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Alunos de pós-graduação e iniciação científica – os grandes nomes de qualquer projeto



Breve contextualização do projeto e relevância do tema 

Incidência mundial CRIPTOCOCOSE: 223 mil casos anuais com 181 mil mortes, 
correspondendo a cerca de 15% de todas as mortes relacionadas à AIDS

A CANDIDÍASE invasiva afeta cerca de 750 mil pessoas anualmente. Esta doença está 
intimamente associada com ambientes hospitalares.

É uma das principais causas de morbidade e mortalidade, especialmente entre idosos e bebês  
prematuros

❖ pequeno número de diferentes classes de antifúngicos usados na 
clínica; 

❖ longo período de tempo requerido nos tratamentos; 
❖ a presença de efeitos adversos e tóxicos;
❖ contaminação de inúmeros dispositivos médicos; 

❖ geralmente atuam em um único alvo do fungo; 

MOTIVAÇÃO 



Breve contextualização do projeto e relevância do tema

Linha do tempo – Desenvolvimento de agentes antifúngicos

Chapman et al 2008_In Search Of The Holy Grail Of Antifungal Therapy



Breve contextualização do projeto e relevância do tema

Cenário das doenças fúngicas e dos tratamentos
❖ aumento da incidência de doenças fúngicas graves - um problema de saúde mundial
❖ o pequeno número de fármacos eficazes disponíveis na clínica
❖ o aumento da resistência fúngica aos antibióticos disponíveis para os tratamentos

OBJETIVOS PRINCIPAIS 

Desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas antifúngicas; 
Entendimento dos mecanismos usados pelos fungos patogênicos humanos para aquisição 

de resistência aos fármacos;
Caracterização do possível efeito de Peptídeos antimicrobianos nos atributos de virulência, 

bem como na interação hospedeiro-fungo



Objetivos propostos x 
realizadosProjeto estruturado em TRÊS subprojetos – cada um com suas METAS e RESULTADOS 

Subprojeto 1 – Caracterização de novos agentes antimicrobianos e estudo de mecanismos 
utilizados pelos fungos no desenvolvimento de resistência aos fármacos.

Subprojeto 2 – Avaliação da resposta imunológica e inflamatória nas infeções 
fúngicas

Subprojeto 3 – Identificação, construção de novas estruturas e caracterização do perfil 
farmacodinâmico de peptídeos e outras moléculas derivadas da biodiversidade 
brasileira.



Objetivos propostos x 
realizados
principais metas do projeto a serem finalizadas

✔ Análise funcional de genes de diferentes categorias funcionais na expressão de atributos de virulência 
de C. neoformans; 

✔ Plasticidade fenotípica associada aos mecanismos de suscetibilidade/resistência a fármacos em C. 
neoformans – a hipótese a ser testada nesta etapa é se linhagens mutantes para genes das vias NER e 
BER de reparo ao DNA, bem como aqueles para modificações pós-traducionais de histonas e para 
remodelagem da cromatina de C. neoformans, quando tratados sucessivamente com doses subletais de 
antifúngicos (convencionais e/ou AMPs) irão desenvolver o fenótipo de resistência aos 
antimicrobianos; 

✔ Análise do perfil transcritômico de C. neoformans H99 em resposta ao tratamento com diferentes doses 
do peptídeo ToAP2 por RNA-seq; 

✔ Análises e conclusões dos resultados obtidos pela varredura de bibliotecas de leveduras de C. 
neoformans mutantes; 



Objetivos propostos x 
realizados

✔ Estudo dos mecanismos epigenéticos do fungo C. neoformans, a ativação do sistema complemento em 
dois modelos de doenças fúngicas, como a criptococose e a esporotricose; 

✔ Avaliação da resposta imunológica em hospedeiros imunocompetentes infectados com o fungo 
Cryptococcus neoformans e tratados com peptídeos anti-inflamatórios;

