,9 pg/ml; 4e= 7,8 pg/ml; 4e.1= 3,9 pg/ml; TSC= 15,6 pg/ml;
TSC.1=7,8 pg/ml.

Com o objetivo de se observar se as substancias testes induziam a producéo de
oxido nitrico (NO) pelo macrofago, aumentando sua capacidade fungicida, foi feito o
ensaio de dosagem NO no sobrenadante da cultura de macréfagos peritoneais
previamente tratados com as substancias experimentais. Contudo, ndo observamos
diferenga significativa na producéo de o0xido nitrico entre o controle e os grupos tratados
com as substancias experimentais, logo, nas condigdes avaliadas em um periodo de 2h

as substancias ndo induziram a producdo de NO pelos macrofagos (Figura 21).
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6.5. Atividade antiflingica in vivo

Para avaliacdo da atividade antifingica em modelo animal utilizamos apenas as
substancias 4c e 4e, pois estas apresentaram melhor solubilidade em PBS e puderam ser
administradas por via intraperitoneal.

No ensaio prévio para analise de toxicidade substancias 4c e 4e na dose de
5mg/kg/dia em camundongos BALB/c machos, a analise histolégica ndo revelou
alteracbes no pulmdo, figado e baco de camundongos ndo-infectados, quando o
tratamento foi administrado por 15 dias com doses diarias de 5 mg/kg/dia (Figura 22).
Descartada a possibilidade de alteraces histoldgicas mediante a acdo das substancias
experimentais, sob as condicdes testadas, o ensaio in vivo prosseguiu utilizando as

mesmas condicdes.

PBS

4c

4e

FIGURA 22. Histologia do pulmdo, figado e baco de camundongos BALB/c para
avaliacdo da toxicidade das substancias 4c e 4e. Os grupos de animais receberam
volumes diérios de 200 ul das substéncias 4c e 4e com dose igual a 5mg/kg/dia, via
intraperitoneal, por 15 dias. O grupo controle recebeu apenas PBS em condicOes iguais
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de tratamento. Os oOrgdos analisados nao apresentaram alteracdes histoldgicas
significativas que pudessem ser remetidas a acdo das substancias experimentais.

Coloragdo hematoxilina-eosina, 20X. N=5.

No presente trabalho o desenvolvimento da PCM murina e a eficacia dos
tratamentos foram avaliados a partir da extracdo do pulmao, do figado e do bago para
recuperacdo de unidades formadoras de coldnias (UFC), andlise histoldgica e dosagem
de citocinas. Como controle foi utilizado um grupo de animais que ndo receberam
tratamento e um grupo tratado com itraconazol. As substancias testes e o itraconazol
foram testados na concentracdo de 5mg/kg/dia.

A recuperacdo de UFC somente foi alcancada a partir do pulmé&o, dos demais
orgdos ndo foram recuperadas células vidveis de P. brasiliensis. Pela contagem de
colénias foi observado que os trés grupos de animais tratados (itraconazol, 4c e 4e)
foram capazes de promover melhor reducdo do numero de UFC em comparag¢do com o
controle (grupo infectado sem tratamento), apresentando p <0,05 pelo teste de
comparacdo multipla Newman-Keuls. Apesar de serem observadas diferencas de UFC
entre os trés tratamentos, esta ndo foi estatisticamente significativa entre os trés

tratamentos oferecidos aos animais (Figura 23).
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FIGURA 23. Quantidade de UFC/g de pulmdo de camundongos BALB/c machos
infectados com o isolado Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis. Os grupos de
camundongos foram tratados por 15 dias com volumes diarios de 200 pl na dose de
5mg/kg/dia, em condi¢bes iguais para os trés tratamentos oferecidos. Teste de

comparacdo multipla Newman-Keuls, p<0,05. N=5.
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Para analise histologica do pulmdo, figado e baco foram preparadas laminas
coradas com hematoxilina-eosina (HE) para observacdo de alteracfes patoldgicas e
coloragdo Gomori-Grocott para verificagdo da presenca das leveduras de P. brasiliensis
nos tecidos. A coloracdo de Gomori-grocott revelou a presenca de leveduras no figado e
pulmdo em todos os grupos experimentais (Figura 24). Entretanto, no baco néo

observamos ceélulas tipicas de P. brasiliensis.
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FIGURA 24. Coloragdo Gomori-grocott. Pulmdo e figado de animais do grupo

controle. a) pulmdo com acumulo de infiltrado inflamatorio (verde) e presenca de

leveduras (marrom); b) Figado com presenca de levedura de P. brasiliensis; 100X.

A andlise histoldgica do pulmdo corado com HE revelou um quadro de
pneumonia multifocal com acumulo de infiltrado inflamatério e inicio de fibrose
pulmonar nos animais infectados que ndo receberam tratamento, caracterizando um
quadro infeccioso causado pela paracoccidioidomicose (Figura 26a). O grupo tratado
com a substancia 4c se destacou apresentando maior parte do parénquima preservado e
poucas areas com infiltrado inflamatorio (Figura 26g), enquanto que o0s grupos tratados
com a substancia 4e apresentaram excesso de infiltrado e acumulo de granulomas
(Figura 16j). O grupo de animais que recebeu tratamento com o itraconazol apresentou
pulm&o com acimulo de infiltrado inflamatério e alguns granulomas (Figura 26d).

