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RESUMO

A interacdo fungo-hospedeiro resulta em um processo complexo cujo
conhecimento permite melhor entendimento da patogénese das micoses
sistémicas. Espécies de Paracoccidioides sdo agentes causadores da
paracoccidioidomicose (PCM), doenca progressiva, cronica e sistémica,
geograficamente confinada na América Latina. O fungo é termodimorfico e a
infeccdo ocorre apos a inalacdo de conidios ou fragmentos de hifas, que ao
entrarem em contato com o hospedeiro podem ser transformadas em formas
leveduriformes. Esse evento é importante para o estabelecimento da PCM,
associado a fatores ligados ao fungo bem como ao hospedeiro. A viruléncia
fungica é descrita como um evento altamente complexo onde em diferentes
estagios da infeccdo ocorre a expressao de multiplos genes, podendo estar
fortemente associados ao estabelecimento da doenca. A adeséo e a
sobrevivéncia no interior do hospedeiro sdo extremamente importantes para o
estabelecimento da patogénese. Alguns genes de Paracoccidioides spp se
apresentam diferencialmente expressos durante a transicdo dimorfica do fungo,
apresentando baixos niveis de expressdo na forma miceliar quando
comparadas com a forma leveduriforme, sugerindo que estes possivelmente
seriam fatores na composicdo de estratégias moleculares que P. brasiliensis
utiliza para morfo-adaptacéo e sobrevivéncia no hospedeiro. O objetivo deste
trabalho foi estudar a expresséo de genes relacionados a alguns dos fatores de
viruléncia de P. brasiliensis e P. lutzii na fase miceliar e leveduriforme, visando
verificar o nivel de expressdo no fungo bem como na interacdo com células
fagociticas e epiteliais. Para tanto foram realizados ensaios de infeccdo com
P.brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (P01), nas fases miceliar e leveduriforme em
células epiteliais pulmonares (MRC-5) e macrofagos alveolares (AMJ2-C11)
utilizando a técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR). Os genes eleitos para
este estudo foram os que expressam a glicoproteina de 43 kDa (gp43),
enolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), 14-3-3 (30kDa),
fosfolipase, proteinase e hemolisina (gene Duf). Os resultados mostraram um
aumento significativo nos niveis de expressdo da enolase, gp43 e GAPDH na
fase leveduriforme da cepa 18 de P. brasiliensis. Na RT-PCR das células

infectadas com P. brasiliensis houve uma diminuicdo da expresséo dos genes,



porém a enolase apresentou uma alta expressdo na situacdo do fungo em
contato com as células, tanto para macrofagos, quanto para as células
epiteliais pulmonares. Os mesmos padrbes foram observados para a espécie
P. lutzii, porém nao foi observada expressdo de gp43 para essa espécie. A
expressao de fosfolipase em P. brasiliensis foi menor na fase leveduriforme
quando comparada a fase miceliar e quando o fungo foi colocado em contato
com macréfagos houve um grande aumento em sua expressao. O mesmo
padrao foi observado em P. lutzii. Em nossos estudos, aspartil protease foi
diferencialmente expressa em P. brasiliensis na interagdo com macréfagos,
com maior expressao na fase leveduriforme, o que demonstra que o aumento
desta enzima pode ser relacionado ao dano celular. P. brasiliensis apresentou
expressao elevada do gene Duf na fase levedurifome, mas quando em contato
com as células a expressao foi reduzida. Em P. lutzii, a expressao, apesar de
baixa, provavelmente devido & baixa viruléncia do fungo, era muito semelhante
na fase leveduriforme e na infeccdo de macréfagos. Apesar destes resultados,
a funcéo deste gene em Paracoccidioides ainda néo é clara, sendo necessarios
mais estudos sobre a funcdo do gene. Os resultados obtidos nesse estudo
corroboram informagdes adicionais sobre a viruléncia das duas espécies

filogenéticas de Paracoccidioides e sua interacdo com o hospedeiro.



ABSTRACT

The fungus - host interaction results in a complex process whose knowledge
allows a better understanding of the pathogenesis of systemic mycoses.
Paracoccidioides species are causative agents of paracoccidioidomycosis
(PCM), a progressive, chronic and systemic disease , geographically confined
to Latin America. The fungus is thermally and infection occurs after inhalation of
conidia or hyphal fragments, which on contact with the host can be transformed
into yeast forms. This event is important for the establishment of PCM besides
other factors related to the host-fungus interaction. The fungal virulence is
described as a highly complex event that enables the expression of multiple
genes of the fungus in different stages of infection and can be strongly
associated with the development of the disease. Adherence and survival within
the host are extremely important for the establishment of pathogenesis.
Paracoccidioides spp differentially expressed some genes during the dimorphic
fungus transition, having low expression levels in the mycelial form compared
with yeast-form, suggesting that these factors were likely to be in the
composition of molecular strategies of P. brasiliensis that uses to morpho-
adaptation and survival in the host. The aim of this study was to compare the
gene expression of the some virulence factors of Paracoccidioides species by
real-time PCR. For the assays, the infection was performed with the yeast and
mycelial phase of P. brasiliensis (Pb18) and P. lutzii (PO1) in pulmonary
epithelial cells (MRC-5) and alveolar macrophages (AMJ2 -C11) using RT-
PCR. The genes chosen for this study were those which express the 43 kDa
glycoprotein (gp43), enolase, glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase
(GAPDH), 14-3-3 (30kDa), phospholipase, protease and hemolysin (Duf gene).
The results showed a significant increase in the levels expression of enolase,
gp43 and GAPDH in the yeast phase of P. brasiliensis. Enolase was more
expressed in the two species when in contact with the both cells, macrophages
and lung epithelial cells; although the cells infected with P. brasiliensis showed
reduced expression of all genes. The same patterns were observed for the
species P. lutzii, but no expression of gp43 was observed for this specie.
Expression of phospholipase in P. brasiliensis yeast phase was lower compared

to mycelial phase and when the fungus was placed in contact with



macrophages there was a large increase in gene expression. The same
expression pattern was observed in P. lutzii. In our studies, P. brasiliensis
aspartyl protease was differentially expressed in macrophage infection with a
higher expression in the yeast phase, which demonstrates that the increase of
this enzyme may be related to cellular damage. P. brasiliensis showed high
gene expression of Duf gene in the yeast phase, but in cells infected the
expression was reduced. In P. lutzii, the expression, despite being low, probably
due to the lower virulence of the fungus, was very similar in the yeast phase
and macrophage infection. Despite these results, the function of this gene in
Paracoccidioides is still not clear and more research is needed. The results of
this study corroborate information about the virulence of the two species of
Paracoccidioides and its interaction with the host.
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1. INTRODUCAO

1.1. Reviséo histérica

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca fangica descrita pela
primeira vez em 1908 por Adolpho Lutz, ao isolar o fungo apos a anamnese de
um paciente com lesdes orais e linfoadenopatia cervical. Em 1912, Alfonso
Splendore realizou a caracterizacdo morfologica e biolégica do patégeno,
classificado como Zymonema brasiliensis. Posteriormente, o médico Floriano
Paulo de Almeida incluiu um novo género dentro do reino Fungi — o
Paracoccidioides — revalidando a espécie brasiliensis descoberta anteriormente
por Splendore. A partir de 1930, os estudos sobre a paracoccidioidomicose
intensificaram-se devido aos avancos na imunologia, na descoberta de drogas
para o tratamento da doenca e na descoberta do dimorfismo fangico, o qual
passou a ser analisado por microscopia eletronica, possibilitando a melhor
compreensao de sua biologia celular (LACAZ, 1994). Durante muito tempo a
doenca recebeu o nome Blastomicose Sul Americana, mas foi retirado devido
ao fato da sua ocorréncia na América Central e México. Em 1971, foi adotado
definitivamente o nome Paracoccidioidomicose (ACORCI et al., 2009, DE
ABREU E SILVA et al., 2013), na reunido dos micologistas das Américas, em
Medelin (Colémbia) e, até hoje, persiste como nomenclatura oficial (VALLE;
COSTA, 2001). O género Paracoccidioides compreende um complexo de, no
minimo, quatro espécies filogenéticas. Andlises de diferentes isolados indicam
que o género se divide em duas espécies: Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii, que compreende o isolado Pb01 (MATUTE et al., 2006;
CARRERO et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009).

1.2. Género e espécies Paracoccidioides

Paracoccidioides spp esta taxonomicamente classificado no Reino
Fungi, Filo Ascomycota, Classe Pleyomicetes, Ordem Onigenales, Familia
Onygenaceae, Género Paracoccidioides, Espécie brasiliensis. (SAN-BLAS, et
al., 2002).
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Até o ano de 2006 o género Paracoccidiodes era considerado como uma
Gnica espécie, tendo como agente etioldgico, Paracoccidioides brasiliensis.
Porém, através da sequéncia de andlises utilizando Multi Locus Sequence
Typing (MLST), revelou-se a existéncia de trés espécies filogenéticas,
classificadas como S1, PS2 e PS3, a partir do complexo Paracoccidioides
brasiliensis e uma quarta espécie, Paracoccidioides lutzii, originalmente
classificada como Pb01-like, posteriormente descrita e publicada por Teixeira e
colaboradores no ano de 2009 (TEIXEIRA et al., 2009; THEODORO et al.,
2012).

Paracoccidioides spp, séo filogeneticamente considerados fungos
ascomicetos, capazes de adaptar-se para sobreviver no hospedeiro causando
a doenca paracoccidioidomicose (PCM), a mais prevalente micose sistémica na
Ameérica Latina (RESTREPO et al., 2001).