✔ Desenhar racionalmente e construir peptídeos com base nas avaliações dos peptídeos naturais 
isolados da peçonha de artrópodes ou de resultados obtidos das simulações in sílico, utilizando 
ferramentas biotecnológicas; 

✔ Avaliar os perfis farmacológicos (antifúngicos) desses compostos através de curvas de dose-efeito e 
tempo-efeito; avaliar o modo de ação antifúngico dos compostos mais ativos através da quantificação 
do nível de ergosterol e regeneração de protoplastos. 

principais metas do projeto a serem finalizadas



Subprojeto 1 – Caracterização de novos agentes antimicrobianos e estudo de mecanismos 
utilizados pelos fungos no desenvolvimento de resistência aos fármacos.

Materiais e 
Métodos

✔ Segurança farmacológica dos AMPs
✔ Ação antifúngica dos AMPs in vitro e em modelos de infecção in vivo
✔ Análise do mecanismo de ação dos AMPs por vários ensaios: microscopia eletrônica de transmissão e 

varredura; microscopia de força atômica; citometria de fluxo; dicroísmo circular, entre outros
✔ Efeito da combinação de AMPs e antifúngicos convencionais
✔ Análise funcional de genes de diferentes categorias funcionais na expressão de atributos de virulência 

de C. neoformans (reparo DNA, modificação cromatina, entre outros)

✔ Plasticidade fenotípica associada aos mecanismos de suscetibilidade/resistência a fármacos em C. 
neoformans – testar SE as diferentes linhagens mutantes de C. neoformans, quando tratadas 
sucessivamente com doses subletais de antifúngicos (convencionais e/ou AMPs) irão desenvolver o 
fenótipo de resistência aos antimicrobianos

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

Alspaugh)



Subprojeto 2 – Avaliação da resposta imunológica e inflamatória nas infeções fúngicas

Materiais e 
Métodos

Avaliação da resposta imunológica:
✔ em hospedeiros imunocompetentes infectados experimentalmente com os mutantes de C. neoformans 

que apresentam alterações na virulência
✔ contra S. schenckii e S. brasiliensis utilizando modelos in vivo e in vitro, macrófagos humanos derivados 

de monócitos
✔ em hospedeiros imunocompetentes infectados com o fungo Cryptococcus neoformans e tratados por via 

intranasal com peptídeos anti-inflamatórios 

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



Subprojeto 3 – Identificação, construção de novas estruturas e caracterização do perfil 
farmacodinâmico de peptídeos e outras moléculas derivadas da biodiversidade brasileira

Materiais e 
Métodos

✔ Identificar e sintetizar compostos derivados de plantas com ação antifúngica contra o dermatófito 
Trichophyton rubrum 

✔ Separar e identificar peptídeos isolados da peçonha de vespas sociais da Região Centro-Oeste brasileira

✔ Desenhar racionalmente e sintetizar peptídeos com base nas avaliações dos peptídeos naturais isolados 
da peçonha de artrópodes ou de resultados obtidos das simulações in sílico, utilizando ferramentas 
biotecnológicas

✔ Sintetizar e avaliar a estabilidade dos peptídeos e dos flavonóides sintéticos

✔ Avaliar os perfis farmacológicos (antifúngicos) desses compostos através de curvas de dose-efeito e 
tempo-efeito 

✔ Avaliar o modo de ação antifúngico dos compostos mais ativos através da  quantificação do nível de 
ergosterol e regeneração de protoplastos 



Recurso aprovado x 
gasto 

Liberado: R$ 1.000.000,00



Resultados parciais alcançados

optamos por descrever alguns dos resultados mais importantes ou 
apresentar algumas das produções mais relevantes e associadas 

diretamente a cada um dos subprojetos



Resultados parciais alcançados
Subprojeto 1

� 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. 