Quanto as laminas de figado coradas com HE, os animais tratados com
itraconazol e 4c ndo apresentaram alteracbes morfologicas visiveis (Figura 26e, h).
Enquanto o grupo tratado com 4e apresentou extensas areas de microesteatose e
degeneracdo hidrépica semelhante aos animais nao tratados (Figura 26k, b). A analise
do baco ndo revelou alteracdes histopatoldgicas assim como a auséncia de leveduras no

ensaio de recuperacdo de UFC (Figura 26c, f, i, I).
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FIGURA 2

infectados com o isolado Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis, tratados com as

. Histopatologia do pulméo, fl’gad e baco e camundongos LB/c
substancias 4c e 4e e com o itraconazol (ITRA). Os grupos de animais receberam
tratamento por 15 dias com as substancias 4c e 4e e com itraconazol, na dose de
5mg/kg/dia, via intraperitoneal. A) Pulmdo com excesso de infiltrado inflamatério no
parénquima e inicio de fibrose pulmonar; B) figado com degeneracdo hidrépica; C)
Bago sem alterac@es visiveis; D) Pulm&o com inflamacédo focal; E) Figado normal; F)
Baco normal; G) Pulmao com parénquima preservado e areas de inflamacéo branda; H)
Figado normal; I) Baco normal; J) Pulmdo com inflamacdo intensa e excesso de
granulomas; K) Figado com degeneracdo hidropica; L) Baco normal. Coloragdo

hematoxilina-eosina, 20X.
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A partir das ldaminas coradas com HE foi realizada uma avaliacdo patoldgica do
pulmdo e do figado desses animais seguindo os pardmetros apresentados na tabela a

sequir:

TABELA 9.
Pardmetros da avaliagdo histopatoldgica do pulméo
e figado de camundongos BALB/c com

paracoccidioidomicose.

Parametros de avaliacdo histopatologica

Figado Pulmao
Hiperemia Hiperemia
Infiltrado periportal Infiltrado perivascular
Infiltrado lobular Infiltrado lobular
Esteatose Fibrose
Apoptose Necrose
Necrose

Degeneracdo Hidropica

Pontuacéo
Inexistente 0
Leve 1
Moderado 2
Acentuado 3
Grave 4

A partir da observacdo das caracteristicas citadas na tabela 9 nas laminas de
pulm&o e figado, dos grupos experimentais, e do somatério dos valores obtidos foi
desenvolvido um escore do processo inflamatorio em cada grupo e este pode ser
observado na figura 25. N&o foi realizada analise do baco, uma vez que ele nédo
apresentou alteracfes histopatologicas visiveis. Os valores obtidos foram analisados
segundo o teste de comparacdo multipla Newman-Keuls, sendo que as diferencas foram

consideradas significativas quando encontrado p< 0,05.
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A analise do figado revelou maior controle do processo inflamatorio nos grupos
de animais tratados com itraconazol e com a substancia 4c, com valores do escore
menores que no grupo controle, apresentando diferencas significativas em relagéo aos
animais ndo-tratados. Quanto ao pulméo apenas o grupo tratado com 4c apresentou
menor valor atribuido no escore patologico com diferencas significativas no quadro
inflamatorio em relagdo aos animais controle. J& o grupo tratado com 4e apresentou
comprometimento do figado e pulm&o semelhante ao observado no grupo controle, ndo

havendo diferenca significativa entre os valores do escore.
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FIGURA 26. Escore do processo inflamatério decorrente da infeccdo por
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) no figado e pulmdo de camundongos BALB/c
tratados com as substancias 4c e 4e e com o itraconazol. Teste de comparagdo multipla
Newman-Keuls, p<0,05. N=3.

A dosagem de citocinas foi realizada apenas no pulmé&o dos animais integrantes
dos grupos experimentais, uma vez que grande parte das alteracdes histopatoldgicas e
também a recuperacdo de UFC foram mais evidentes nesse 6rgdo. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na dosagem das citocinas pro-inflamatorias INF-y e 1L-12
entre os tratamentos com as substancias 4c e 4e e 0 grupo de animais tratados com
itraconazol. Contudo, nos trés tratamentos administrados observamos uma elevacéo
significativa da producéo de INF-y e IL-12, semelhante ao grupo de animais néo-

infectados que receberam apenas PBS por via intraperitoneal (PBS), quando
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comparados ao grupo de animais infectados (controle) que ndo receberam tratamento
(Figuras 27 e 28).

Em relacdo a citocina anti-inflamatéria 1L-10, apenas o grupo controle com
animais infectados apresentaram maior dosagem dessa citocina no pulmédo quando
comparado aos demais grupos experimentais. Os grupos tratados e o grupo PBS néo
foram significativamente diferentes entre si (Figura 29).
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FIGURA 27. Concentragcdo da citocina pré-inflamatéria INF-y no pulmdo de
camundongos BALB/c tratados com as substancias 4c e 4e, e com itraconazol. Teste de
comparacdo maltipla Neuman-keuls, p<0,05.