1.3. Epidemiologia e ecologia

A doenca tem grande impacto social, uma vez que afeta principalmente
trabalhadores rurais e do sexo masculino, sendo a sétima causa de morte entre
as doencas cronicas infecciosas no Brasil (BARROZO et al., 2009). A
predominancia de homens em relacdo as mulheres afetadas pela PCM ocorre
devido ao possivel efeito protetor hormonal, este definido pela presenca de
receptores para estr6genos na parede do fungo, capazes de bloquear a
transformacao de micélios ou conidios para forma leveduriforme (infectante)
(PINZAN et al., 2010). Uma das caracteristicas mais peculiares da PCM é a
sua distribuicdo geografica global restrita, podendo ser encontrada na América
Central, no Sul do México e Argentina. Sendo assim, as areas de endemismo
sdo contidas nos tropicos de cancer e capricérnio (BRUMER et al., 1993;
LACAZ et al., 2002; NUCCI et al., 2009; SHANKAR et al., 2011). Aléem disso, a
distribuicdo de PCM ndo é homogénea dentro de um determinado pais
endémico, mas prevalece em areas que possuem condi¢cfes adequadas para a
sobrevivéncia e crescimento do fungo, facilitando assim, a exposicdo humana
(SHANKAR et al., 2011). A doenca € limitada & América Latina e Central, com
regides de maior endemicidade no Brasil, Colombia, Venezuela, seguidas por

outras areas, de menor incidéncia, como Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai
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e regides da América Central (SHIKANAI-YASUDA, TELLES FILHO et al.,
2006). Entretanto, outros casos foram relatados fora desta area em geral com
periodos longos de laténcia, representando reativacbes enddégenas de focos
infecciosos previamente adquiridos nessas regides (MANNS, BAYLIS et al.,
1996). Pouco se sabe sobre o habitat de P. brasiliensis, porém, esse fungo tem
sido encontrado no solo, na 4gua, em plantas de areas endémicas e, mais
recentemente em tatus, mas nenhum desses estudos até o momento pode
estabelecer definitivamente seu nicho ecoldgico (BAGAGLI, BOSCO et al.,
2006). O Brasil responde por mais de 80% dos casos relatados, seguido por
Colébmbia, Venezuela, Equador e Argentina, onde as Ultimas as taxas de
prevaléncia sdo muito baixas. Outros paises da América Latina relataram
menor numero de casos, assim como todos os paises da América Central
(NUCCI et al., 2009). A taxa de incidéncia anual no Brasil & estimada por volta
de 10 a 30 casos por milhdo de habitantes e a taxa média de mortalidade é de
1,4 mortes por milhdo de habitantes ( COUTINHO et al., 2002;BITTENCOURT
et al., 2005; JOHANN, et al., 2010)

Figura 1. Distribuicdo geografica das espécies filogenéticas de
Paracoccidioides (Adaptado de THEODORO et. al., 2012)
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1.4. Infeccéo e Doenca

Hoje é amplamente aceito que a infeccdo por Paracoccidioides
brasiliensis € adquirida através da inalacdo de propagulos fungicos (BERNARD
2008). Estes invadem as vias aéreas e encontram macrofagos alveolares e
células epiteliais, onde ocorre a transicdo de micélio para levedura. Depois
disso, a migracéao de células do patdgeno para outras células do hospedeiro é
considerada um pré-requisito para invasao de multiplos érgdos e disseminacao
do fungo (PERES DA SILVA et al., 2011). Essa disseminacao por via linfatica e
hematogénica para outros 6rgdos depende da quantidade de inoculo, da
patogenicidade e da viruléncia do fungo, assim como da integridade do sistema
de defesa e de possiveis fatores genéticos (BENARD & MENDES-GIANNINI,
2013).

O estudo desta micose € de suma importancia em face da prevaléncia e
gravidade de algumas de suas formas anatomo-clinicas, de suas sequelas e
das taxas de mortalidade (COUTINHO et al., 2002; TRAVASSOS et al., 2008).

Existem duas formas clinicas diferentes da PCM: a infec¢éo e a doenca.
A infeccd@o € assintomatica e ocorre frequentemente em individuos saudaveis,
gue residem ou residiram em areas endémicas e possuem reatividade ao teste
de pele com paracoccioidina (RESTREPO-MORENO, 1993). Individuos com
lesBes residuais inativas que contenham Paracoccidioides spp também sédo
incluidos nessa forma clinica. A PCM doenca € sintomética e divide-se nas
formas: aguda/subaguda ou crbnica. A forma aguda acomete principalmente
criangas e adolescentes, mas eventualmente pode atingir individuos com até
35 anos de idade e corresponde a aproximadamente 5% dos casos e é
caracterizada por pequenos periodos de incubacdo do fungo (semanas a
meses). A distribuicdo da forma aguda / subaguda é semelhante em criancas
dos géneros masculino e feminino, (multifocal), causando principalmente
linfadenomegalia, manifestacdes digestivas, hepatoesplenomegalia,
envolvimento ésteo-articular e lesbes cutaneas (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

A forma cronica (adulto) corresponde a cerca de 90% dos casos,

apresentando um curso mais lendo (meses a anos), acometendo com maior



16

frequéncia individuos do sexo masculino com idade superior a 30 anos. Afeta

primeiramente os pulmdes (unifocal) e posteriormente disseminando-se para

outros o6rgados e tecidos (multifocal), causando lesGes secundarias em

membranas, mucosas, pele, linfonodos, glandulas adrenais e sistema nervoso
central (RESTREPO et al.,2008; TABON et al., 2010).

Tabela 1. Principais caracteristicas das formas: aguda e cronica da PCM

Forma aguda (juvenil)

Forma crdénica (adulto)

Idade do paciente

Inferior a 30 anos

Acima de 25 anos

Quadro clinico tipico

Adenomegalia cervical ou
generalizada

Pneumopatia e/ou ulceracdo
na mucosa bucofaringea

Alteragdes e lesdes

Hepatomegalia, esplenomegalia,
lesé@o de pele, mucosa
bucofaringea, intestinal e 6ssea

Adenomegalia,
submandibular e/ou cervical,
lesé@o de pele, laringe, supra-

renais e sistema nervoso
central

Anticorpos anti-
Paracoccidioides

Titulos altos

Titulos médios / altos

Imunidade celular e
hipersensibilidade
retardada

Depressdo moderada a intensa

Preservada ou depresséo
moderada

Histopatologia

Granulomas frouxos, muitas
leveduras, evolucao para
necrose e supuragao

Granulomas compactos,
menor nimero de leveduras,
evolugéo para necrose e
fibrose

1.5. Fatores de Viruléncia

(Adaptado: MARTINEZ,2004)

Varios patdgenos apresentam estratégias para sobreviver e se replicar

dentro das células hospedeiras. Candida albicans invade as células epiteliais

bucais, induzindo a sua prépria endocitose e assim tendo acesso aos

compartimentos vacuolares do epitélio. Cryptococcus neoformans sobrevive

em ambiente acido no fagolisossomo (LEVITZ et al., 1999), como os conidios

de Aspergillus fumigatus, (WASYLNKA et al., 2003) e outros microrganismos

(VOLTAN et al., 2013).
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Paracoccidioides spp sao considerados fungos intracelulares facultativos
que podem aderir as células epiteliais in vivo e in vitro (DE BRITO et al. 1973;
HANNA et al., 2000; MENDES-GIANNINI et al., 2000;). O uso de moléculas de
superficie envolve estratégias do microrganismo para evadir-se do sistema
imune e para a sua propria sobrevivéncia nos sistemas do hospedeiro. A
ades@o esta intimamente associada ao controle transcricional envolvendo

vérias vias regulatérias.

Na dultima década, abordagens com métodos moleculares foram
utilizados na caracterizacdo de fatores de viruléncia fungica, tornando-se um
ponto de partida para o conhecimento da patogénese desses microrganismos.
Os avancos na caracterizacao de adesinas de P. brasiliensis tém sido obtidos
com os estudos de transcriptoma (FELIPE et al., 2005; NUNES et al., 2005).
Castro et al., 2005 realizaram um screening das proteinas GPI ancoradoras
deste fungo, entre estas h& adesinas ligantes da matriz extracelular. A matriz
extracelular (MEC) desempenha um papel importante na regulacdo da célula, a
migracdo de diferenciacdo, adesdo e proliferacdo de células (BAILAO et al.,
2012). Da mesma forma, Tomazetti et al., (2005) estudaram genes codificantes
para enzimas possivelmente envolvidas na biossintese e remodelagem de
polissacarideos da parede celular, que tem potencial de influenciar na adeséo a
células do hospedeiro. Marcos et al., (2012) sugeriram que a enzima glicolitica
enolase, uma ligante de fibronectina, executa funcdes adicionais relacionadas
com a via glicolitica e também desempenha um papel de aderéncia em P.
brasiliensis. Uma caracteristica vital dos microrganismos é a sua capacidade
de adaptacdo as alteracbes do ambiente em que se encontra 0 que envolve a
regulacdo da expressao génica em resposta aos diferentes sinais ambientais
(KATO-MAEDA et al., 2001).

A endocitose deste fungo ativa os microfilamentos e microtibulos, além
de induzir apoptose (MENDES-GIANNINI et al.,, 2004). Embora a invasdo de
células ndo fagociticas seja de extrema importancia na patogénese da doenca
e algumas adesinas ja foram descritas, ha ainda falta de maior compreenséo
sobre quais genes e moléculas de superficie tém papel na adesdo e podem
induzir a invasdo durante o processo infeccioso tdo variado como o

apresentado por este fungo. Em estudos utilizando cultura celular, foi
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verificada a cinética do processo de interacdo de P. brasiliensis as culturas
celulares Vero e Hela, respectivamente, e os provaveis fatores envolvidos
nesta interacdo. Além dessas, foram analisadas as interacdes de P. brasiliensis
com pneumacitos e queratinécitos, procurando correlacionar os eventos de
entrada do fungo via pulmonar e sua disseminacdo, chegando até o epitélio
bucal (MONTEIRO DA SILVA et al.,, 2001; PERES DA SILVA et al., 2011).
Deste modo, diferentes modelos de culturas celulares foram estudados com o
objetivo de avaliar a interacdo fungo-célula e assim delinear a patogénese da
doenca, jA que P. brasiliensis interage com uma grande variedade de tipos
celulares ao longo da infecgdo. As interacdes entre as formas infectantes e o
epitélio respiratério levam a doencas fungicas como a paracoccidioidomicose,
que ocorre apO6s a inalacdo dos conidios presentes no meio ambiente
(BENARD & GIANNINI, 2009). Assim, as células epiteliais das vias aéreas sao
as primeiras células do trato respiratério a receber os conidios inalados e
outros patdgenos transmitidos pelo ar (KHOUFACHE et al., 2009). A mucosa
das vias aéreas é uma importante barreira que protege a entrada de
microrganismos. Um componente essencial desta barreira é a polaridade das
células da superficie epitelial (SCHNEEBERGER et al., 2004). A utilizacao de
sistemas de cultura de células epiteliais de origem respiratoria do trato superior
€ de importancia central no desenvolvimento dos conhecimentos sobre a
patogénese das infec¢des respiratorias. Assim, o estudo da interacdo de P.
brasiliensis e culturas de células pulmonares e macréfagos, podem constituir-
se em abordagem importante para o conhecimento dos passos iniciais de

infeccéo deste fungo.