� ToAP2 was not lethal to G. mellonella larvae (at concentrations up to 40 mg/kg) 
� ToAP2 doses of  10, 20 and 40 mg/kg were also able to significantly increase larva survival after 

C. albicans infections 
� At the two highest concentrations of  this AMP the larva survival profile was similar to what we 

observed with the amphotericin B treatment. 



Resultados parciais alcançados
Subprojeto 1 – modelo C. neoformans (artigo em preparação)

✔ os AMPs ToAP1 e ToAP2 testados em linhagens de Cryptococcus spp com diferentes tamanhos basais 
de cápsula – a cápsula não protege o fungo contra a atividade do peptídeo. 

✔ leveduras submetidas a tratamentos prévios para indução da cápsula ou melanização – a modulação 
desses dois atributos de virulência de C. neoformans aumentam a susceptibilidade do fungo aos 
peptídeos. 

✔ ToAP2 é capaz de permeabilizar a membrana plasmática das leveduras de C. neoformans e destruir 
organelas citoplasmáticas. 

✔ o tratamento com esse peptídeo causou um aparente aumento na espessura das fibras dos 
polissacarídeos da cápsula. 

✔ ToAP1 e ToAP2 testados contra biofilmes de C. neoformans – ToAP2 inibiu fortemente a formação 
do biofilme, interferindo possivelmente na adesão das células. 



Resultados parciais alcançados
Subprojeto 1 – modelo C. neoformans (artigo em preparação)

✔ a membrana é o principal alvo desse peptídeo e a permeabilização da bicamada lipídica possa ser o 
seu principal mecanismo de ação. 

✔ os resultados no modelo de C. neoformans também reforçam o potencial dessas moléculas no 
desenvolvimento de novas terapias antifúngicas. 

✔ ToAP1 e ToAP2 foram testados contra vários isolados clínicos de C. neoformans – comparado à 
linhagem de referência H99, nenhum dos isolados clínicos mostrou resistência ou maior 
suscetibilidade aos peptídeos 

continuação…



Resultados parciais alcançados
Subprojeto 1 – modelo C. neoformans (artigo em preparação)

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

✔ A caracterização do perfil transcritômico de C. neoformans H99 em resposta ao 
tratamento com diferentes doses do peptídeo ToAP2 por RNA-seq; 

✔ 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). 



Subprojeto 2
Meta 2.1 – Avaliar a resposta imunológica em hospedeiros imunocompetentes 
infectados experimentalmente com os mutantes KRE2 (ausência da α 
1,2-manosiltransferase, com fenótipo hipovirulento), CLR3 (deleção do gene de 
histona D-acetilase, com fenótipo hipovirulento), CLR6-1 (deleção do gene de da 
histona D-acetilase, com fenótipo hipervirulento) do fungo C. neoformans.



Meta 2.2. Avaliar a resposta imunológica contra linhagens selvagem e mutante para 
genes rhamnosiltransferases de S. schenckii e S. brasiliensis utilizando modelos in 
vivo e in vitro- 



Meta 2.3. Avaliar a resposta imunológica em hospedeiros imunocompetentes 
infectados com o fungo C. neoformans e tratados com peptídeos anti-inflamatórios



Meta 2.3. Avaliar a resposta imunológica em hospedeiros imunocompetentes 
infectados com o fungo C. neoformans e tratados com peptídeos anti-inflamatórios

Em preparação para publicação



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



Embora o fungo P. brasiliensis não tenha sido previsto como um modelo biológico 
nas metas do subprojeto 2, este fungo foi analisado dentro do contexto da meta 
2.4. 



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

Relatório de acompanhamento
  

Subprojeto 3 – Identificação, construção de novas estruturas e caracterização 
do perfil farmacodinâmico de peptídeos antimicrobianos e outras moléculas 
derivadas da biodiversidade brasileira. 

Avaliação da resposta imunológica e inflamatória nas infecções fúngicas.