IL-12
20001
= 15001
E
g
¢ 10004
=
S
O 500-
0 -
% 3 < Q \
QQ) &%60 ™" ™ (\&0
s&(’ <X
\Q \\{b‘

FIGURA 28. Concentragdo da citocina pro-inflamatoria IL-12 no pulméo de
camundongos BALB/c tratados com as substancias 4c e 4e, e com itraconazol. Teste de
comparagao multipla Neuman-keuls, p<0,05.
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FIGURA 29. Concentracdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no pulméo de

camundongos BALB/c tratados com as substancias 4c e 4e, e com itraconazol. Teste de
comparacao multipla Neuman-keuls, p<0,05.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo a busca por novas opcles terapéuticas
contra a PCM. O estudo das substancias derivadas de chalconas 3b, 4c, 3e e 4e e da
tiosemicarbazona do lapachol mostrou que estas substancias sdo capazes de inibir e
matar o fungo em testes in vitro. Esta atividade é ampla dentro do género
Paracoccidioides, uma vez que os diferentes isolados representantes das espécies
filogenéticas foram igualmente suscetiveis a acdo das substancias. Esses resultados
corroboram com estudos que mencionam a atividade biolégica de substancias

provenientes de chalconas e também do lapachol (Dhar, 1981; Araujo et al., 2002).

Comparando a atividade antifungica in vitro das substancias derivadas de
chalconas e da tiosemicarbazona do lapachol com as drogas utilizadas como controle,
observamos que o itraconazol foi mais ativo que as substancias experimentais, mas o
SMZ-TMP apresentou uma concentracao inibitoria mais elevada que as substancias do
presente trabalho. Essa atividade é interessante por ser uma atividade intermediria as
duas drogas utilizadas no tratamento da PCM, sendo que a mais utilizada pelo SUS
(Sistema Unico de saude) é a sulfametoxazol-trimetoprima (Shikanai-Yasuda et al.,
2006).

A atividade antifingica das substancias experimentais também foi verificada na
curva de tempo de morte, que mostra a cinética de crescimento e a acdo dessas
substancias, as quais principalmente ap6s cem horas de tratamento reduziram a
viabilidade celular em cerca de 70%. No trabalho de Takahagi-Nakaira et al. (2009) o
teste de tempo de morte de células do isolado Pbl18 devido a anfotericina B, na
concentracdo fungicida, mostrou que no periodo de 100 horas todas as células estavam
mortas, entretanto, o resultado foi baseado no nimero de UFC recuperadas, enquanto
que no presente trabalho avaliamos a diferenca de absorbancia comparada ao controle

de crescimento.

No estudo de Tavares et al. (2011) as substancias derivadas de chalconas 3b, 4c,
3e e 4e foram descritas juntamente com outras chalconas com radicais diferentes em sua
estrutura, sendo que a substancia 3b tem um substituinte metila , 3e apresenta como

substituinte um atomo de fldor , a 4c tem um substituinte metoxila) e a 4e é uma n-
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oxido chalcona com um fldor como substituinte . Estes autores observaram que a adi¢éo
de radicais como fllor e metoxila foram capazes de melhorar a atividade antifingica
destas moléculas, contra diferentes isolados de Paracoccidioides sp.. Nos ensaios de
CIM realizados por estes autores utilizando o meio RPMI a atividade das chalconas
também foi melhor que a do SMZ-TMP contra Paracoccidioides sp., mas os valores
diferem sutilmente dos valores observados no presente trabalho. Em outros trabalhos
citados na literatura a CIM também tem sido relatada com valores diferentes de acordo
com o meio de cultura utilizado. Sabatelli et al. (2006) relatou valores de CIM para o
itraconazol de 0,16 a 0,63 pg/ml em meio RPMI em ensaios in vitro com
Paracoccidioides sp.. Hahn e Handam (2000) apresentaram valores de CIM para o
itraconazol, em meio MMcM, de 0,0009 até 0,5 pg/ml utilizando a técnica de
macrodiluicdo descrita por Shadomy (1987), enquanto no presente trabalho observamos
um valor médio de CIM de 0,004 a 0,125 pg/ml para cinco isolados. Nés optamos pela
utilizacdo do meio de cultura MMcM em todos os experimentos realizados, uma vez
que este foi descrito por Restrepo & Jiménez (1980) como um meio quimicamente

definido ideal para o crescimento de leveduras do género Paracoccidioides.

No trabalho de Souza et al. (2012) foi relatado que a atividade do lapachol
contra o isolado Pb18 de P. brasiliensis foi de 0,13 pumol/mL (31,2 pg/mL) enquanto
gue com o acréscimo da tiosemicarbazona, originando a tiosemicarbazona do lapachol,
a CIM passou para 0,04 umol/mL (13,8 pg/mL). As tiosemicarbazonas séo conhecidas
também por sua atividade farmacoldgica, tais como antitumoral, antibacteriana,

antiviral, antiprotozoaria, citotdxica (Tendrio et al., 2005).