Por outro lado, a invasdo de P. brasiliensis afeta a estrutura do
citoesqueleto das células epiteliais, interferindo em aspectos morfologicos da
actina, tubulina e citoqueratina (MENDES-GIANNINI et al.,, 2004). A
degradacéo de citoqueratina por P. brasiliensis pode ser devido aos efeitos de
enzimas especificas ou pela glicoproteina 43-kD (MENDES-GIANNINI et al.,
1990; PUCCIA et al., 1998), causando a perda das caracteristicas de rede
filamentosa. Alguns estudos tém analisado a glicoproteina gp43, que € um dos
principais antigenos. Ela se liga especificamente a laminina, tendo um papel

importante na adesdo, o que pode ser concluido apds relatos de que o soro
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anti-gp43 inibem a adesdo em 85% (HANNA, et al.,, 2000; MARCOS et al.,
2012). Esta degradacao de citoqueratina pode explicar tanto o processo de
invasao in vitro como a capacidade de P. brasiliensis de atravessar as barreiras
epiteliais in vivo (MENDES-GIANNINI et al., 2005). A secrecdo de enzimas tais
como fosfolipase e proteinase, tem sido proposta como uma das estratégias
utiizadas por bactérias e fungos para a invasdo do hospedeiro e
estabelecimento de infeccdo (TAVARES et al., 2005; SOARES et al, 2010). O
papel das fosfolipases extracelulares, como potenciais fatores de viruléncia
para fungos patogénicos, incluindo Candida albicans (MUKHERJEE et al.,
2003; MA et al., 2008), Cryptococcus neoformans (COX, et al., 2001), e
Aspergillus fumigatus (KARKOWSKA-KULETA et al.,, 2009), foi relatado,
embora a base de seu mecanismo ndo tenha sido completamente elucidado.
Atividade de fosfolipase e proteinase extracelular foram também detectadas em
culturas in vitro de P. brasiliensis (ASSIS et al., 1999), sendo este um fator de
viruléncia potencial para este patdogeno (TAVARES et al., 2005).
Paracoccidioides spp cresce na forma filamentosa em temperaturas
abaixo de 24°C, apresentando a forma de colénias brancas, aderente ao meio.
Microscopicamente sdo observadas hifas delgadas, hialinas, septadas,
multinucleadas e ramificadas, com producdo de clamidosporos terminais ou
intercalares, conidios e auséncia de corpos de frutificacdo, sendo denominada
saprofitica ou micélio. Quando cultivado a 37°C, em meios suplementados, sédo
observadas colbnias de coloracdo creme e aspecto cerebriforme.
Microscopicamente sdo observadas células arredondadas ou ovais, com
paredes birrefringentes e formacdo de multibrotramentos, denominada
leveduriforme, conhecida também como parasitaria, capaz de causar lesées
nos tecidos do hospedeiro, humano ou animal (LACAZ, 1994; BRUMMER et
al.,, 1993; HERNANDEZ, et al. 2011). Por ser um fungo dimoérfico, P.
brasiliensis apresenta as formas miceliar e leveduriforme sendo a transicéo das
fases um requerimento essencial para ocorréncia da PCM. No entanto,
doencas causadas por fungos dimérficos e os mecanismos moleculares que
controlam essa transicdo permanecem obscuros (NEMECEK et al., 2006).
Assim, como outros fungos dimorficos patogénicos, a transicao da fase miceliar
para a fase leveduriforme € essencial para P. brasiliensis estabelecer a

doencga, visto que estudos tém mostrado que linhagens que ndo tem
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capacidade de se diferenciar para levedura ndo sao virulentas. (FRANCO,
1987; SAN BLAS & NINO-VEGA, 2001; NEMECEK et al., 2006). P. brasiliensis
tem se tornado um importante modelo para estudar o processo de transi¢céo
dimérfico em fungos patogénicos (SAN BLAS et al., 2002; SAN BLAS & NINO-
VEGA, 2004). Nifio — Vega et al., (2007) caracterizaram e analisaram o perfil de
expressdo de transcritos durante a transi¢cdo dimorfica do gene codificante da
actina. A expressao do gene foi acompanhada por analises de Northern blotting
durante a transicao de micélio para leveduras e de leveduras para micélio, e os
resultados mostraram que o transcrito € detectado em ambas as fases, mas
com expressao preferencial apds 48 horas do inicio da transicdo de micélio
para levedura, sugerindo que a proteina tem uma resposta adaptativa rapida ao
estresse térmico.

A viruléncia fungica é descrita como um evento altamente complexo
onde em diferentes estdgios da infeccdo ocorre a expressdo de multiplos
genes, podendo estar fortemente associados ao estabelecimento da doenca. A
adesdo e a sobrevivéncia no interior do hospedeiro sdo extremamente
importantes para o estabelecimento da patogénese. Neste contexto, fatores
importantes para o estabelecimento da infeccdo por fungos patogénicos vém
sendo descritos (KWON-CHUNG, 1998; ODDS et al.,, 2001; YANG, 2003).
Genes envolvidos no controle da transicdo dimérfica e expressao de fatores de
viruléncia em fungos dimoérficos foram descritos por Nemecek et al., (2006) os
quais demonstraram fortes evidéncias da existéncia de um controle global para
ambos, a morfogénese e a patogenicidade. Os autores descreveram um
sistema de sinalizacdo de dois componentes — o hibrido histidina quinase
(DRK- 1) que controla a transicdo dimorfica e a viruléncia em Blastomyces
dermatitidis e em Histoplasma capsulatum. Diversos trabalhos tém relacionado
alteracdo morfologica ao perfil de viruléncia (KUROKAWA et al., 2005).

As vias de sinalizacdo que controlam a transicdo morfolégica em P.
brasiliensis ainda sdo pouco conhecidas (MARQUES et al., 2004). A via de
sinalizacdo por meio do cAMP (adenosina monofofato ciclico) parece ser
importante pois a adicdo exdégena do composto inibe a transicdo de leveduras
para micélios, mantendo a forma patogénica do fungo (CHEN et al., 2007).
Varios outros estudos tém sido realizados visando avaliar o dimorfismo em P.

brasiliensis. Alguns genes de P. brasiliensis apresentam expressao diferencial
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durante a transicdo dimorfica do fungo. Os genes codificantes para a proteina
de choque térmico de 70 kDa (HSP70) (SILVA et al,. 1999), proteina homologa
a flavodoxina PbY20 (DAHER et al. 2005), a Chaperona ClpB (JESUINO et al.,
2002), Manosiltransferase (COSTA et al., 2002), HSP90 (NICOLA et al., 2008),
apresentaram baixos niveis de expressdo na forma miceliar quando
comparadas com a forma leveduriforme, sugerido que estas proteinas
possivelmente seriam fatores na composicao de estratégias moleculares que P.
brasiliensis utiliza para morfo-adaptacao e sobrevivéncia no hospedeiro.

A grande maioria dos estudos relacionados a interacdo fungo-hospedeiro
tem sido realizada com a fase leveduriforme do fungo. Assim, para se estudar a
fase inicial da doenca e como o fungo se adapta as condi¢c6es do hospedeiro, a

melhor opc¢ao seria 0 estudo comparativo das fases miceliar e leveduriforme.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a expressdo de genes
relacionados a alguns dos fatores de viruléncia de P. brasiliensis e P. lutzii na
fase miceliar e leveduriforme, visando verificar o nivel de expressao no fungo

bem como na interagdo com células fagociticas e epiteliais.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a expressdo génica de adesinas e enzimas hidroliticas
(fosfolipases, proteinases e hemolisinas) na fase miceliar e
leveduriforme de Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii.

e Avaliar a expressdo génica de adesinas e enzimas hidroliticas
(fosfolipases, proteinases e hemolisinas) na adesdo com células

epiteliais pulmonares (MRC-5) infectadas com P. brasiliensis e P. lutzii.

e Avaliar a expressdo génica de adesinas e enzimas hidroliticas
(fosfolipases, proteinases e hemolisinas) em macrofagos AMJ2-C11,

infetados com P. brasiliensis e P. lutzii.
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3. METODOLOGIA

3.1. Isolados, condicbes de cultivo e diferenciacdo do fungo
Paracoccidioides spp

Neste estudo foram utilizadas as espécies Paracoccidioides brasiliensis
S1, (Pb18) e P. lutzii, na fase leveduriforme. A fase saprobiodtica das duas
espécies (miceliar) foi crescida em meio de Fava-Netto, semi-sélido a 22°C. O

mesmo meio de cultura foi utilizado para o cultivo da fase leveduriforme a 37°C.

3.2. Cultura celular

Para avaliar a interacdo da fase de transicdo com os diferentes tipos
celulares foram utilizadas as linhagens: AMJ2-C11 de macré6fagos alveolares
de camundongo e a linhagem celular MRC-5, (fibroblasto de pulmao),
cultivadas em meio HAM-F12 com 5% de CO, a 37 °C, obtidas do Banco de

Células do Rio de Janeiro.

3.3. Cultura de macréfagos e linhagem celular MRC-5

Os macrofagos e as células pulmonares foram cultivados em garrafas
plasticas, em meio DMEM (DULBECCO'S MODIFIED EAGLE MEDIUM -
Sigma-Aldrich, Brazil) suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e
antibioticos, e mantidos a temperatura de 36,5 °C. Decorridos 3 a 4 dias, as
garrafas de células foram submetidas a tripsinizagdo. Para isso, a
monocamada formada foi lavada com 01 mL de PBS (solucdo tampéo fosfato
salino) 0,05 M, pH 7.2 estéril e, apods lavagem, esta desprezada para entdo ser
acrescentado 1 mL de ATV-solucdo de tripsina 0,2% e EDTA 0,02% (Adolfo
Lutz). Seguidos 1-2 minutos, as células foram homogeneizadas com volumes
variados do meio correspondente acrescido de soro fetal bovino (SFB). Nesta
etapa, a tripsina (ATV) foi neutralizada pelo SFB presente no meio de cultura.
O volume total da suspenséo celular obtido foi transferido para outras garrafas,

de modo que obteve uma concentracéo celular de 10° células/ mL.
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3.4. Preparo e padronizacédo do inoculo

As cepas 18 de P. brasiliensis e 01 de P. lutzii foram cultivadas em tubo
contendo meio Agar Fava-Netto, durante quatro dias, a 35 °C. Foi adicionada
uma quantidade suficiente de PBS estéril, quantidade de fungo para obtencao
de uma suspensédo turva e homogénea, correspondente a 1x10° células/ mL,
de acordo com a escala de MacFarland e ajustada também através de leitura
em espectrofotometro (D.0.550nm = 0,5).

Para os ensaios na fase miceliar, o fungo foi cultivado em meio Agar
Fava Netto de 2/4 meses a 23 °C. O preparo do inoculo foi 0 mesmo utilizado

na fase leveduriforme.

3.5. Ensaios de infeccdo com P. brasiliensis e P. lutzii em células epiteliais

e macréfagos

Para os ensaios de infecdo foram escolhidas duas situacdes do fungo: a
fase miceliar e a fase leveduriforme.

Ap6s a formagdo da monocamada celular, o meio de cultura foi
desprezado e foram acrescentados 3 mL de meio de cultura e 3 mL da
suspensao do inoculo . As garrafas contendo células de pulméao infectadas com
a suspenséo foram incubadas por 5 horas e as garrafas contendo macréfagos
infectados foram incubadas por 6 horas. ApGs o periodo de infeccdo as células
foram removidas com o auxilio de um raspador (Scraper) e transferidas para
um tudo tipo Falcon. As células foram lavadas 3x com PBS e armazenadas a -

80 °C para posterior extracao do RNA.

3.6. Ensaio de infeccdo em células epiteliais e macrofagos para reacao de

imunofluorescéncia

Uma suspensdo de 10° células por mL dos dois modelos de células
utilizados neste estudo e foram distribuidos em uma placa de 96 pocos. As
placas foram incubadas a 37 °C em estufa de CO,. Apds 24 horas as placas
foram retiradas da estufa e foi adicionada a suspensao flungica na fase miceliar
e leveduriforme. As placas foram novamente incubadas e apds 5 horas a placa
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contendo células epiteliais de pulmao foi retirada, lavada trés vezes com PBS.
Aos pocos foi adicionado 100 pL de paraformaldeido a 4%. O mesmo
procedimento foi realizado com a placa contendo macréfagos apds 6 horas de

incubacao.

