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Seminario Parcial de Acompanhamento e

“Bases moleculares da interacao fungo-hospedeiro:
viruléncia, susceptibilidade, resistencia e

desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas”.

Fundacao de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal

Instituigdo Executora Principal: Universidade de Brasilia

Equipe — pesquisadores principais:

Subprojeto 1: Ildinete Silva Pereira; Patricia Albuquerque; Larissa Fernandes Matos; Marcio Pogas;
André Moraes Nicola — todos Professores da UnB (campi Darcy Ribeiro e Ceilandia)

Subprojeto 2: Anamélia L. Bocca (UnB); Leila Maria Lopes Bezerra (UER])

Subprojeto 3: Marcia Renata Mortart (UnB); René de Oliveira Beleboni (UNAERP-RP, SP); Ana
Licia Fachin Saltoratto (UNAERP-RP, SP).

Alunos de pés-graduacao e inicia¢ao cientifica — os grandes nomes de qualquer projeto /
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Breve contextualizacdo do projeto e relevancia do tema

Incidéncia mundial CRIPTOCOCOSE: 223 mil casos anuais com 181 mil mottes,

correspondendo a cerca de 15% de todas as mortes relacionadas a AIDS

A CANDIDIASE invasiva afeta cerca de 750 mil pessoas anualmente. Esta doenca esta
intimamente associada com ambientes hospitalares.

E uma das principais causas de morbidade e mortalidade, especialmente entre idosos e bebés
prematuros \

% pequeno numero de diferentes classes de antifingicos usados na
clinica;
MO“VAQAO % longo periodo de tempo requerido nos tratamentos;

% a presenca de efeitos adversos e toxicos;

* contaminacao de inimeros dispositivos médicos;

« geralmente atuam em um unico alvo do fungy
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/ Breve contextualizacio do projeto e relevancia do tema

Linha do tempo — Desenvolvimento de agentes antiflingicos

Miconazole I Itraconazole H Caspofungin ‘ IAnldulafungln‘ |
Amphotericin B Lipid AMB Micafungin

Fluconazole Voriconazole

1980 1995-97

| Flucytosine

Ketoconazole Lipid AMB Salvage Posaconazole
Aspergillosis
Chapman et al 2008 In Search Of The Holy Grail Of Antifungal Therapy
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Breve contextualizacdo do projeto e relevincia do tema

Cenario das doencgas fungicas e dos tratamentos

* aumento da incidéncia de doengas fungicas graves - um problema de satde mundial

% 0 pequeno numero de firmacos eficazes disponiveis na clinica

% 0 aumento da resisténcia fungica aos antibioticos disponivels para os tratamentos

N/
y
a OBJETIVOS PRINCIPAIS

N

Desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas antifungicas;

Entendimento dos mecanismos usados pelos fungos patogénicos humanos para aquisi¢ao
de resisténcia aos farmacos;

Caracterizacao do possivel efeito de Peptideos antimicrobianos nos atributos de viruléncia,
bem como na intera¢ao hospedeiro-fungo
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ﬁ)b]gﬁvos propostos X

| Prﬁlmo em TRES subprojetos — cada um com suas METAS e RESULTADOS

Subprojeto 1 — Caracterizacao de novos agentes antimicrobianos e estudo de mecanismos

utilizados pelos fungos no desenvolvimento de resisténcia aos farmacos.

Subprojeto 2 — Avaliacao da resposta imunolégica ¢ inflamatoria nas infecoes

ﬁ'mgicas

Subprojeto 3 — Identificacao, construcao de novas estruturas e caracterizacao do perfil

farmacodinamico de peptideos e outras moléculas derivadas da biodiversidade

brasileira.
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Objetivos propostos %

redlizados , ,
principais metas do projeto a serem finalizadas

v/ Analise funcional de genes de diferentes categorias funcionais na expressao de atributos de viruléncia
de C. neoformans;