Nos ensaios de interacdo entre drogas foi verificado que na combinacdo de 4c e
itraconazol, especificamente, na concentracdo de 0,97 e 0,0072 ug/ml, respectivamente,
apresentou interacdo sinérgica in vitro contra o isolado Pb18 de Paracoccidioides sp..
Nas outras concentracOes testadas os valores de CIFI obtidos foram reconhecidos como
um possivel efeito aditivo ou com acdo indiferente a combinacdo (Cuenca-Estrella,
2004). Dessa forma, a interacdo € dependente da concentracdo destas substancias
podendo variar de indiferente a sinergismo. Este tipo de interacdo é importante, pois
pode levar ao desenvolvimento de uma nova terapia combinada que utilize menor
concentracédo do itraconazol em menor tempo de tratamento, o que reduziria os efeitos
colaterais dos pacientes, uma vez que o itraconazol interage com o citocromo P-450, o

que pode acarretar alteracfes nas enzimas hepaticas e a inibi¢do do sistema enzimatico
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dos mamiferos, tais como os envolvidos com a sintese dos hormonios esterdides e
prostaglandinas, que sdo dependentes deste citocromo (Pierad et al., 2000; Meinerz et
al., 2007).

No ensaio de interagdo entre drogas no presente trabalho foi utilizado o método
baseado na determinacdo da concentracdo inibitoria minima (Cuenca-estrella, 2004) e
consideramos os valores do indice da concentragdo inibitoria fracional para determinar
o tipo de interagédo existente. Contudo, as defini¢cdes de auséncia de interagdo e de efeito
aditivo ainda sdo confusas, uma vez que a auséncia de interacdo é definida como
nenhuma interacdo significativa entre 0s agentes antimicrobianos testados, mas
definicdes, tais como aditivo, sub-aditivo e indiferente ainda sdo usadas (Grecco et al.,
1995).

Neste trabalho realizamos o ensaio utilizando o protetor osmético sorbitol, que
considera 0 aumento da CIM como indicio de atividade na parede celular. O sorbitol
atua como protetor osmotico estabilizando a parede celular, com isso, é possivel reverter
a atividade do antifingico em meio de cultura contendo sorbitol, uma vez que ele
dificulta a acdo sobre a parede celular resultando no aumento do valor da CIM (Frost et
al., 1995). No presente estudo ndo houve diferenca no valor de CIM na presenca e
auséncia do sorbitol para todas as substancias testadas. Portanto, provavelmente, o
mecanismo de acdo das substancias testadas ndo se encontra na parede celular do fungo

Paracoccidioides.

Em conformidade com os resultados expostos em nosso trabalho, Tavares et al.
(2011) também ndo encontraram atividade na parede celular do Paracoccidioides sp,
utilizando o estudo com protetor osmético, para as substancias 3b, 4c, 3e e 4e, em meio
RPMI, assim como para as outras substancias derivadas de chalconas. Souza et al.
(2012) também observou que ndo havia alteracdo da CIM da tiosemicarbazona do

lapachol na presenca do sorbitol.

Com a finalidade de se observar os possiveis alvos de acdo das substancias
testadas foram realizados estudos de microscopia eletronica de varredura e transmissao
de leveduras de P. brasiliensis (Pb 18) tratadas com as substancias experimentais.
Nestes estudos a substdncia 3b provocou alteracdo na organizagdo das organelas
citoplasmaticas com a formacdo de vacuolos digestivos e retragdo da membrana

plasmatica, a qual permaneceu intacta, enquanto na superficie essas alteragbes eram
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refletidas na morfologia celular alterada e depressdes na superficie celular. Essas
caracteristicas se assemelham com o observado em células de mamiferos por MET, a
qual é considerada confidvel para confirmar a apoptose, devido a exposi¢cdo de
caracteristicas ultraestruturais irrefutaveis de apoptose, tais como a marginalizacdo do
nucleo elétron-denso na fase inicial, fragmentacdo nuclear, membrana celular intacta
mesmo durante a fase de desintegracdo da célula, desorganizacdo das organelas
citoplasmaticas, vacuolos claros e formacgéo de bolhas na superficie da célula (White et
al., 2004).

As leveduras tratadas com 4c apresentaram muitos vacuolos de baixa
eletrondensidade e desorganizacdo do citoplasma com uma leve retracdo da membrana
celular, alteragéo da morfologia externa, descamamento do envelope celular e ruptura
da célula. Além do rompimento celular Madeo et al. (1999) atribui 0 aumento do
numero de vacuolos intracelulares a danos por necrose, observados na levedura Candida

albicans.

NOs observamos que a acdo da substancia 3e induziu a destruicdo da membrana
celular e desorganizacdo citoplasmatica somada a murchamento e comprometimento do
envelope celular. As substancias 4e e tiosemicarbazona do lapachol culminaram no
murchamento e rompimento das células com extravasamento do citoplasma, mas a 4e
provocou disturbios em parte da membrana plasmatica, desorganizacdo citoplasmatica e
alteracdo na morfologia. Enquanto a tiosemicarbazona do lapachol levou ao acimulo de
granulos eletrondensos no citoplasma. Estas caracteristicas se assemelham ao relatado
na literatura acerca de células de mamiferos em processo de necrose, as quais
apresentam alteracdes morfoldgicas de formacdo de vaclolos citoplasmaticos,
desorganizacdo das organelas com reticulo endoplasmatico distendido, formacdo de
bolhas no citoplasma, ruptura das mitocondrias, desagregacdo dos ribossomos,
rompimento dos lisossomos e ruptura da membrana celular (Kerr et al., 1972; Majno et
al., 1995).