3.7. Reagédo de Imunofluoréscencia

Para estudar a interacdo do fungo com as células epiteliais e
macréfagos infectados com P. brasiliensis (Pb 18) foi realizado o ensaio de
Imunofluoréscencia indireta. Apés o tempo de incubacdo da infeccdo, a
monocamada de células infectadas com P. brasiliensis foram permeabilizadas
com Triton X-100 0,5% em PBS e incubadas a temperatura ambiente por 30
min. Apos lavagens em PBS-Tween-20 0,25% (PBS-T) gelado, a monocamada
foi incubada com solucdo de blogueio (BSA 2,5% (Sigma) + leite Molico
desnatado® 1% + Soro fetal bovino 8%), por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds o periodo de incubacao, a solucdo de bloqueio foi desprezada
e entdo foi adicionado 300 pL de anti-GP43 (diluido 1:50 em PBS). Logo apos
foram novamente lavadas com PBS-Tween-20 gelado e incubadas com
anticorpo marcado com Alexa Fluor ® 594 de cabra anti-IgG de coelho, (diluido
1:300 em PBS) por 1 hora a 37 °C. As amostras foram lavadas trés vezes com
PBS-Tween-20 gelado e marcadas com Faloidina (diluida 1:50 em PBS) e
permaneceram incubadas em temperatura ambiente por uma hora. Foram
lavadas novamente e foi adicionado 100 pL de DAP, para marcac¢do do nucleo,
por 10 minutos, lavadas com PBS e levadas ao aparelho In Cell Analyzer para

visualizagéo de foto documentagéo.

3.8. Anédlise de expressao diferencial de genes por PCR em tempo real
(Real Time PCR)

3.8.1. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA
Em experimentos independentes, as células fungicas do isolado 18 e 01

foram maceradas depois de congeladas com nitrogénio liquido em um tubo tipo
Falcon contendo trés mL de Trizol e pérolas de vidro. A amostra foi agitada
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vigorosamente em vértex por 15 minutos e ap6s 10 minutos em repouso,
centrifugadas a 3000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo, adicionado 200 uL de cloroférmio para cada 750 pL de trizol
recuperado, agitado vigorosamente e deixado em repouso por 10 minutos.
ApoOs o repouso, a amostra foi centrifugada a 3000 RPM por 15 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo. Foram acrescentados 250 pL de
isopropanol, 250 puL de solucéo de citrato de sédio 0,4 M e cloreto de sodio 0,8
M para cada 750 pL de Trizol recuperado inicialmente. As amostras foram
agitadas gentilmente e deixadas em repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente. Logo apo6s foram centrifugadas a 3000 RPM por 30 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com etanol a 75%,
centrifugado a 3000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado seco no equipamento SpeedVac. Apds a secagem o “pellet” foi
ressuspenso em 40 uL de &gua DEPC (Dietil Pirocarbonato) 0,01% e as

amostras foram armazenadas a -80 °C.

3.8.2. Sintese de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita em uma reacao contendo 1ug
de RNA total, 10pmol/pL da sequéncia iniciadora (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3') e essa mistura foi aquecida
por 2 minutos a 72°C. Em seguida foi acrescentado 10pmol/uL do oligo dT
modificado (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)N1IN, onde N=A, C,
G ou T; N1=A, G ou C), 2uL de uma mistura de dNTPs (10 mM), 2uL de
RNaseOUT (40U/uL)(Invitrogen), 0,4uL de DTT (100mM), 1,2uL de cloreto de
magnésio (50mM), 2uL da enzima transcriptase reversa (200U/pL) (RT
Superscript Il - Invitrogen) e 4uL de tampéo 5X (Tris-HCI 250mM pH 8,3; KCI
375mM; MgCI2 15mM). Esta reacao foi incubada a 42°C durante 1 hora e trinta
minutos. ApOs este periodo foi adicionado 80uL de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA
1mM pH 8,0) e aquecido por mais 10 minutos a 72°C.

3.8.3. PCR em Tempo Real
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Para a analise da expresséo diferencial de genes por PCR em Tempo
Real, foram utilizados iniciadores especificos para genes codificantes das
proteinas diferencialmente expressas em P. brasiliensis e P. lutzii (Tabela 2).
Os mesmos genes foram testados somente para o fungo, nas fases miceliar e

leveduriforme e para o fungo em contato com os diferentes tipos celulares.

Tabela 2: Iniciadores especificos para genes codificantes

Primers

ap43 Sense 5-CTTGTCTGGGCCAAAAACTC-3"

Antisense 5'-GCCAGGGTTTGTTTGACTGT-3"

Sense 5-TAGGCACCCTCACTGAATCC-3"
Enolase

Antisense 5-GCTCTCAATCCCACAACGAT-3"

. Sense 5"-TGTTGGTGCGATCAAAAGAC-3
Fosfolipase

Antisense 5'-GGATACGACGTCGCCACTAT-3
Sense 5-AAAGGAAACACGGAAACACG-3

Aspartil protease
Antisense 5-CGTTCCTGAGACGGTGGTAT-3

14-3-3 Sense 5’"GTTCGCTCTTGGAGACAAGC-3"

(30 kDa) ,
Antisense 5’ AGCAACCTCAGTTGCGTTCT-3"

Sense 5-AAATGCTGTTGAGCACGATG-3"

GAPDH
Antisense 5-CTGTGCTGGATATCGCCTTT-3"
Hemolisina Sense 5'- CCCATCCGACAGCACAGACT-3'
(Duf) Antisence 5' -GGAGTTGGGCCCCGTCTA-3'

As reacdes foram realizadas utilizando-se 1 pL de cDNA, 10 pL de
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2 x) (Thermo Scientific), e 0,5
UM de cada primer, sendo adicionado a reacdo agua até atingir o volume de
20 pL. As reagOes foram realizadas com temperatura inicial de 50 °C por 2
minutos, seguido por 10 minutos a 95 °C. Depois, 40 ciclos de 95 °C ha 15
segundos, seguidos de anelamento e sintese a 60 °C por um minuto. Em
seguida a PCR a andlise da curva de melting foi realizada em que foi
confirmada a emisséo de sinal correspondente a um Unico produto. As reacdes

foram realizadas em triplicata com o aparelho Applied Biosystems 7500 cycler.

3.8.4. Andlise estatistica
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A expressdo dos genes relacionados a fase miceliar e leveduriforme da
cepa 18 de P. brasiliensis e da cepa 01 de P. lutzii, de macréfagos infectados e
células do epitélio pulmonar infectados com Pbl8 e P01 foram avaliados
segundo a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando se mostraram
paramétricos, foi utilizado o Test t de Student. Todos os dados foram avaliados

pelo programa BioEstat 5.0, utilizando p<0.05.
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Rasultados



32

4. RESULTADOS

4.1. Imunofluoréscencia indireta

Foi utilizada a imunofluoréscencia indireta e soro anti-GP43 para
caracterizar e revelar a presenca de Paracoccidioides brasiliensis, nas duas
fases dimorficas do fungo, bem como em macrofagos (figura 2) e células
epiteliais pulmonares infectadas (figura 3). Foram utilizadas como controle
células ndo infectadas. Nossos resultados mostram a presenca de gp43, nas
fases leveduriforme e miceliar (figuras 4 e 5) do fungo, bem como a presenca
do fungo apos a infecgdo. Essa glicoproteina € constantemente secretada nas
fases de crescimento exponencial de alguns isolados do fungo, mas também

esta constitutivamente ligada a sua parede celular.
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Figura 2: Imunofluorescencia indireta de macréfagos infectados e nao
infectados com P. brasiliensis na fase miceliar (A), fase leveduriforme (B) e
macrofagos nédo infectados (C). Soro anti gp 43 e conjugado marcado com
Alexa Fluor ® 594 foi empregado para marcacdo do fungo e faloidina para
marcacgao da actina.
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Figura 3: Imunofluorescéncia indireta de células epiteliais pulmonares
infectadas com P. brasiliensis na fase miceliar (A), fase leveduriforme (B) e
células nédo infectadas (C). Soro anti-gp43, conjugado marcado com Alexa
Fluor ® 594 e faloidina foram empregados para marcacao da célula fungica e
da actina, respectivamente.
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Figura 4: Imunofluorescencia indireta de P. brasiliensis na fase leveduriforme
(A). A figura B indica a expressdo da proteina gp43. Microscopia de campo
claro (A) e filtro Texas Red (B) por imunofluorescencia com Alexa Fluor ® 594
empregado para marcacgao do fungo.

Figura 5: Imunofluorescencia indireta de P. brasiliensis na fase miceliar (A). A
figura B indica a expressao da proteina gp43. Microscopia de campo claro (A) e
filtro Texas Red (B) por imunofluorescencia com Alexa Fluor ® 594 empregado
para marcacéo do fungo.
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4.2. PCR em tempo real

Para a reacdo de PCR em tempo real, foram utilizados oligonucleotideos
especificos para genes codificantes de proteinas diferencialmente expressas
em P. brasiliensis e P. lutzii. As proteinas foram selecionadas primeiramente
por pertencerem a grupos de proteinas essenciais para a via de producéo de
energia do fungo, adesédo as células do hospedeiro e por serem classificadas
potencialmente como fatores de viruléncia. Os resultados sdo expressos como
meédias e erro padréo de trés repeticdes técnicas. O RNA foi isolado a partir da
mistura de trés experiéncias independentes. Valores ACT foram utilizados para
andlise estatistica (Livak & Schmittgen 2001), utilizando gene rRNA de
Paracoccidioides como o controle interno [ * : p <0,05 (ANOVA , teste de
Tukey- Kramer ) ]. Na figura 6 estdo representadas as curvas de dissociacéo

representativas das amostras.
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Figura 6: Curva de dissociacao representativa das amostras.
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4.3. PCR em tempo real de P. brasiliensis na fase miceliar e leveduriforme

A expressado relativa indica o numero de vezes em que o gene foi
variavelmente expresso em determinada situacdo. Nestes resultados pode-se
observar que apds o isolado 18 de P. brasiliensis estar em contato com as
células pulmonares e macréfagos, houve um aumento da expressédo na maioria
dos genes avaliados (figuras 7 a 13; quadro 1), sendo o gene da hemolisina
(Duf) o Unico mais expresso na situacdo do fungo sem contato com o0s
diferentes tipos celulares (figura 13).

Os resultados abaixo estdo apresentados em gréficos para cada gene
avaliado (Figuras 7 a 13). Todos os graficos apresentam os resultados da PCR
em tempo real para as seguintes situacdes: fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados com P. brasiliensis na fase leveduriforme (FL+AMJ2-
C11), células epiteliais pulmonares infectadas com P. brasiliensis na fase
leveduriforme e na fase miceliar (FM), macrofagos infectados com P.
brasiliensis na fase miceliar (AMJ2-C11+FM) e células leveduriformes
infectadas com P. brasiliensis na fase miceliar (MRC-5+FM), para ambas as

espécies de Paracoccidioides.