v/ Plasticidade fenotipica associada aos mecanismos de suscetibilidade/resisténcia a firmacos em C.
neoformans — a hipotese a ser testada nesta etapa ¢ se linhagens mutantes para genes das vias NER e
BER de reparo ao DNA, bem como aqueles para modificagoes pos-traducionais de histonas e para
remodelagem da cromatina de C. neoformans, quando tratados sucessivamente com doses subletais de
antifungicos (convencionais e/ou AMPs) irdo desenvolver o fenétipo de resisténcia aos \
antimicrobianos;

v/ Analise do perfil transcritobmico de C. neoformans H99 em resposta ao tratamento com diferentes doses

do peptideo ToAP2 por RNA-seq;

v/ Analises e conclusoes dos resultados obtidos pela varredura de bibliotecas de leveduras de C.
neoformans mutantes;
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Objetivos propostos %

redlizados , ,
principais metas do projeto a serem finalizadas

v/ Estudo dos mecanismos epigenéticos do fungo C. neoformans, a ativagao do sistema complemento em
dois modelos de doengas fingicas, como a criptococose € a esporotricose;

v/ Avaliacdo da resposta imunologica em hospedeiros imunocompetentes infectados com o fungo

Cryptococcus neoformans e tratados com peptideos anti-inflamatérios;

v/ Desenhar racionalmente e construir peptideos com base nas avaliacdes dos peptideos naturais \
isolados da pegonha de artropodes ou de resultados obtidos das simulacoes 7 s#ico, utilizando
terramentas biotecnolégicas;

v/ Avaliar os perfis farmacolégicos (antifingicos) desses compostos através de curvas de dose-efeito e

tempo-efeito; avaliar o modo de acao antifiungico dos compostos mais ativos através da quantificagao

do nivel de ergosterol e regeneracao de protoplastos.
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m&bm(jamcterizacﬁo de novos agentes antimicrobianos e estudo de mecanismos

utilizados pelos fungos no desenvolvimento de resisténcia aos farmacos.

Seguranca farmacolégica dos AMPs

Acao antifungica dos AMPs 7z vitro e em modelos de infec¢ao . vivo

Analise do mecanismo de a¢ao dos AMPs por varios ensaios: microscopia eletronica de transmissao e
varredura; microscopia de forca atémica; citometria de fluxo; dicroismo circular, entre outros

Efeito da combinacao de AMPs e antifingicos convencionais

SN XK

Analise funcional de genes de diferentes categorias funcionais na expressao de atributos de viruléncia
de C. neoformans (reparo DNA, modificagdo cromatina, entre outros)

AN

Plasticidade fenotipica associada aos mecanismos de suscetibilidade/resisténcia a firmacos em C.
neoformans — testar SE as diferentes linhagens mutantes de C. neaformans, quando tratadas
sucessivamente com doses subletais de antifungicos (convencionais e/ou AMPs) irdo desenvolver o
tenotipo de resisténcia aos antimicrobianos

Perfil transcritomico de C. neoformans H99 em resposta ao tratamento com AMPs por RNA-seq
Varredura de bibliotecas de leveduras mutantes de C. negformans (parceria com o grupo de Dr. Andrew

Alspaugh)
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Materiais e

2 — Avaliacdo da resposta imunologica e inflamatoria nas infecoes fungicas

Avaliagdo da resposta imunolégica:
v/ em hospedeiros imunocompetentes infectados experimentalmente com os mutantes de C. neoformans
que apresentam alteragcoes na viruléncia
V' contra S. schenckii e S. brasiliensis utilizando modelos 7z vivo e in vitro, macréfagos humanos derivados
de mondcitos
v/ em hospedeiros imunocompetentes infectados com o fungo Cryptococcus neoformans e tratados por via
intranasal com peptideos anti-inflamatorios

Analise do papel dos receptores de complemento no processo infectivo das linhagens mutantes de C.
neoformans e S. schenckii selecionados nas duas primeiras etapas