Essas observagdes coincidem com o trabalho de Santos et al. (2007), no qual a
acdo da oenoteina B provocou depressdes na superficie celular do Paracoccidioides,
desorganizacdo citoplasmatica, ruptura do envoltorio, extravasamento do citoplasma e a

formacdo de grande vactolos de baixa eletrondensidade. A formacdo desse tipo de
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vacuolo tem sido associada ao fluxo de agua a partir do ambiente extracelular que pode

elevar a pressdo no interior da célula ocasionando ruptura celular (Nakai et al., 2005).

A formacéo de depressdes na superficie celular sem o rompimento do envelope
¢ associada ao processo de morte celular por apoptose (Granot et al., 2003), sendo
assim, é possivel que a substancia 3b interfira desencadeando a morte da levedura por
apoptose. Nesse processo a célula tende a se retrair, enrugar e apresentar menor
tamanho (Kerr et al., 1972).

A morte celular por apoptose ocorre naturalmente em organismos multicelulares
durante o desenvolvimento, para a eliminacdo de células danificadas, em resposta a
agentes infecciosos, tanto quanto em respostas adaptativas a estresse biético e abiotico
(Sharon, 2009). No entanto um processo alternativo a apoptose é a necrose, considerado
um processo toxico e degradante de morte celular (Majno et al., 1995) e dependendo de
fatores tais como a intensidade e duracdo do estimulo esses dois processos podem
ocorrer simultaneamente (Zeiss et al., 2003). Contudo, a necrose € um processo passivo
e descontrolado, sendo principalmente mediada pela interferéncia no suprimento de
energia da célula e danos diretos a membrana celular, enquanto a apoptose € controlada

e dependente de energia (Elmore et al., 2007).

A partir destas observacgdes realizamos ensaios com os marcadores de morte
celular iodeto de propideo (PI), capaz de penetrar em células que estejam com a
membrana significativamente danificada e, entdo, ele se liga ao DNA, e o DAPI, capaz
de penetrar as membranas das células apoptdticas e corar a cromatina condensada (Yang
et al., 2006).

No controle observamos que mais de 70% das leveduras se coraram com DAPI,
0 que tem sido relatado na literatura, uma vez que o método de marcacdo com o DAPI é
considerado subjetivo fornecendo apenas indicios de um provavel processo apoptotico,
pois ndo ha uma diferenciacdo entre as células normais que estejam em fase de divisdo
celular, na préfase na qual os nucleos se encontram condensados e portanto se coram

por DAPI, e as células apoptdticas (Yang et al., 2006).

Nas células tratadas com a substancia 3b uma maior porcentagem de leveduras
apresentou condensacao da cromatina indicadas pela coloracéo positiva com o DAPI, o

gue sugere a possibilidade destas estarem em processo de apoptose. Além disso, por
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microscopia eletronica observamos que as celulas estavam murchas, com o citoplasma
retraido contendo apenas vacuolos digestivos e membrana celular integra, o que reforca
0 indicio de um processo apoptético nessas células, mesmo havendo algumas células

mortas evidenciadas pelo PI.

No tratamento com a substdncia 4c observamos que 40% das leveduras
apresentaram IP positivo e por microscopia eletronica observamos que algumas células
estavam rompidas, o que fornece indicios da ocorréncia de necrose. No entanto, 70 %
das leveduras foram coradas pelo DAPI. E possivel que isto se deva ao fato de na
microscopia as células foram tratadas por 15 dias, sendo possivel que uma fase mais
tardia de apoptose culmine no rompimento celular observado (Ludovico et al., 2005),
mas em 5 dias a maioria das células ainda apresentava apenas a condensacdo da
cromatina sugerindo um processo apoptotico. Em relacdo ao tratamento com a
substancia 4e o resultado foi semelhante, no qual 95% das células apresentaram
cromatina condensada, contudo na microscopia eletrdnica muitas células estavam
murchas e outras estouradas. Nas leveduras tratadas com 3e observamos uma baixa
porcentagem de células coradas com DAPI (30%) e IP (6%). Ludovico et al. (2005)
relatam que nas leveduras, os corpos apoptéticos e fragmentos celulares sofrem ruptura,
0 que pode causar problemas na caracterizacdo da apoptose em leveduras, pois
marcadores de necrose, tais como a desintegracdo da membrana celular se sobrepde as
marcadores tipicos de apoptose. Além disso, 0 curso do processo apoptotico exibe
diferentes caracteristicas, as quais tém sido descritas como fases distintas, sendo que
numa fase tardia a apoptose culmina na ruptura da célula assim como ocorre no
processo de necrose (Elmore et al., 2007). Ja no tratamento com a tiosemicarbazona do
lapachol (TSC) a porcentagem de células coradas com DAPI e Pl foram semelhantes,
mas na microscopia eletrdnica observamos muitas células rompidas, refor¢cando que a

morte pode ter sido por necrose.