4.3.1. PCR em tempo real da expressao do gene gp43

A andlise do resultado da PCR em tempo real mostrou que gp43 esta presente
na fase leveduriforme de Pb18 e na miceliar ndo houve expresséao (figura 7).
Nas situa¢gfes do fungo em contato com os macrofagos e células epiteliais foi
observada uma maior expressdo na fase leveduriforme quando se compara
com a fase miceliar e nesta condicdo uma maior expressao em macréfagos
guando comparada a expressdo nas células epiteliais pulmonares infectadas
(figura 7). No caso de P. lutzii, ndo foi detectada a presenca desta glicoproteina
tanto na fase M e L do fungo. No entanto, expressao relativamente maior foi
encontrada em células epiteliais quando infectadas com a fase miceliar. Deve-

se destacar que a expressao foi 10 vezes menor do que em P. brasiliensis.
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Figura 1: Gréfico da PCR em tempo real do fungo Pb18 na avaliagdo da expressao
do gene gp43: fase leveduriforme (FL), macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11),
células pulmonares infectadas (FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macréfagos
infectados (FM+AMJ2-C11) e células pulmonares infectadas (FM+MRC-5).
SignificAncia estatistica: (A) *p<0,05 quando comparados FL vs. FM; *p<0,05
FL+AMJC-11 vs. FM+AMJ2C-11; *p<0,05 FL+MRC-5 vs. FM+MRC-5 (B) *p<0,05
quando comparados FL+AMJC-11 vs. FM+ AMJC-11; p<0,05 FL+ MRC-5 vs. FM
+MRC-5; (Anova).

4.3.2. PCR em tempo real da expressao do gene enolase

Os resultados da andlise mostraram que na fase leveduriforme, a enolase foi
mais expressa significativamente (p< 0,05) quando comparada a fase miceliar
do fungo. Nas situagBes em que os macrofagos foram infectados, tanto com as
formas leveduriformes quanto com a miceliar de P. brasiliensis, a expressao da
enolase foi maior do que a expressdo nas células epiteliais pulmonares
infectadas. No entanto, quando se compara ambas as linhagens infectadas
com as duas formas (FL com FM), a resposta néo é significativa. Destaca-se 0
aumento significativo quando se compara a expressao no fungo tanto na fase L
como na fase M isoladamente, com este na infec¢éo (p<0,05)

No fungo P.lutzii, a expresséo da enolase foi baixa nas fases leveduriforme e
miceliar do fungo. A enolase foi mais expressa significativamente em ambas as
situacbes de infeccdo na fase leveduriforme quando comparada a fase
leveduriforme sem o contato com as células (p<0,05). Também foi observado
um aumento significativo na infecgdo de macrofagos com a fase M (p<0,05).
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Figura 2: Grafico da PCR em tempo real do fungo Pb18 (A) e do fungo P01
(B), avaliando a expressdo do gene enolase: fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11), células pulmonares infectadas
(FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macréfagos infectados (FM+AMJ2-C11) e
células pulmonares infectadas. Significancia estatistica: (A) *p<0,05 quando
comparados FL+AMJC-11 e FL+MRC-5 vs. FL; (B) *p<0,05 FM+AMJC-11 e
FM+MRC-5 vs. FM; (B) *p<0,05 FL+AMJC-11 e FL+MRC-5 vs. FL; *p<0,05
FM+AMJC-11 vs. FM (Anova).

4.3.3. PCR em tempo real da expresséao do gene fosfolipase

A expressao da fosfolipase de P. brasiliensis na fase leveduriforme foi menor
comparada a expressdao na fase miceliar (p<0,05). A expressdo génica na
infeccdo de macrofagos infectados com as formas leveduriformes foi
significantemente maior quando comparada a infeccdo com a fase miceliar
(p<0,05). A expresséao da fosfolipase em P. lutzii nas fases leveduriforme e
miceliar foi semelhante e baixa. A maior expressdo observada foi na situacao
em que os macrofagos foram infectados com as formas leveduriformes seguido
pela infeccdo de macréfagos com o fungo na fase miceliar. As infeccbes das
células epiteliais pulmonares foram as que apresentaram menor expressao da

fosfolipase, tanto na fase miceliar, quanto na leveduriforme.
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Figura 3: Grafico da PCR em tempo real do fungo Pb18 (A) e do fungo POl
(B), avaliando a expressdao do gene fosfolipase: fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11), células pulmonares infectadas
(FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macrofagos infectados (FM+AMJ2-C11) e
células pulmonares infectadas (FM+MRC-5). SignificAncia estatistica: (A)
*p<0,05 quando comparados FL+AMJC-11 vs. FM+AMJ2C-11; FL+MRC-5 vs.
FM+MRC-5; (B) *p<0,05 quando comparados FL+AMJC-11 vs. FM+ AMJC-11,
p<0,05 FL+ MRC-5 vs. FM +MRC-5; (Anova).

P

Q>

4.3.4. PCR em tempo real da expressao do gene aspartil protease

Na fase miceliar do fungo Pbl18, foi observada uma expressao
significativamente maior de aspartil protease quando comparada a fase
leveduriforme (p<0,05). A expressdo foi mais elevada na infecgcdo de
macrofagos infectados com as formas leveduriformes, porém a infeccdo de
macrofagos com micélio apresentou alta expressdo da enzima hidrolitica,
quando comparada a expressao na infeccdo de células epiteliais pulmonares
nas fases leveduriforme e miceliar (p< 0,05).

A expressdo da aspartil protease em PO1 foi baixa na fase leveduriforme e a
fase miceliar foi a menos expressa. A maior expressao foi observada na
infecc@o de células epiteliais pulmonares com o fungo na fase leveduriforme e
na infeccao de células epiteliais a expresséao foi aproximadamente 50% menor
na fase miceliar. Em macréfagos infectados com leveduras a expressao foi

maior do que os mesmos infectados com micélio.
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Figura 4: Grafico da PCR em tempo real do fungo Pb18 (A) e do fungo POl
lutzzi (B) avaliando a expressédo do gene proteinase: fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11), células pulmonares infectadas
(FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macrofagos infectados (FM+AMJ2-C11) e
células pulmonares infectadas (FM+MRC-5). SignificAncia estatistica: (A)
*p<0,05 quando comparados FL vs. FM; FL+AMJC-11 vs. FM+AMJ2C-11;
FL+MRC-5 vs. FM+MRC-5 (B) *p<0,05 quando comparados FL vs. FM,;
FL+AMJC-11 vs. FM+ AMJC-11; p<0,05 FL+ MRC-5 vs. FM +MRC-5; (Anova).

4.3.5. PCR em tempo real da expressao do gene GAPDH

A expressao de GAPDH no fungo nas fases leveduriforme e miceliar foi baixa
quando comparadas com as situacdes em que as células foram infectadas com
P. brasiliensis. A maior expressao foi observada quando as células epiteliais
foram infectadas com as formas leveduriformes. Para esta mesma situacéo
com macrofagos infectados a expressdao de GAPDH foi mais baixa e nas
situacbes em que ambas as células foram infectadas com o fungo na fase
miceliar, a expressao foi semelhante.

GAPDH apresentou expressao basal em P. lutzii na fase leveduriforme e
miceliar. Na infeccdo de macrofagos com as formas leveduriformes de P. lutzii,
a expressao apresentou pouca diferenca quando comparada a infeccdo de
macrofagos com a fase miceliar do fungo. A maior expressdo de GAPDH foi
observada na infec¢do de células epiteliais pulmonares com a levedura e na
situacao de infecgdo com a fase miceliar a expresséo foi a mais baixa em todas
as situacoes.
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Figura 5: Grafico da PCR em tempo real do fungo Pb18 (A) e do fungo P01
(B), avaliando a expressdo do gene GAPDH: fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11), células pulmonares infectadas
(FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macrofagos infectados FM+AMJ2-C11) e
células pulmonares infectadas (FM+MRC-5). SignificAncia estatistica: (A)
*p<0,05 quando comparados FL vs. FM; FL+AMJC-11 vs. FM+AMJ2C-11;
FL+MRC-5 vs. FM+MRC-5 (B) *p<0,05 quando comparados; FL+AMJC-11 vs.
FM+ AMJC-11; p<0,05 FL+ MRC-5 vs. FM +MRC-5; (Anova).

4.3.6. PCR em tempo real da expressao do gene 30kDa (14-3-3)

Os resultados da expressdo da 14-3-3 no fungo Pb18 foram muito baixos em
ambas as condicbes do fungo. A 14-3-3 foi altamente expressa quando
macrofagos foram infectados com as formas leveduriformes de P. brasiliensis e
na fase miceliar, a expressao foi 50% menor. A expressdo da 14-3-3 na
infeccdo com células epiteliais pulmonares em ambas as condi¢des do fungo
ndo apresentou diferenca significativa. Esta proteina € que apresentou maior
expressao relativa quando se compara com as outras avaliadas.

No fungo P01, os resultados obtidos na expressdo génica da 14-3-3 mostram
que na fase leveduriforme do fungo a expressao foi muito baixa, comparada a
expressao apresentada pelo fungo nas situagbes em que ele foi colocado em
contado com as células fagociticas e epiteliais. A expressao na fase miceliar do
fungo foi baixa na situacdo em que o fungo ndo estava em contato com as
células e na infeccdo de macréfagos a expressao da 14-3-3 foi maior do que a

expressdo em P. lutzii em contato com as células epiteliais pulmonares.
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Figura 6: Grafico da PCR em tempo real do fungo Pb18 (A) e do fungo P01 (B)
avaliando a expressdo do gene 30kDa (14-3-3): fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11), células pulmonares infectadas
(FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macréfagos infectados (FM+AMJ2-C11) e
células pulmonares infectadas (FM+MRC-5). SignificAncia estatistica: (A)
*p<0,05 quando comparados FL+AMJC-11 vs. FM+AMJ2C-11; FL+MRC-5 vs.
FM+MRC-5 (B) *p<0,05 quando comparados FL+AMJC-11 vs. FM+ AMJC-11;
p<0,05 FL+ MRC-5 vs. FM +MRC-5; (Anova)

4.3.7. PCR em tempo real da expressédo do gene Duf (hemolisina)

A expressdo do gene Duf foi maior que 50% na fase leveduriforme de P.
brasiliensis quando comparada a expressao na fase miceliar. Nos resultados
da expressdo com macrofagos infectados na fase leveduriforme foi a que
apresentou maior expressao génica e nas células epiteliais infectadas a maior
expressao foi observada na fase miceliar.

O gene Duf foi mais expresso na fase leveduriforme do fungo PO1. Na situacdo
em que as ceélulas fagociticas foram infectadas com leveduras de P. lutzii a
expressao também foi alta e Duf foi menos expresso em leveduras de P. lutzii
quando foi colocado em contato com as células epiteliais pulmonares. Na
avaliacdo da expressao do gene na fase miceliar de P. lutzii, a maior expresséo
do gene Duf foi do fungo em contato com os macrofagos, porém quando
comparados os resultados observou-se que a expressdao do gene na fase

miceliar entre as situacdes nao foi significativa.
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Figura 7: Grafico da PCR em tempo real do fungo Pb18 (A) e do fungo P01
(B), avaliando a expressdo do gene Duf (hemolisina): fase leveduriforme (FL),
macrofagos infectados (FL+AMJ2-C11), células pulmonares infectadas
(FL+MRC-5), fase miceliar (FM), macréfagos infectados (FM+AMJ2-C11) e
células pulmonares infectadas (FM+MRC-5). SignificAncia estatistica: (A)
*p<0,05 quando comparados FL+AMJC-11 vs. FM+AMJ2C-11; FL+MRC-5 vs.
FM+MRC-5; *p<0,05FL significante quando comparadas a todas as situacoes.
(B) *p<0,05 quando comparados FL vs. FM; FL+AMJC-11 e FL+ MRC-5 vs. FL
(Anova).