Q}cmpq

de D
Cientifico e Tecnolégico

fFundacao de Apoio &
Pesquisa do Distrito Federal




Materiais e

Identificacao, construcao de novas estruturas e caracterizacao do perfil
farmacodinamico de peptideos e outras moléculas derivadas da biodiversidade brasileira

v/ ldentificar e sintetizar compostos derivados de plantas com agao antifingica contra o dermatofito

Trichophyton rubrum
v/ Separar e identificar peptideos isolados da peconha de vespas sociais da Regido Centro-Oeste brasileira

v/ Desenhar racionalmente e sintetizar peptideos com base nas avaliagdes dos peptideos naturais isolados
da peconha de artrépodes ou de resultados obtidos das simulagoes iz silico, utilizando ferramentas
biotecnoldgicas

v/ Sintetizar e avaliar a estabilidade dos peptideos e dos flavondides sintéticos

v/ Avaliar os perfis farmacologicos (antifingicos) desses compostos através de curvas de dose-efeito e
tempo-efeito

v/ Avaliar o modo de agao antifungico dos compostos mais ativos através da quantificacao do nivel de
ergosterol e regeneragdao de protoplastos
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Liberado: R$ 1.000.000,00

EXECUCAO FINANCEIRA
Recursos Liberados Recursos Gastos Saldo
Capital RS 400.000,00 R$ 154.755,34 RS 245.244,66
Custeio R$ 600.000,00 RS 267.104,66 RS 332.895,34
Bolsa —- —- ————-
Saldo RS 578.140,00
Data da situagao 26/05/2021
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ﬂiesul-l'ados arciais alcancados

optamos por descrever alguns dos resultados mais importantes ou
apresentar algumas das producoes mais relevantes e associadas
diretamente a cada um dos subprojetos
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Resultados parciais adlcancados

Subprojeto 1

SCIENTIFIC
REPORTS

natureresearch

Mechanisms of action of

antimicrobial peptides TOAP2 and
NDBP-5.7 against Candida albicans

planktonic and biofilm cells

Jhones do Nascimento Dias?, Calliandra de Souza Silva’, Alyne Rodrigues de Araujo?,
Jessica Maria Teles Souza?, Paulo Henrique de Holanda Veloso JUnior', Wanessa Felix Cabral®,
Maria da Gléria da Silva?, Peter Eaton®, José Roberto de Souza de Almeida Leite?,

André Moraes Nicola“, Patricia Albuquerque®’* & Ildinete Silva-Pereira’’*

W) Check for updates

0 ToAP2 and NDBP-5.7 are active against

planktonic and bioflms of C. albicans.
Treatment with these peptides increased
cell permeability and generated important
morphological alterations in C. albicans
cells.

ToAP2 showed the most promising
antimicrobial efects in most of our assays
an can be considered a putative candidate
for new antifungal formulations, especially
for topical treatments or to be used in
combined therapeutic strategies.

0 ToAP2 was not lethal to G. mellonella larvae (at concentrations up to 40 mg/kg)

0 ToAP2 doses of 10, 20 and 40 mg/kg were also able to significantly increase larva survival after

C. albicans infections

[0 At the two highest concentrations of this AMP the larva survival profile was similar to what we

observed with the amphotericin B treatment.

RcnPq

Cientifico e Tecnologico




Resultados parciais adlcancados

Subprojeto 1 — modelo C. neoformans (artigo em preparagdo)

v 0s AMPs ToAP1 e ToAP2 testados em linhagens de Cryprococcus spp com diferentes tamanhos basais
de capsula — a capsula nao protege o fungo contra a atividade do peptideo.

v/ leveduras submetidas a tratamentos prévios para inducdo da capsula ou melanizacio — a modulagao
desses dois atributos de viruléncia de C. neoformans aumentam a susceptibilidade do fungo aos

peptideos.

v ToAP2¢ capaz de permeabilizar a membrana plasmatica das leveduras de C. neoformans e destruir
organelas citoplasmaticas.