No inicio da infeccdo pelo Paracoccidioides sp. o contato primario entre o fungo
e 0 hospedeiro se faz por meio das células fagociticas, que atuam como importante fator
de defesa inata do organismo. Acredita-se que a capacidade do hospedeiro de resisténcia
a infeccédo fungica é determinada principalmente pela habilidade de restringir a infeccéo
ao seu sitio primario, evitando assim a disseminacdo fangica e 0 comprometimento de

outros 6rgaos o que culmina em uma rapida resolucéo da doenca (Cano et al., 1995).
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No presente trabalho nés utilizamos macrofagos peritoneais de camundongos da
linhagem BALB/c para observar se as substancias experimentais melhoravam a resposta
fagocitica. Acredita-se que os macrofagos destes animais apresentam boa capacidade
microbicida, capacidade de montar um granuloma epitelioide caracteristico da ativacao
de células efetoras do tipo Thl e produzem IFN-y como citocina efetora, quando em
situacOes de resisténcia (Brummer et al., 1984). Foi observado que as substancias 3b,
4c e 4e foram capazes de induzir a fagocitose e tiveram atividade fungicida
significativa, contudo, essa atividade fungicida ndo foi associada ao aumento da
producdo de 6xido nitrico nas condicOes testadas. Ainda € necessario examinar quais
vias podem ter sido ativadas por estas substancias. E possivel que o tempo de incubagéo
de 2 horas tenha sido curto para a quantificagdo de um aumento significativo na
producdo de NO pelos macrofagos, pois trabalhos tém demonstrado que a principal
atividade microbicida dos macréfagos relaciona-se com a producdo de NO e seus
metabdlitos (Missal et al., 2004). Tavares (2007) relatou que apos 6 horas de incubagéo
dos macrofagos murinos infectados com Paracoccidioides sp. foi possivel observar o
acumulo de transcritos de genes relacionados a atividade pro-inflamatéria e de

fagocitose.

Outros agentes oxidantes também podem ser produzidos pelas células
fagociticas. A enzima NADPH oxidase que ndo é ativada em macréfagos em estado
normal, quando fagocita determinados microrganismos e certos peptideos inflamatorios
é ativada a produzir O, a partir da reducdo do oxigénio molecular. E a inatividade da
NADPH oxidase tem sido associada a quadros de doenca granulomatosa crénica em
humanos, que leva a infeccGes bacterianas e flngicas recorrentes (Heyworth et al.,
1991). Sendo assim, testes para identificacdo de outras espécies reativas sdo importantes
para o esclarecimento do aumento da atividade fungicida dos macrdfagos quando

tratados com as substancias em estudo.

Em outros trabalhos a capacidade da anfotericina B em ativar macrofagos tem
sido demonstrada, indicando um possivel efeito desta droga diretamente na membrana
plasmatica do macrofago aumentando a capacidade de producédo do anion superdéxido
(Wilson et al., 1991). Alguns trabalhos também sugerem que a acdo do antifungico
também pode ocorrer diretamente sobre o fungo fagocitado (Ponce et al., 1990). Em
macrofagos humanos a anfotericina B foi capaz de ativar a produgdo de &nion

superdxido (Wilson et al., 1991).
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O estabelecimento do modelo experimental para o estudo da PCM permite boa
correlagdo com a doenga humana, esclarecendo melhor a interacdo parasita-hospedeiro
e a acdo de agentes terapéuticos no progndstico da doenga (Singer-Vermes, 1993). Os
camundongos da linhagem BALB/c apresentam suscetibilidade intermediaria ao
Paracoccidioides sp. e por isso sdo amplamente utilizados como modelo experimental
no estudo da PCM (Restrepo et al., 1992).

Em nosso trabalho utilizamos BALB/c machos para avaliagdo da atividade
antifungica in vivo das substancias 4c e 4e. Apenas estas substancias foram escolhidas
porque apresentam maior solubilidade em PBS e com isso puderam ser administradas
via intraperitoneal. Esta via tem sido utilizada em diversos trabalhos devido a sua facil
execucao e boa reprodutibilidade (Maluf et al., 2008). Nés utilizamos trés parametros
para avaliar o desenvolvimento da PCM nesses animais, os quais foram andlise
histopatolégica do tecido e observacdo de células tipicas de Paracoccidioides sp., a

recuperacdo de leveduras vidveis em meio de cultura e a analise de citocinas.

Para a infeccdo o isolado Pb18 de Paracoccidioides sp. teve sua viruléncia
restabelecida por meio da passagem em camundongos BALB/c e foi capaz de em todos
0s testes realizados de estabelecer a infeccdo em modelo animal. A recuperagdo da
viruléncia do fungo é importante, pois se sabe que ocorre a atenuacdo e perda de
infectividade dos isolados durante anos de manutencao in vitro (Brummer et al., 1990;

Singer-Vermes et al., 1989).

Nossos resultados mostraram que a infeccdo foi estabelecida com sucesso nos
animais utilizados ao longo dos 30 dias de experimento, pois leveduras de
Paracoccidioides sp. foram observadas, por meio da coloragdo de Gomori-Grocott, no
pulméo e figado desses animais, as quais coincidiram com distdrbios patoldgicos tipicos
de uma doenca granulomatosa nesses 6rgdos. Contudo, durante o periodo analisado nédo
houve disseminacdo da infeccdo para o bago, uma vez que ndo ocorreram alteracoes

patoldgicas ou a presenca de leveduras nesse 6rgao.