Mestrado concluído 
“Aspectos celulares e moleculares da interação de Trichophyton 
rubrum em linhagem de macrófago humano THP-1”. Gabriela 
Gonzalez Segura. (Bolsista CAPES-PROSUP taxa). 2019

Vanessa Inácia Borges (Farmácia-Unaerp). “Avaliação da atividade 
antifúngica e anti-inflamatória de curcuminoides e chalconoides 
durante o co-cultivo de Trichophyton rubrum em linhagem de 
macrófago humano THP-1”. (Projeto IC Fapesp 2018/22233-0). 
Apresentação TCC em fevereiro de 2021 



Defesa de tese de doutorado: junho de 2021
INVESTIGAÇÃO DA RESPOSTA CELULAR E MOLECULAR ATRAVÉS 
DO RNA-SEQ DA INTERAÇÃO DE MACRÓFAGOS HUMANOS THP-1
CO-CULTIVADOS COM Trichophyton rubrum
Bruna Aline Michelotto Cantelli

RESUMO
Os dermatófitos são fungos que utilizam substratos queratinizados como principal fonte de nutrientes, acometendo 
principalmente pele, cabelos e unhas. Dentre os dermatófitos, o Trichophyton rubrum (T. rubrum) é considerado o principal 
causador de dermatofitoses em todo o mundo. Apesar da maioria das micoses apresentarem caráter superficial, 
atualmente T. rubrum vem causando infecções sistêmicas em pacientes com o sistema imunológico debilitado 
ocasionando lesões graves e profundas. Assim, torna-se importante compreender o mecanismo de ativação do sistema 
imunológico do hospedeiro em uma infecção sistêmica. O presente trabalho teve como objetivo principal caracterizar a 
infecção sistêmica provocada por conídios germinados vivos (CGV) e conídios germinados inativados (CGI) de T. rubrum 
do ponto de vista molecular e celular utilizando a linhagem de monócitos/macrófagos humanos (THP-1). Na análise da 
viabilidade celular dos macrófagos após o contato de CGV de T. rubrum por 24h observamos a liberação de 20% de LDH, 
mostrando que 80% dos macrófagos estavam viáveis. No tempo de 24 h observamos também a maior liberação da IL-6, 
utilizando CGV ou CGI, dado que indica ativação do sistema imune. A liberação da TNF-α, IL-8 e IL-1β foi maior 
utilizando CGV, no entanto para IL-2 e IL-12 a liberação foi maior utilizando CGI. O sequenciamento de nova geração da 
resposta ao co-cultivo CGI de T. rubrum mostraram 83 genes modulados sendo 65 induzidos e 18 reprimidos. A 
categorização dos genes modulados evidenciou as vias de transdução de sinais, comunicação celular e resposta imune. 
Foram selecionados 16 genes para serem validados e verificamos que a relação de Pearson foi de 0,98, indicando uma 
alta correlação entre o RNA-seq e qPCR. Foi observado que a modulação de expressão para todos os genes foi 
semelhante utilizando CGV ou CGI no co-cultivo. Entretanto, os valores de fold change foram maiores utilizando CGV. A 
comparação do co-cultivo de T. rubrum e estimulação com LPS bacteriano em macrófagos THP-1 mostrou a diferença no 
perfil de modulação de alguns genes estudados nesse trabalho, como ANKRD1, TRL8, CD1D e principalmente TRL7. 
Devido a alta expressão do gene IL-32 no RNAseq, quantificamos a interleucina IL-32 e verificamos a maior liberação no 
co-cultivo com T. rubrum, quando comparado com a estimulação com LPS. Desta forma, podemos concluir que o modelo 
de co-cultivo de macrófagos com T. rubrum mostrou a ativação do sistema imunológico, através do aumento de liberação 
de interleucinas pro-inflamatórias e pelo perfil de expressão gênica observado no RNA-seq. Através dos resultados 
obtidos podemos evidenciar possíveis alvos moleculares expressos nos macrófagos que podem ser explorados através 
de terapias anti-dermatofitos que envolvam a ativação do sistema imune.
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