¢/ o tratamento com esse peptideo causou um aparente aumento na espessura das fibras dos
polissacarideos da capsula.

v/ ToAP1 e ToAP2 testados contra biofilmes de C. neoformans — ToAP2 inibiu fortemente a formagao
do biofilme, interferindo possivelmente na adesao das células.
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ﬂiesul-l'ados parciais adlcancados

Subprojeto 1 — modelo C. neoformans (artigo em preparagdo)

continnagdo. . .

v/ amembrana ¢ o principal alvo desse peptideo e a permeabilizacao da bicamada lipidica possa ser o
seu principal mecanismo de agao.

v/ os resultados no modelo de C. neoformans também reforcam o potencial dessas moléculas no
desenvolvimento de novas terapias antifingicas. \

v ToAP1 e ToAP2 foram testados contra varios isolados clinicos de C. neoformans — comparado a
linhagem de referéncia H99, nenhum dos isolados clinicos mostrou resisténcia ou maior
suscetibilidade aos peptideos

@ CNPq
G e st fop

undagbo de
esquisa

Q
o>

poio &
istrito Federal

° o
S a
a
=]

o



Resultados parciais adlcancados

Subprojeto 1 — modelo C. neoformans (artigo em preparagdo)

Visando aprofundar nosso entendimento sobre o mecanismo de acao desses
AMPs empreendemos duas novas e importantes abordagens (ndo previstas no
contexto do subprojeto 1 orignalmente):

v A caracterizacao do perfil transcritomico de C. neoformans H99 em resposta ao
tratamento com diferentes doses do peptideo ToAP2 por RNA-seq;

v A varredura de bibliotecas de leveduras mutantes de C. neoformans, realizada em
parceria com o grupo de James Andrew Alspaugh, MD (Professor in Molecular
Genetics and Microbiology of Duke University School of Medicine, USA).
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Subprojeto 2

Meta 2.1 — Avaliar a resposta imunoldgica em hospedeiros imunocompetentes
infectados experimentalmente com os mutantes KRE2 (auséncia da a
1,2-manosiltransferase, com fendtipo hipovirulento), CLR3 (delecdo do gene de
histona D-acetilase, com fenétipo hipovirulento), CLR6-1 (delecao do gene de da
histona D-acetilase, com fenétipo hipervirulento) do fungo C. neoformans.

'HDAC genes play distinct and
‘redundant roles in Cryptococcus
_neoformans virulence

Fabiana Brandao(®?, Shannon K. Esher?, Kyla S. Ost?, Kaila Pianalto?, Connie B. Nichols?,
. Larissa Fernandes’, Anamélia L. Bocca', Marcio José Pogas-Fonseca' & J. Andrew Alspaugh(©?

Received: 18 September 2017
Accepted: 14 February 2018
Published online: 26 March 2018
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Meta 2.2. Avaliar a resposta imunoldgica contra linhagens selvagem e mutante para

genes rhamnosiltransferases de S. schenckii e S. brasiliensis utilizando modelos in
Vivo e in vitro-

Accepted Manuscript

Generation of Sporothrix schenckii mutants expressing the green fluorescent protein
suitable for the study of host-fungus interactions

Nancy E. Lozoya-Pérez, Sergio Casas-Flores, José A. Martinez-Alvarez, Luz A.
Lopez-Ramirez, Leila M. Lopes-Bezerra, Bernardo Franco, Héctor M. Mora-Montes

PIl: S1878-6146(18)30173-9
DOI: 10.1016/j.funbio.2018.07.004
Reference: FUNBIO 943
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Meta 2.3. Avaliar a resposta imunoldgica em hospedeiros imunocompetentes
infectados com o fungo C. neoformans e tratados com peptideos anti-inflamatdrios

Biomedicine & Pharmacotherapy 118 (2019) 109152

Contents lists available at ScienceDirect

Biomedicine & Pharmacotherapy

biomedicine....
. . . PHARMACOTHERAPY
journal homepage: www.elsevier.com/locate/biopha