Nos animais tratados com a substancia 4c e 4e ocorreu reducdo significativa do
numero de UFC recuperadas do pulmao em relacdo ao grupo controle que néo recebeu
tratamento. Em todos os grupos ndo foram recuperadas UFC do figado e baco, porém,

no figado observamos a presenca de leveduras em cortes histolégicos. Esta atividade em
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modelo animal ndo diferiu significativamente do grupo de animais tratados com o

itraconazol, droga utilizada para o tratamento da PCM humana.

A partir da andlise histopatoldgica e construcdo de um escore do progresso da
doenga nos camundongos, observamos que a substancia 4c alcancou um melhor
controle da doenca, contribuindo para a resolucdo do quadro de pneumonia, também
visto nos animais do grupo controle e dos animais tratados com 4e e itraconazol ao
longo de 15 dias. Outros trabalhos na literatura apresentam um tempo de infeccdo e de
tratamento maior, contudo, tem sido observado que ap6s 10 semanas de infeccdo os
animais sdo capazes de controlar a infeccdo, ndo sendo possivel recuperar células

viaveis em meio de cultura (Maluf et al., 2008).

Nossas observacdes acerca da substancia 4c se assemelham ao trabalho de Maluf
et al. (2008) com o ajoeno comparado ao itraconazol, no qual o ajoeno apresentou
melhor controle da infec¢do que o itraconazol ao longo de 10 semanas de tratamento.
Entretanto, eles utilizaram a dose de 20mg/kg/dia em ambos os tratamentos, sendo o
itraconazol administrado via intra-gastrica em polietilenoglicol, enquanto que em nosso
trabalho observamos atividade semelhante ao itraconazol com apenas 5mg/kg/dia de 4c

e de itraconazol ao longo de 2 semanas.

No trabalho de Fernandes et al. (2011) foi testada a capacidade de imunizacéo
das proteinas recombinantes rPb40 e rPb27, das quais foram utilizadas 25ug de cada,
em combinacdo com o fluconazol, na dose de 10 mg/kg/dia, no tratamento de
camundongos BALB/c com a PCM. Estes autores ndo recuperaram UFC nos animais
que receberam o tratamento em combinacdo com a imunizacdo apdés 120 dias de
tratamento, o que foi associado a eficiéncia da imunizacdo com as proteinas
recombinantes. E assim como no presente trabalho a capacidade promissora no
tratamento da PCM foi considerada avaliando-se a capacidade de reduzir o nimero de
UFC, melhorar o aspecto histopatoldgico do pulmao, figado e baco e, também, de
direcionar ou favorecer o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente contra o P.

brasiliensis.

NOs realizamos a avaliacdo da secrecdo de citocinas apenas em amostras de
pulmédo extraidos dos animais pertencentes aos grupos experimentais, uma vez que as
principais alteragdes histopatoldgicas e a recuperacdo de UFC foram mais proeminentes

neste orgao. A dosagem das citocinas pro-inflamatdrias INF-y ¢ IL-12 e da citocinas
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anti-inflamatoria 1L-10 mostrou um padrdo predominante diferente de resposta
inflamatoria entre os animais que ndo receberam tratamento e os animais tratados com a
substancia 4c e 4e e itraconazol. Segundo a literatura, é conhecido que uma célula T
precursora se diferencia originando linfécitos Thl e Th2 por citocinas produzidas por
células do sistema imune inato logo apds a infeccdo (Romani, 2011). As citocinas
secretadas pelos linfocitos Thl sdo vitais para uma resposta imune celular efetiva contra
fungos causadores de micose sistémica, devido principalmente a secre¢do de INF-y que
ativa macrofagos conferindo a eles uma melhor atividade microbicida (Cano, 1998;
Lavigne, 1998). A relacdo entre o padrdo de citocinas e a resisténcia a infeccédo ocorre
de forma similar na PCM humana e na infecc¢do experimental (Bernard, 2001).

No presente trabalho observamos que os animais infectados do grupo controle
tiveram maior producdo da citocina anti-inflamatdria 1L-10, comparada ao INF-y e IL-
12, sugerindo que a infeccdo foi estabelecida nestes animais e na auséncia de tratamento
estes desenvolveram uma resposta imune mais voltada para o padrdo Th2. Entretanto,
0s animais tratados com 4c, 4e e itraconazol apresentaram uma elevacdo da producéo de
INF-y e IL-12, e uma baixa concentragdo de IL-10, quando comparados aos animais
infectados do grupo controle. Esses achados sugerem que os tratamentos oferecidos
auxiliaram no direcionamento de uma resposta imune mais eficaz, conferindo a estes
animais uma maior resisténcia a infeccdo pelo P. brasiliensis. Contudo, néo
observamos, no periodo de infeccdo analisado, alguma diferenca significativa entre os
trés tratamentos oferecidos, 0s quais também tiveram a dosagem de citocinas
semelhante aos animais saudaveis do grupo que recebeu apenas PBS. Bernard et al.
(2001) avaliaram a secrecdo de citocinas de pacientes com PCM na forma cronica e
aguda e de individuos sadios sensibilizados para o fungo, os quais demonstravam uma
producdo substancial de INF-y e IL-10, ao passo que pacientes na forma cronica e
aguda apresentavam niveis baixos de INF-y e elevado de IL-10. Em outro trabalho
pesquisadores também confirmaram que pacientes com a PCM na forma cronica
localizada tinham maior producéo de INF-y em relago as pacientes com doenga cronica
disseminada (Marques-Mello, 2002).