4.3.8. Resultado das analises da expressdo génica das espécies

Paracoccidioides

Os quadros abaixo demonstram de forma simplificada os resultados da
expressdo de cada gene para cada situacdo testada para P. brasiliensis

(quadro 1A) e para P. lutzii (quadro 1B)
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Quadro 1: Resultado das analises da expresséo génica das situacdes testadas para ambas as

espécies de Paracoccidioides.

Paracoccidioides lutzii

A FaseL AM]2- MRC- FaseM  AM]j2- MRC-
C11+FL 5+FL C11+FM  5+FM
gp43 _ + ++ _ + ++++
enolase + +++ +4+++ _ FH++ +
fosfolipase B ++++ i- _ ++ +
aspartil + ++ ++++ _ i +
protease
14.3.3 + +++ ++++ + ++ +
GAPDH _ + ++++ _ + +
Duf ++++ ++++ + ++ +++ +
g Paracoccidioides brasiliensis
Fase L AM]2- MRC- Fase AM]J2- MRC-
C11+FL 5+FL M C11+FM 5+FM
gp 43 + ++++ ++ _ ++ +
enolase + +4+++ Aot _ +4+4++ ++
fosfolipas _ ++++ ++ + g +
e
aspartil _ ++++ ++ +++ +4+++ +
protease
14.3.3 _ ++++ + _ ++ +
GAPDH + +++ ++++ + ++ ++

Duf ++++ ++ + ++ + ++
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5. DISCUSSAO

Paracoccidioides spp é um fungo dimoérfico e apresenta as formas
miceliar e leveduriforme; e a transicdo dessas formas € essencial para que
ocorra a PCM. Apesar disso, mecanismos moleculares que controlam essa
transicdo ainda merecem atencdo. No presente trabalho pode-se observar a
diferenga no perfil da expressdo génica de algumas moléculas descritas como
antigeno e ou adesinas ou com caracteristicas enzimas hidroliticas ligadas a
provaveis fatores de viruléncia das duas espécies de Paracocciodioides
estudadas, em ambas as fases. A infeccdo de P. brasiliensis e P. lutzii aos
diferentes tipos celulares pode auxiliar no melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na PCM e o papel dos diferentes fatores de viruléncia
deste fungo. Fatores de viruléncia sdo importantes para o estabelecimento de
uma infec¢@o por fungos invasivos, incluindo dimorfismo, a adeséo as células
hospedeiras, composicdo da parede celular e a producdo de enzimas
hidroliticas como proteases, lipases, fosfolipases e hemolisinas (SAN-BLAS et
al., 2000, MENDES-GIANNINI et al., 2004).

Considerando a patogénese da PCM, as fases iniciais sdo de grande
importancia, pois nessa fase os macrofagos pulmonares residentes interagem
com o fungo pela primeira vez e podem ser ativados. Neste contexto, varias
caracteristicas tém sido propostas como fatores de viruléncia que permitem
gque O micro-organismo invasor possa causar infec¢coes disseminadas em
hospedeiros susceptiveis. A capacidade de reconhecer e aderir aos tecidos do
hospedeiro e as secre¢des das enzimas hidroliticas sao importantes fatores de
viruléncia, porém, a habilidade do fungo em aderir e invadir depende da
viruléncia do isolado (HANNA et. al., 2000).

A gp43 é um componente da superficie celular, liberada pelo fungo em
sua fase exponencial de crescimento, com atividade de proteinase em meio
acido; podendo ser processada e secretada através do reticulo
endoplasmatico. Tem sido usada no diagndstico da PCM, mostrando alta
especificidade e sensibilidade (PUCCIA et al., 1986; TRAVASSOS et al., 1995;
MENDES-GIANNINI et al., 1989, 1990; SALINA et al., 1998; STRAUSS et al.,
1996). A gp43 atua também como adesina, favorecendo a adesédo de P.

brasiliensis as células epiteliais do hospedeiro (MENDES-GIANNINI et al.,
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2008), além de ser considerada o antigeno imunodominante em P. brasiliensis,
reconhecida 100% nos anticorpos de pacientes (PUCCIA et al., 1996;
CAMARGO, 1993), sabe-se que pacientes infectados e com as formas graves
de PCM mostram niveis elevados de anticorpos anti - gp43, que diminuem ao
longo do tratamento da doencga, na maioria dos casos (MENDES GIANNINI et
al., 1990, BLOTTA & CAMARGO 1993). Em nossos estudos, no ensaio de
Imunofluorescéncia, gp43 marca adequadamente as células miceliares e
leveduriformes, tanto do fungo isoladamente, destacando-se aparentemente
maior presenca de marcacao na fase leveduriforme. Vicentini e colaboradores
(1994) demonstraram que a gp43 secretada se liga aos anticorpos do
hospedeiro, deixando a célula fungica livre para agir em receptor de laminina
da matriz extracelular. Assim, as células leveduriformes conseguem se ligar a
laminina e tem aumentada sua habilidade para invadir e destruir tecidos
infectados. Além disso, essa proteina parece ter atividade proteolitica sobre
colageno, elastina e caseina (MENDES-GIANNINI, 1990).

A gp43 secretada no ambiente do fungo ou na corrente sanguinea é
processada pelas células dendriticas, ativando uma resposta Thl, ou também
pelas células B, induzindo a ativacdo da resposta Th2 (ALMEIDA et al., 1998;
FERREIR; LOPES; ALMEIDA, 2003). Essa glicoproteina contém epitopos
apresentados as células T e B, sugerindo que a resposta imunoldgica a estes
epitopos pode ser relevante para a progressdo da doenca (TABORDA et al.,
1998), além de ser capaz de ativar a producao de anticorpos e induzir resposta
imune celular experimentalmente e em pacientes com a doenca benigna
(SHIKANAI-YASUDA, 2003).

Em nosso trabalho foi observada a maior expressao da gp43 nos
ensaios de macrofagos infectados com P. brasiliensis, na fase leveduriforme.
Considerando que macrofagos séo fundamentais no controle de infeccbes
fungicas, € pertinente a hipétese de que gp43 estd envolvida em um
mecanismo de evasao do fungo. Segundo Popi e colaboradores (2002), a gp43
prejudica a fagocitose de P. brasiliensis e também inibe a liberacdo de reativos
intermediarios de oxigénio e nitrogénio, envolvidos na atividade microbicida de
macrofagos, considerando-se que o tratamento de macrofagos com a gp43

impediu a capacidade fungicida dessas células.
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Nossos resultados com a cepa P01 de P. lutzii mostraram valores de
expresséo da gp43 significativamente baixos. Recentes estudos de Machado e
colaboradores (2013) demonstraram através de ensaios de imunodifusdo que
h&a uma variacdo na taxa de producdo da gp43 nos isolados das espécies S1,
PS2 e PS3 e que P. lutzii tem, geralmente, uma expressao baixa da gp43,
podendo este evento estar relacionado a eventuais alteracdes na regiao
promotora do gene entre os isolados, além de interferéncias nos processos
pos-transcricdo, como por exemplo, silenciamento por RNA de interferéncia,
podendo influenciar esta variabilidade.

A enolase é uma das enzimas citoplasméticas mais abundantemente
expressas em muitos organismos (PANCHOLI, 2001). Em células de
mamiferos, ja foram identificadas trés isoformas de enolase, a-(ENO1), B-
(ENO3) e y-(ENO2). ENO1 é vastamente distribuida em uma variedade de
tecidos, enquanto ENO2 e ENO3 sao encontradas exclusivamente nos tecidos
neuroenddocrino e muasculo, respectivamente (CHANG et al.,, 2006). Além de
sua funcéo glicolitica, ENO1 ja foi encontrada na superficie de mondcitos e
neutréfilos atuando como um receptor de plasminogénio, implicando num
possivel papel na invasao tecidual (REDLITZ et al., 1995). A enolase ja foi
observada em varias doencas uma vez que anticorpos anti-enolase tém sido
encontrados em condi¢cdes autoimunes, incluindo a doenca inflamatéria de
Bowel e o lupus eritematoso discoide (YOUSEFI et al., 2000).

A descricdo de enolase como adesina foi feita em varios grupos de
bactérias e sdo descritas como proteinas moonlighting (Henderson & Martin,
2013) e mais recentemente em P. brasiliensis. Donéfrio et al em 2009
descreveram que a enolase tem capacidade de se ligar ao fibrinogénio do
hospedeiro, o que facilitaria a disseminacdo do patégeno, estabelecendo o
processo de infecgdo. Segundo Nogueira et. al, (2010) a enolase pode ser
encontrada tanto no citosol quanto na superficie celular do fungo, além de estar
relacionada com a viruléncia fangica, aumentando a capacidade de colonizar e
invadir tecidos do hospedeiro. Através da ligacdo ao receptor de
plasminogénio, o fungo seria capaz de adquirir atividade proteolitica, pois a
plasmina gerada é uma enzima chave do sistema plasminogénio e contribui

para a degradacao dos constituintes da matriz. A ligacdo ao plasminogénio e a



50

sua conversdo a plasmina (uma serina protease) pode contribuir para a
patogenicidade de P. brasiliensis por facilitar a invasao tecidual no hospedeiro.

O sistema plasminogénio (Plg) desempenha duas fungbes gerais na
defesa do hospedeiro. Em primeiro lugar, ele participa da via central para a
dissolucdo de coagulos de fibrina, que é essencial para a manutencado da
homeostasia. Em segundo lugar, o sistema Plg facilita a migragéo celular por
ajudar na penetracdo através de barreiras protéicas. Em condi¢des fisioldgicas,
essa ativacao e finamente regulada. Os ativadores do Plg sdo serina-proteases
que catalisam a conversdo do Plg a plasmina e foram classificados como
sendo de dois tipos: ativador do Plg tipo tecidual (tPA) e ativador do Plg tipo
uroquinase (UPA). A permeacdo através das membranas basais € um passo
importante na patogénese de muitos microrganismos. Sendo assim, alguns
patdgenos podem adquirir a atividade proteolitica pela ligacdo do
plasminogénio a sua superficie celular onde ele é ativado por um fator tecidual
(tPA) ou do tipo uroquinase. Uma vez gerada o potencial proteolitico, através
da plasmina, ela pode ser capaz de promover a disseminacdo de alguns
microrganismos através da degradacdo de componentes da matriz celular do
hospedeiro (Plow et at., 1995; Coleman & Benach, 1999).

Nossos resultados mostraram que para ambas as espécies de
Paracoccidioides, porem de maneira desigual, quando as células foram
submetidas a infeccdo houve um aumento na expressdo da enolase,
evidenciando assim que esta pode estar potencialmente desempenhando um
importante papel no estabelecimento da PCM, uma vez que a enolase tem sido
descrita também como uma adesina. A expressdo génica da enolase
aumentada na infeccdo em macréfagos poderia estar relacionada com o
estresse do fungo na tentativa de evadir-se das células fagociticas, na tentativa
de evitar a fagocitose. Porém, o aumento da expresséo da enolase em células
epiteliais poderia indicar que essa enzima seria utilizada na adesao do fungo.