Peptides ToAP3 and ToAP4 decrease release of inflammatory cytokines 1)
through TLR-4 blocking oy

Paulo Henrique de Holanda Veloso Jtnior™', Karina Smidt Simon™"',

Raffael Jtnio Aratjo de Castro”, Luisa Coutinho Coelho”, Fabidn Andres Hurtado Erazo®,
Adolfo Carlos Barros de Souza”, Rogério Coutinho das Neves®, Viviane Furlan Lozano®,
Elizabeth Ferroni Schwartz”, Aldo Henrique Tavares”, Marcia Renata Mortari’,

Ana Paula Junqueira-Kipnis®, Ildinete Silva-Pereira®, Anamelia Lorenzetti Bocca™
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Meta 2.3. Avaliar a resposta imunoldgica em hospedeiros imunocompetentes
infectados com o fungo C. neoformans e tratados com peptideos anti-inflamatdrios

Em preparacao para publicacao

Evaluation of the activity of wasp venom peptides Agelaia-MP and Polybia-MPII

Paulo H. H. Veloso Janiorl, Karina S. Smidtl, Raffael J. A Castrol, Luana C. Camargo;
Stephan. A. M. de Oliveiral, Fabiana, B. A. SilvaZ, Marcia C. G. Maciell, Marcia R.
Mortari3. Anamélia L. Bocca-

QRAcNPq
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Meta 2.4. Analisar do papel dos receptores de complemento no processo infectivo
das linhagens mutantes de Sporothrix ssp

Cell Host & Microbe

Complement receptor-3 mediates inflammatory response to Sporothrix species through

interaction with their cell wall peptidorhamnomannans.
--Manuscript Draft--

Manuscript Number:

Full Title: Complement receptor-3 mediates inflammatory response to Sporothrix species through
interaction with their cell wall peptidorhamnomannans.

Article Type: Research Article

Keywords: Sporothrix spp.; Innate immune response; Complement receptor-3;
Peptidorhamnomannan, Cell wall; Complement system

Corresponding Author: Leila M Lopes-Bezerra, PhD
Tecnhology and Innovation Center - Sao Paulo University
Séo Paulo, SP BRAZIL

First Author: Leila M. Lopes-Bezerra, PhD

Order of Authors: Leila M. Lopes-Bezerra, PhD

Gabriela W.P. Neves
Sarah Sze Wah Wong
Vishukumar Aimanianda
Catriona Walls

Janet A. Willment

Lars Erwig

Neil A.R. Gow

Carol A. Munro

Gordon D. Brown
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Embora o fungo P. brasiliensis nao tenha sido previsto como um modelo bioldgico
nas metas do subprojeto 2, este fungo foi analisado dentro do contexto da meta

2.4.

" i ORIGINAL RESEARCH
> frontlers . . . published: 16 March 2021
in Cellular and Infection MlCl’OblOlog y doi: 10.3389/fcimb.2021.622899

Check for
updates

B2 Integrin-Mediated Susceptibility
to Paracoccidioides brasiliensis
Experimental Infection in Mice

OPEN ACCESS  stephan Alberto Machado de Oliveira?*, Janayna Nunes Reis ¥, Elisa Cat&o?,
]  Andre Correa Amaral 3 Ana Camila Oliveira Souza'?, Alice Melo Ribeiro?,
B '/:_g'ted f’y *  Licia Helena Faccioli*, Fabiana Pirani Carneiro®, Clara Luna Freitas Marina®,
o IGN “AONA e Pedro Henrique Biirgel®, Larissa Fernandes’, Aldo Henrique Tavares’
University of Antioquia, Colombia , 2 1,2,6%
and Anamelia Lorenzetti Bocca
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Relatorio de acompanhamento

Subprojeto 3 — Identificacdao, constru¢ao de novas estruturas e caracterizagao
do perfil farmacodinamico de peptideos antimicrobianos e outras moléculas
derivadas da biodiversidade brasileira.