No trabalho de Marques et al. (2006) os testes com o peptideo P10 em
camundongos revelaram que apds 90 dias de tratamento houve uma diminuicdo da
producdo de IL-10 e um aumento de INF-y, em animais que foram imunizados e
receberam tratamento com a droga sulfametoxazol-trimetoprima. No entanto, com

apenas 30 dias de experimento eles ndo verificaram diferengas nos niveis de citocinas,
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ao passo que em nosso trabalho verificamos alteragdes nos niveis de INF-y, 1L-12 e
IL-10 ao final de trinta dias de experimento.

No trabalho de Thomaz et al. (2007) camundongos BALB/c foram infectados,
via intratraqueal, e tratados até o 45° dia com ajoeno na dose de 10mg/kg/dia. Foi
relatado que estes animais foram capazes de desenvolver uma resposta do tipo Thil,
associada a niveis elevados de INF-y e IL-12, quando comparados a animais infectados
do grupo controle. Além disso, a eficacia do tratamento da PCM murina com o0 ajoeno
foi associada a sua capacidade antifungica, agindo diretamente sobre o fungo, e ao

desenvolvimento de uma protecdo pro-inflamatdria (Thomaz et al., 2007).
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8. CONCLUSAO

Este trabalho forneceu informacdes importantes que podem contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da paracoccidioidomicose. N6s

verificamos que:

- As substancias 3b, 4c, 3e, 4e e a tiosemicarbazona do lapachol apresentaram
atividade antifungica in vitro contra diferentes isolados representantes das espécies

filogenéticas do género Paracoccidioides;

- A substancia 4c apresentou interagdo sinérgica com o itraconazol contra o

isolado Ph18 de P. brasiliensis;

- Todas as substancias provocaram alteracdes morfologicas na célula do isolado
Pb18 que em comparagdo com os marcadores de morte celular DAPI e iodeto de
propideo forneceram indicios de processos de apoptose, provocada pela substancia 3b, e
necrose, observada nos tratamentos com 4c, 3e, 4e e TSC, contudo testes especificos de

apoptose ainda sdo necessarios;

- As substancias experimentais ndo provocaram danos diretos sobre a parede

celular fangica;

- As substancias experimentais ndo apresentaram toxicidade sobre macrofagos

murinos;

- As substancias 3b, 4c e 4e foram capazes de aumentar o indice fagocitico e a
atividade fungicida de macr6fagos murinos in vitro, contudo, esta atividade ndo foi

associada ao aumento da producédo de 6xido nitrico;

- As substancias 4c e 4e ndo apresentaram toxicidade direta sobre o pulméo,

figado e baco de camundongos BALB/c nos ensaios realizados;

- As substancias 4c e 4e apresentaram atividade in vivo semelhante ao
itraconazol na dose de 5 mg/kg/dia, demonstrada pela capacidade de reduzir o nUmero

de UFC recuperadas do pulmao;

- A substancia 4c apresentou caracteristicas histopatoldgicas semelhantes ao

itraconazol, observadas no pulmao, figado e baco;
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- A substancia 4e apresentou o pulmédo e figado mais comprometido pela

infeccdo semelhante ao grupo controle que nédo recebeu tratamento;

- As substancias 4c e 4e foram capazes de favorecer o desenvolvimento de uma

reposta imune eficaz;

- Os resultados apresentados neste trabalho confirmaram o potencial antifingico
das substancias 3b, 4c, 3e, 4e e da tiosemicarbazona do lapachol apresentando-as como

possiveis candidatas a terapéutica da PCM.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Foi possivel obter dados sobre a atividade in vitro e toxicidade em modelo
murino sob as condi¢des de concentracdo testadas. Em especial, a substancia 4c, devera
seguir com testes mais amplos em modelo murino, sendo ainda necessarios estudos
quantitativos dos processos de absorcdo, distribuicdo e biotransformacdo, a fim de
delinear as condi¢bes adequadas para sua utilizacdo, referentes a dose e via de

administracao.

Acreditamos ser importante o estudo in vivo das substancias 3b, 3e e da
tiosemicarbazona do lapachol, pois sdo substancias que podem ser facilmente
sintetizadas e apresentaram interessante atividade in vitro, mas que em raz&o do curto
tempo deste trabalho ndo foi possivel testd-las em modelo animal. Ainda séo
necessarios estudos para delinear com mais clareza o mecanismo de acdo das
substancias testadas neste trabalho, pois podem contribuir para a descoberta de novos
alvos para o desenvolvimento de antifingicos, além do teste contra outros
microrganismos patogénicos, a fim de esclarecer a amplitude do espectro de a¢do destas

substancias.
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