Outra enzima bastante importante e bem descrita em P.brasiliensis € a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), molécula chave da via
glicolitica, desempenhando um papel crucial no catabolismo e anabolismo de
carboidratos. Essa enzima é um homotetramero e catalisa a reacdo de
oxidacdo da gliceraldeido 3-fosfato em 1,3 bifosfoglicerato, usando o NAD+

como coenzima (CHESTER et al., 2005). Atualmente as enzimas da glicolise
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de muitos organismos ja foram cuidadosamente purificadas e estudadas, como
por exemplo, a enzima gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase de P. brasiliensis
(BARBOSA et al., 2004). GAPDH também é descrita como a principal proteina
de superficie do grupo A de Streptococcus pyogenes, sendo relacionada com a
viruléncia e patogénese. Assim como ja relatado para C. albicans, a GAPDH,
de S.pyogenes se liga a varias proteinas de mamiferos como: lisozima,
fibronectina, actina, miosina e plasmina. Essa proteina (GAPDH) também ativa
a tirosina quinase de células faringeas humanas. O tratamento dessas células
com inibidores de quinase inibe significativamente o poder de invasdo deste
patégeno no hospedeiro humano (PANCHOLI & FISCHETTI, 1997).

A habilidade de GAPDH de C.albicans de ligar-se as proteinas da matriz
extracelular e consequentemente em estar associada ao estabelecimento da
infeccdo tem sido descrita (GOZALBO et al., 1998). A GAPDH foi também
detectada na superficie celular de C. albicans presente em tecidos infectados,
0 que suporta a sugestdo do papel da proteina na infeccdo, por ligacdo aos
tecidos do hospedeiro. Crowwe et al.,, 2003, analisaram o proteoma de C.
albicans e indicaram que a GAPDH é uma proteina de superficie celular
potencialmente ligadora ao plasminogénio, o que adicionada a outros fatores,
aumenta a capacidade desse fungo na invasdo e necrose tecidual.
Porphyromonas gingivalis e Streptococcus oralis sdo micro-organismos que
possuem como caracteristica a invasao de células epiteliais de revestimento da
mucosa, causando infecgdes e inflamagdes na cavidade oral. Foi descrito que
a GAPDH desses micro-organismos atua como receptor dominante da matriz
extracelular, o que tem contribuido para a colonizacdo dessa bactéria no
hospedeiro (MAEDA et al., 2004; HAKIMUDDIN & GENCO, 2005,).

Além do seu papel no metabolismo de carboidratos e outras funcdes
celulares como ja citado, a enzima GAPDH tem sido descrita como antigeno
em VAarios micro-organismos patogénicos, exercendo em alguns deles funcéo
protetora contra infeccdo em modelos experimentais (GOUDOT-CROZEL,
1989). Tallima et al. (TALLIMA et al., 2003), demonstraram o potencial papel da
GAPDH de Schistosoma mansoni como molécula antigénica, sendo forte
candidata na incorporacéo de vacinas contra esquistossomose em humanos.

Barbosa et al. (2006), ap0s realizarem experimentos de citolocalizacéo

(imunomicroscopia), verificaram que a GAPDH de P. brasiliensis além de estar
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presente no citoplasma, onde desempenha fungdes relacionadas as reacdes
metabolicas da via glicolitica, também esté localizada na parede celular, onde
provavelmente €& receptora comum de proteinas da matriz extracelular,
desempenhando papel crucial para a aderéncia de P. brasiliensis aos tecidos
do hospedeiro. Foi demonstrado também que a presenca da proteina
recombinante, bem como do anticorpo policlonal anti-GAPDH, promove a
inibicdo da adeséo e invasdo de P. brasiliensis em culturas de células in vitro.
Nossos resultados demonstraram uma maior expressdo do gene GAPDH na
infeccdo de células epiteliais pulmonares para ambas as espécies. Esses
resultados evidenciam o envolvimento da GAPDH no processo de adesao do
fungo, sugerindo que a GAPDH provavelmente desempenha um papel no inicio
do processo de colonizacdo e disseminacdo do fungo nos tecidos do
hospedeiro, contribuindo para o estabelecimento da doenca (PANIAGO et al.,
2003). Na interacdo de macréfagos com as espécies de Paracoccidiodes,
GAPDH apresentou baixos niveis de expressdo, uma vez que estas sao as
principais células do hospedeiro, capazes de regular a patogenicidade da PCM.
A baixa expressao pode estar relacionada com a capacidade dos macréfagos
em bloquear nutrientes necessarios para o fungo e se um agente patogénico é
incapaz de sintetizar, por exemplo, acidos nucléicos e aminoacidos necessarios
para o crescimento, sdo improvaveis a sua proliferacdo (TIRACH et al, 2008).
Rezende e colaboradores (2011), em andlises protedmicas, observaram o
aumento de varias enzimas da via gliclolitica, entre elas a GAPDH, sugerindo
que tanto a fermentacdo quanto a respiracdo estdo preferencialmente
expressas na fase leveduriforme, assim como em nossos resultados, que
também apresentaram aumento da expressao génica de GAPDH na fase
leveduriforme, para ambas as espécies.

A invasdo de P. brasiliensis afeta a estrutura do citoesqueleto das
células epiteliais pulmonares e também de queratindécitos, interferindo em
aspectos morfolégicos da actina, tubulina e citoqueratina (MENDES-GIANNINI,
HANNA et al., 2004; PERES DA SILVA, et al., 2011). Também foi verificado
que a proteina de 30 kDa de P. brasiliensis (proteina 14-3-3) causa
modificacdo estrutural de microfilamentos polimerizados de actina e
citoqueratina, além de induzir apoptose durante o processo de interacdo as

células epiteliais, mas 0 exato mecanismo de como esse processo acontece
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permanece desconhecido (ANDREOTTI, MONTEIRO DA SILVA et al., 2005;
MENDES-GIANNINI, ANDREOTTI et al., 2006).

A adesina de 30 kDa foi caracterizada através de sequenciamento de
aminoéacidos, mostrando que esta € uma proteina pertencente a familia 14-3-3
de P. brasiliensis (ANDREOTTI, MONTEIRO DA SILVA et al., 2005). Em geral,
as proteinas 14-3-3 formam uma familia altamente conservada de proteinas
diméricas acidas e receberam esta denominacdo em 1867 durante uma
classificacdo sistematica de proteinas cerebrais, sendo que 0s numeros
presentes no nome sao baseados no fracionamento de coluna apdés
cromatografia DEAE- celulose e sua mobilidade eletroforética (DELILLE,
SEHNKE et al., 2001). Durante os anos 60-70 acreditava-se que a familia 14-3-
3 estava limitada ao tecido nervoso e presente apenas entre os mamiferos, no
entanto, as proteinas 14-3-3 foram encontradas praticamente em todos os
eucariotos (VAN HEUSDEN, WENZEL et al, 1992; VAN HEUSDEN,
GRIFFITHS et al., 1995) e em todos os tipos de tecido (DELILLE, SEHNKE et
al., 2001). Essas proteinas 14-3-3 podem interagir com mais de 200 outras
proteinas, apresentando assim uma ampla gama de funcdes. As proteinas 14-
3-3 exibem sequéncias bastante conservadas entre as espécies, 0 que indica
um alto grau de conservagao funcional (WANG E SHAKES, 1996). As
proteinas 14-3-3 sdo um grupo de proteinas &cidas pequenas e altamente
conservadas, que foram implicadas numa variedade de processos celulares em
eucariotos (DARLING, YINGLING et al., 2005; VAN HEUSDEN, 2009; OBSIL E
OBSILOVA, 2011). Contudo, apesar de j4 observada a funcdo dessas
proteinas em apoptose, transducdo de sinal, regulacdo do ciclo celular e
transcricdo, seu exato papel nesses processos permanece desconhecido (FU,
SUBRAMANIAN et al., 2000). Esse grupo de proteinas deve funcionar como
acessoOrias em varios processos, atuar como determinantes especificos, que
alteram a localizac&o celular de outras proteinas com as quais interagem (VAN
HEMERT et al., 2001; DA SILVA et al., 2013).

Estudos utilizando queratinécitos demonstraram que proteinas 14-3-3
sdo capazes de interagir com integrinas e modularem sua capacidade de
sinalizacao do lado extracelular (SANTORO, GAUDINO et al., 2003; WILKER E
YAFFE, 2004; OH, JANG et al., 2009). Aléem disso, esta interacdo induz

desarranjos de hemidesmossomos na formacdo de contato focal, necessério
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para migracdo das células. Estes achados sugerem que as proteinas 14-3-3
participam da sinalizagdo mediada por integrinas, tanto intracelular como
extracelularmente (Santoro, Gaudino et al., 2003; Wilker e Yaffe, 2004; OH,
JANG et al, 2009). As leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe tém dois genes que codificam para proteinas 14-
3-3, BMH1 e BMH2 e rad24 e rad25, respectivamente. Estas proteinas séo
essenciais nestas leveduras, como em eucariotos superiores, em que estas se
ligam a numerosas outras envolvidas em uma variedade de processos
celulares (VAN HEUSDEN E STEENSMA, 2006; BRUCKMANN,
HENSBERGEN et al.,, 2007). Além disso, o fungo filamentoso Aspergillus
nidulans possui uma proteina com regido conservada de alta homologia com
14-3-3 (artA) que previne a formacgdo de septo. Entretanto, em vez de bloquear
a septacdo, o aumento da expressdo de artA causa grande demora na
polarizacdo dos conidiéforos, sugerindo que essas proteinas tenham um
importante papel na morfogénese da hifa (KRAUS, HOFMANN ET AL., 2002;
KIM, ISLAM et al., 2011). Ainda, essa proteina também exerce um papel
fundamental na infeccdo de Escherichia coli enteropatogénica, uma vez que
este patdbgeno secretou uma adesina denominada intimina que recruta
componentes das células hospedeiras para modificar a arquitetura celular e
assim conseguir invadir estas células e se multiplicar dentro delas. Tir é a
principal proteina efetora que € recrutada para a membrana plasmatica das
células eucaribticas onde esta atua como receptor para a adesina bacteriana.
Entre as proteinas recrutadas para o local da adesao, também estdo proteinas
do citoesqueleto que contribuem para a formacdo de um pedestal. Foi
demonstrado que uma proteina 14-3-3 se liga especificamente a Tir de maneira
independente de fosforilagéo, e que a interagdo ocorre durante o processo de
infeccéo (PATEL, CUMMINGS et al., 2006).

A familia de proteinas 14-3-3 € conhecida por participar na regulagéo e
organizacao do citoesqueleto por ativacdo de Rho GTPases (JIN, SMITH et al.,
2004), atuando como mediadores em alteracdes do citoesqueleto via integrinas
e desempenhando um papel importante na ativacdo de Cdc42 (Bialkowska,
ZAFFRAN et al., 2003). Assim, a hipétese de que P. brasiliensis estaria usando
essa proteina como um importante fator de viruléncia durante a patogénese é

reforcada e a proteina Pb14-3-3 estaria ativando proteinas do citoesqueleto
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intracelular, resultando em alteracbes conformacionais da célula que poderia
auxiliar no processo de invaséo.