Avaliagdao da resposta imunoldgica e inflamatdria nas infecgdes fungicas.

| g\ UNAERP
\J | _4
Neug oharma

il lab

Profas Dra. Marcia Mortari, Dra. ANA LUCIA FACHIN e Prof Dr
Rene Beleboni



Mestrado concluido

“Aspectos celulares e moleculares da interagdo de Trichophyton
rubrum em linhagem de macréfago humano THP-1’. Gabriela
Gonzalez Segura. (Bolsista CAPES-PROSUP taxa). 2019

Vanessa Inacia Borges (Farmacia-Unaerp). “Avaliagdo da atividade
antifingica e anti-inflamatdria de curcuminoides e chalconoides
durante o co-cultivo de Trichophyton rubrum em linhagem de
macréofago humano THP-1”. (Projeto IC Fapesp 2018/22233-0).
Apresentacdo TCC em fevereiro de 2021




Defesa de tese de doutorado: junho de 2021 ]
INVESTIGACAO DA RESPOSTA CELULAR E MOLECULAR ATRAVES
DO RNA-SEQ DA INTERACAO DE MACROFAGOS HUMANOS THP-1
CO-CULTIVADOS COM Trichophyton rubrum

Bruna Aline Michelotto Cantelli

RESUMO

Os dermatofitos sao fungos que utilizam substratos queratinizados como principal fonte de nutrientes, acometendo
principalmente pele, cabelos e unhas. Dentre os dermatofitos, o Trichophyton rubrum (T. rubrum) é considerado o principal
causador de dermatofitoses em todo o mundo. Apesar da maioria das micoses apresentarem carater superficial,
atualmente T. rubrum vem causando infecgOes sistémicas em pacientes com o sistema imunoldgico debilitado
ocasionando lesdes graves e profundas. Assim, torna-se importante compreender o mecanismo de ativacao do sistema
imunoldgico do hospedeiro em uma infeccao sistémica. O presente trabalho teve como objetivo principal caracterizar a
infeccdo sistémica provocada por conidios germinados vivos (CGV) e conidios germinados inativados (CGI) de T. rubrum
do ponto de vista molecular e celular utilizando a linhagem de mondcitos/macrofagos humanos (THP-1). Na analise da
viabilidade celular dos macréfagos apds o contato de CGV de T. rubrum por 24h observamos a liberacao de 20% de LDH,
mostrando que 80% dos macrdofagos estavam viaveis. No tempo de 24 h observamos também a maior liberacao da IL-6,
utilizando CGV ou CGI, dado que indica ativacao do sistema imune. A liberacdao da TNF-a, IL-8 e IL-1B foi maior
utilizando CGV, no entanto para IL-2 e IL-12 a liberacao foi maior utilizando CGI. O sequenciamento de nova geragao da
resposta ao co-cultivo CGI de T. rubrum mostraram 83 genes modulados sendo 65 induzidos e 18 reprimidos. A
categorizacao dos genes modulados evidenciou as vias de transducao de sinais, comunicacao celular e resposta imune.
Foram selecionados 16 genes para serem validados e verificamos que a relacao de Pearson foi de 0,98, indicando uma
alta correlacao entre o RNA-seq e qPCR. Foi observado que a modulacdo de expressao para todos os genes foi
semelhante utilizando CGV ou CGI no co-cultivo. Entretanto, os valores de fold change foram maiores utilizando CGV. A
comparacao do co-cultivo de T. rubrum e estimulagao com LPS bacteriano em macrofagos THP-1 mostrou a diferenga no
perfil de modulacao de alguns genes estudados nesse trabalho, como ANKRD1, TRL8, CD1D e principalmente TRL7.
Devido a alta expressao do gene IL-32 no RNAseq, quantificamos a interleucina IL-32 e verificamos a maior liberacao no
co-cultivo com T, rubrum, quando comparado com a estimulacao com LPS. Desta forma, podemos concluir que o modelo
de co-cultivo de macrofagos com T, rubrum mostrou a ativacao do sistema imunoldgico, através do aumento de liberacao
de interleucinas pro-inflamatdrias e pelo perfil de expressiao génica observado no RNA-seq. Através dos resultados
obtidos podemos evidenciar possiveis alvos moleculares expressos nos macrofagos que podem ser explorados através
de terapias anti-dermatofitos que envolvam a ativacao do sistema imune.



Btsrcost of o SW Genomes (2019) 2411

P clidon /10,1 1864 1 2064.019-575 20 BMC Genomics

RESEARCH ARTICLE Open Access

Trans-chalcone activity against Trichophyton
rubrum relies on an interplay between
signaling pathways related to cell wall
integrity and fatty acid metabolism

Tanres Apxecds Bencout’” Claudia Mecedo®, Matheus Floy Franco', Madrs Campos Rocha’,

lgor Saweaie Mamd!, Buna Aine Mchelata Caneli!, Patio Rodigo Sandhes?, Rene Olivesire Belebion ',
fran Melavas”, Gerdido Aleon Passos”, Mazat Masrs’ and Are Licia Fachin'

Abstract

Bacigmund: inchophyean mabrum & the main ezcloged agent of sidn and nal Infeczons woridwide Secause of I
erminolytic actvy and andropophilc nasre, nfection mades based on the addTon of proein substaes have
been employed 1 e Tanaiprional poflies and 1 eluddne aspecs relaed 1 hosr pehogen Maracions
(ralcones ae widespread compounds Wi pronounced vy agiinat desmaxphyes The xuddy of srans-
calcone wwards I, mabvum is not fuly underzood bur seems 1o rely on dvere caluar Riges Wehin Tis conte,
a beewer undesmndng of the made of action of fanrdhakcone may help dentfy new sTmeges of anfungal
Tweapy and revenl new chemothempeutc ges This wok amad 1 asess T o peional profile of T aubrum
gown on diferent profein souces (emmh or elasin) © mimic sl Inflecson s and exposed 1 tas-
chacone In onder 10 elucidase T machanians undedying Te ansfungl acivy of sons-chalcone

Results: Ovesl| T use of dferent prosein Durces Giued ony slght dfesences in e tarscprional profile of T
b The man dferences were the moduazon of proseases and Ipaes In gene Gisegares when 7. aabiam was
grown on keraEn and elastn, respecavely. n addiTon, some genes encoding hart Shodk protans wene up-
regdaed duing Te growh of I mbm on kraEn The Tareoiptional profile of T abvum exposed O tars-
chalcone Included four main cregores famy acd and Ipid menbolsm, oveal smess espone, coll wall mtegey
pxhay, and demxive energy menbolam Corssaently, T aarum Mapk was srongly acvined duing e fm
hours of sonr chacone expoare Noseworhy, sonr calcone Inhibted genes rvolved n keren degradazon The
rezats 30 howed effecs of tonr cdcone on fmy aad sythesls and membole pafways tvolved In xey-CoA
“uply

Condusion: Oy resuts 2ggest Tt T mode of acton of mnrchaoone s reled 10 ponownced changes n
fungd merabolem, Induding an maance beswean famy add symthesis and degmdazon fhar mederes wih ol
membane and ced wall Integry. In addzon, this compound exens ety agens mporant vindende faciors
Taken wgehe, fanschalcone 0% on 1ages mated 1 demmophyee physology and T Infacton process.

Keywords: Chacone, CW, Easn, Keraen, Demnaophye, Tancrptond pofle
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Expression of genes containing tandem repeat patterns
involved in the fungal-host interaction and in the response to
antifungals in Trichophyton rubrum
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Summary

Back d: Trichophyton rubrum is the mest common aetiological agent of human
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hair and nails because the fungus uses keratin 3z a nutrient source. Fluconazole and
amphotericn are antifungal sgents most commonly used to trest dermatophytoses
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of adaptive functions, including the process of fungal infection. it is known that the
larger the number of TRs in the g the greater the of cell-cell j

and surface adhezion, especially when theze repests are present in regions enceding
cell surface proteinz.