Nossos resultados estdo de acordo com os de Andreotti e colaboradores
(2005), em que a proteina 14-3-3 foi mais expressa em isolados mais virulentos
de espécies de Paracoccidioides, neste caso a cepa 18 de P. brasiliensis,
indicando que esta proteina pode contribuir para a viruléncia do patégeno.

Os dados obtidos nesse trabalho demonstram a diferenca no perfil das
duas espécies de Paracocciodioides estudadas, em ambas as fases. A
infeccdo de P. brasiliensis e P. lutzii aos diferentes tipos celulares pode auxiliar
no melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na paracoccidioidomicose
e 0 papel dos diferentes fatores de viruléncia deste fungo. Fatores de viruléncia
em potencial podem ser expressos no estabelecimento de uma infeccdo por
fungos invasivos. Entre estes se tem a capacidade de crescer em diferentes
temperaturas-dimorfismo, a adesdo as células hospedeiras, composicao da
parede celular e a produgcdo de enzimas, por exemplo, proteases, lipases e
fosfolipases (PLs) (SAN- BLAS et al. 2000, MENDES- GIANNINI et al. 2004).

Em nosso estudo pode-se verificar que a maior expressao da fosfolipase
ocorreu durante a infeccdo dos macréfagos com o fungo na fase leveduriforme,
para ambas as espécies de Paracoccidioides, porém a maior expressao foi
observada na cepa 18 de P. brasiliensis, evidenciando que a secrecédo de
enzimas, como a fosfolipase, tem sido proposta como uma das estratégias
utilizadas por bactérias, parasitas e fungos patogénicos para a invasdo dos
tecidos do hospedeiro e o estabelecimento da infeccdo (GHANNOUM MA,
2000), o que explicaria a baixa expressao da fosfolipase na situacdo em que o
fungo ndo estd em contato com as células. O papel das fosfolipases
extracelulares como potenciais fatores de viruléncia de fungos patogénicos,
incluindo C. albicans (Mukherjee et al.,2003; Ma et al., 2008), Cryptococcus
neoformans (Ganendren et al., 2006; Cox et al., 2001), e Aspergillus
fumigatus, (Karkowska-Kuleta et al., 2009), tem sido relatado, embora o
mecanismo subjacente ainda tem que ser esclarecido. Atividades de
fosfolipases extracelulares foram também detectadas em culturas in vitro de P.
brasiliensis (ASSIS et al.,,1999) e tem sido postulada como um fator de
viruléncia potencial para este agente patogénico por analise in silico

(TAVARES et al.,, 2005) . As fosfolipases sdo enzimas ubiquas que estao
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envolvidas em uma ampla gama de funcbes biologicas, tais como a
homeostase da membrana, aquisicdo de nutrientes e a geracao de moléculas
bioativas. Estas enzimas s&o conhecidas por contribuir para a viruléncia
bacteriana e fungica através de uma variedade de diferentes interacées com as
células hospedeiras eucarioticas, (SCHMIEL et al., 1999), e para modular a
resposta imune inata e adquirida do hospedeiro por meio da geracdo de
substancias mensageiras, como o diacilglicerol (NOVERR et al.,2003). Além
disso, a fosfolipase mediada por interleucina - 8 (IL-8) induz a resposta
inflamatéria do hospedeiro (SCHMIEL et al.,1999).

Estudos tem demonstrado a fosfolipase como um de fator de viruléncia
determinante em C. neoformans, necessaria para a iniciacdo da criptococose
pulmonar intersticial, sendo importante para a ligacdo deste fungo as células
epiteliais do pulmdo humano, antes da sua internalizacdo, sendo o gene
CnPLB1, wuma enzima multifuncional que pode degradar a
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), o principal componente tensoativo dos
pulmbes (Chen et al.,2000). Tavares e colaboradores (2007) relataram em
estudos anteriores, a expressao diferencial de genes Fosfolipase B (PLB) na
transicdo micélio-levedura em P. brasiliensis além da importancia da PLB em
ligacdo e internalizacdo de levedura em superficies de macréfagos.

Outro fator de viruléncia abordado nesse estudo foi a aspartil protease,
uma vez que, proteases de varias familias tém sido associadas a viruléncia em
patbgenos humanos. Aspartil proteases sdao um grupo de peptidases que
apresentam um sitio catalitico conservado, tem preferéncia por clivagem de
aminoéacidos hidrofébicos e possuem um pH ideal de acdo acido (TANG &
WONG, 1987)

Em C. albicans as aspartil proteases secretadas sdo detectadas em
sobrenadantes de cultura e sdo associadas a danos teciduais no epitélio
vaginal, facilitando a invaséo e a disseminagdo no hospedeiro (SCHALLER et
al., 2003). Exposicdo de C. albicans a agentes antifUngicos aumenta a
expressdo de SAP (LIAN & LIU, 2007), sugerindo sua inducdo ser um
mecanismo de defesa relacionada ao estresse. Em C. neoformans foram
identificadas, através de analises protedmicas, proteases secretadas e

associadas a parede, capazes de clivar citosinas e componentes da matriz
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extracelular, evento este relacionado a viruléncia do fungo (EIGENHEER et al.,
2007).

Poucas proteases foram caracterizadas em P. brasiliensis (PARENTE et
al., 2010). Um gene codificante para uma ClpB protease foi identificado através
do rastreamento de biblioteca gendmica de P. brasiliensis, e através da técnica
de Northern blot foi demonstrado que o transcrito desta chaperonina €
expresso preferencialmente na fase leveduriforme de P. brasiliensis (JESUINO
et al., 2002).

Aspartil proteases constituem uma das quatro super-familias de enzimas
proteoliticas que mostram 6tima atividade em pH &cido. Elas sdo geralmente
semelhantes a pepsina, que € totalmente inibida por pepstatina e mostram
especificidade preferencial para clivagem de ligacdes peptidicas entre residuos
de aminoacidos hidrofébicos (Tang et al., 1997; Tacco et al., 2009).

Proteases extracelulares de fungos patogénicos possuem um numero de
funcBes especializadas durante o processo de infeccdo, além de digerir
moléculas para aquisicdo de nutrientes. Candida albicans possui uma familia
multigene aspartil protease secretada (SAP), com pelo menos 10 membros
identificados (Naglik et al.,2003). Exposicdo de C. albicans a agentes
antifingicos aumenta a expressao de SAP4 - 6, sugerindo que sua inducao
poderia estar relacionada ao mecanismo de estresse em C. albicans (Barelle et
al.,2008).  Aspergillus  fumigatus, secreta uma aspatil protease
(aspergilopepsina) em grandes quantidades durante a infecgcdo pulmonar em
camundongos (Lee et al., 1995). Uma aspartil protease associada com a
parede da célula foi detectada em Coccidioides posadasii e a proteina
recombinante foi relatada como uma candidata para uma nova vacina (Tarcha
et al.,2006).

Nas fases leveduriforme e miceliar de P. brasiliensis, foram detectados
em bibliotecas de cDNAs transcritos codificantes de proteases (FELIPE et al.,
2005). A primeira aspartil preotease de P. brasiliensis foi caracterizada por
Tacco e colaboradores em 2009. Um total de 53 ORF que codificam proteases
dependentes e independentes de energia em P. brasiliensis foi descrita. As
proteases foram classificadas de acordo com os dominios presentes nos sitios
ativos como: aspartil, cisteina, serina, metalo proteases e subunidades do
proteassoma (PARENTE et al., 2005; PARENTE et. al., 2010).
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Em nossos estudos, analisamos a expressao génica da aspartil protease
e pudemos observar que essa enzima de P. brasiliensis mostrou-se
diferencialmente expressa na infeccdo com macréfagos, com uma maior
expressao na fase leveduriforme demonstrando assim que o aumento dessa
enzima poderia estar relacionado a danos celulares. Parente e colaboradores
(2010) estudaram uma serina protease e demonstraram que a expressao do
transcrito codificante é induzida durante a internalizagdo de células
leveduriformes de P. brasiliensis em macréfagos.

Outro fator de viruléncia de fungos patogénicos avaliado neste estudo foi
a expressao do gene Duf. Em varios eucariotos e procariotos esse gene esta
relacionado a producdo de hemolisina, porém em P. brasiliensis esse gene &
hipotético. A hemolisina é vastamente descrita na literatura para espécies de
Candida. Neste aspecto, a atividade hemolitica é considerada um fator de
viruléncia que contribui para a disseminagdo da candidiase. O fator hemolitico
secretado por C. albicans provoca a liberacdo de hemoglobina, que depois é
usado como uma fonte de ferro pela levedura (WATANABE, et al., 1997;
SARDI et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que a cepa 18 de P. brasiliensis
apresentou uma alta expressdo génica do gene Duf na fase leveduriforme,
porém nas ceélulas infectadas com P. brasiliensis a expressao foi reduzida. Na
cepa 01 de P. lutzii a expressao, apesar de ter sido baixa, provavelmente pela
menor viruléncia do fungo, foi bem semelhante na fase leveduriforme e na
infeccdo dos macréfagos. Apesar desses resultados, a funcdo desse gene em
P. brasiliensis ainda é indefinida, sendo necessérios mais estudos.

Este trabalho veio colaborar com mais dados sobre a interagao
fungo/célula das fases miceliar e leveduriforme de espécies de

Paracoccidioides nos estudos de viruléncia desse fungo.
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6. CONCLUSOES

A luz dos objetivos deste trabalho pode-se concluir que:

. A analise dos genes expressos em P. brasiliensis e P. lutzii sem contato
com as células apresentou-se baixa tanto na fase leveduriforme quanto na
miceliar, com excecdo do gene Duf que foi mais expresso na fase
leveduriforme, em ambas as espécies.

. A expressao génica das adesinas e enzimas hidroliticas aqui estudadas
demonstraram diferencas quando comparadas as espécies P. brasiliensis e P.
lutzii.

. Quando comparadas as fases leveduriforme das duas espécies, foi
possivel observar que P. brasiliensis possui aumento da expressdo das
adesinas e uma ligeira reducdo das enzimas fosfolipase e aspartil protease, e
14-3-3, inversamente do que ocorre com P.lutzii.

. O comparativo da expressdo nas espécies de Paracoccidioides em
contato com macrofagos mostrou que os genes foram mais expressos em P.
brasiliensis e somente para GAPDH em ambas as espécies, a expressao foi
semelhante, tanto na fase leveduriforme, quanto na fase miceliar;

. A interagcdo de macréfagos com células leveduriformes de P. brasiliensis
e P. lutzii por 6 horas promoveu um aumento na expressdo da maioria dos
genes analisados, bem como na interacdo com a fase miceliar. Assim como o
contato com as células epiteliais pulmonares por 5 horas promoveu um
aumento na expressdo dos mesmos genes analisados para ambas as
espécies.

. A enzima hidrolitica fosfolipase foi mais expressa na interacdo de células
leveduriformes com células fagociticas, em ambas as espécies de
Paracoccidioides.
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. Aspartil protease foi mais expressa na interagdo de P. brasiliensis com
macrofagos e na interacdo de células epiteliais pulmonares com P. lutzii
guando na fase leveduriforme.

. Os dados em conjunto mostram que 0s genes analisados podem ser
mais expressos na interacdo fungo-célula e, portanto podem ser
potencialmente envolvidos na patogénese da paracoccidioidomicose.
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