Ojectives: To identify in zilico T rubrume g ing TR patterns and to analyse
the modulation of these genes in culture medium containing keratin {2 model simulat-
g skin infection) and antfungal drugs.

Methods: The Dermatophyte Tandem Repests Databaze (DTRDE) and the FazPred
tool were uzed to identify four T rebrum genes containing TR patterns. Quantitative
Mmﬂ'ﬂ?ﬂmmdbﬂiﬂhhmmmdmhgvﬁ:d
T rubrum on keratin and in the p of fiL B and Congo
red (actz in the cell wall).

Results The expression of theze genes was found fo be induced in culture medium
contzining keratin. In addition, these genes were induced in the prezence of anti-
fungal agents, especially flaconazole, indicating an adaptive response to the stresz
cauzed by this drug.

Conclusiorc The results suggest an important role of gemes contzining TRz in the
fungal-hozt interaction and in the susceptibilty to inhiEitory compounds, indicating
theze sequences 3z new potential targets for the development of antifungal agent=.
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Abatna""“*“ brum is inyg an i ing ber of invasive infects epecally n
d and disbetic patients. The fungal invasive indecti is bex and

mu)uhmhlydmhhl T}n[m,lt‘nhdynmdbmuhadmmm:
oechanises during the interacion of macrophages and T. rubrum. Foﬂhupupun we uwed &

co-cultuse of previcudy germinated and beat-inactivated T ruln adia placed in contact with
humen macrophages cell line THP-1 for 24 b This inkesaction ked to & higher kvel of nelase of
nterieuking IL-6, [1-2 oruck MuhpphnlaNF-I:B)mdm i RtV Oy specs
(ROS) production, & g the cellular defene by againet duad fungal elements
Guvmmpwmmumumm&dmmm Human
mu:le\Anpmmn-wd\Mmlqul tion and muy modulske the i P Thss,
the macrophage expaessaon profike of microRNAs during 1 e the modulation of 83
Mw:hmdﬁmﬂbﬂnﬂ«ﬁmdiﬂmﬂaMMwn
lyzed using bicinformatios analysis prog and the modulation of the exprssion of soaw
microRNAs was validated by gRT-PCR. In wlico analysis showed that the target geaws of thew
enicroRNAs ane related to the indl Lary fesp idative staess, apoptosis, deag desist
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Abstract Dermatophy toses affect about 25% of the wodd population, and the Glaswntous fungus
Twyammhmam&wwdmsnmpdd“ D rmatony coms ane

cauerd by pathogenac fung that geoenally trager sup anfections and that fued on henatingzed
substrates such as skin, haig, and nails. Hawmﬂukmm i aber of ot
&Mdmbﬁthtma&h-phmmhahdmuﬂtqpmhmmdw
can cause devp infecions in diabetic and 3 P patanty aswell &5 in indviduals
with imensnode oy, Dispike the high incidence and importance of derpatophyies in clinical
anycology, the diagnosas of this type of infection is not abways ate. The conventional sethods

most Y weed for ooy Lﬁnldnmm‘mhmdmhdumﬁmhmdwwm
baochennical fatuss Howeves, in varw of the Emitations of these £

diagnostic Sechniques ane increasingly bring weed becaiue of theic higher sensitivity, specificty
and rapidity and have become mane acossable The most widely used molecular techosgues an
conventicon] PCR, quantitative PCR, multiplex PCR, nested, PR, PCR-RFLE and PCR-ELISA
Ammwummmdwuhmdmkm
pmﬁh-shvyMALDLTI)F!ﬁ.lilalpm!m'‘A'1 ane p y bt it i ary to i © the
yuality and avalability of the infoomation in genomac and prod mic databuses in cedes o stresmline
ﬁuwdhmhmmhmmd&wudwm

Keyworde deep indections; MALDI-TOF MS; nvyeclogical diagnosis; PCR; Tridhophyton rubrue



