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RESUMO

A cultura em monocamada tem sido um método padrdo e bem estabelecido para
diferentes analises celulares in vitro, tais como testes de citotoxicidade,
mutagenicidade, genotoxicidade e infecgdes celulares por microrganismos para
estudos de doengas. Entretanto, uma das desvantagens desse método sao as
limitagbes impostas devido as discrepancias biologicas entre a cultura em
monocamada e o organismo vivo, tridimensional (3D). Existem diversos estudos
na literatura que exemplifica a alta semelhanga entre culturas 3D e organismos
vivos, 0s quais tem o potencial de gerar dados complementares devido a maior
complexidade observada nestes modelos propostos. O presente trabalho propde
o desenvolvimento um modelo alternativo para testes celulares, o qual sera
envolvido por uma matriz polimérica de alginato de sddio, perfazendo, assim, uma
cultura de células 3D. Dessa forma, nessa dissertacao, propde-se uma analise
adicional da interagao fungo-hospedeiro, utilizando o patdégeno Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18) como o organismo infectante, o qual até entédo fora estudado
em modelos compostos por uma unica camada celular, frequentemente
denominada de monocamada. Para o preparo do modelo, uma suspensao de
células A549 e MRC-5 foram adicionadas a uma solugao de alginato de sédio que
foi gotejada em outra solugao (cloreto de calcio) causando a microencapsulagao
das células em pérolas de alginato, as quais foram monitoradas diariamente em
microscopia invertida com contraste de fase e fluorescéncia. Foram avaliados
parametros como viabilidade celular (citotoxicidade), atividade metabdlica,
progressao do numero de células (proliferagao) utilizando diferentes métodos para
ambas as células. Apds esta caracterizagdo inicial do modelo 3D, este foi
infectado com P. brasiliensis por tempo a ser padronizado e as pérolas foram
divididas para dois experimentos: i) verificacdo da presenca do fungo dentro do
arcabougo e sua possivel interagcdo com as células indicadas, utilizando
microscopia confocal; ii) tentativa do isolamento do fungo de dentro da pérola e
subsequente plaqueamento em meio de cultura préprio. O modelo proposto
apresentou baixa citotoxicidade as células A549, indicios de aumento da
densidade celular (indicativo de proliferagdo celular) e manutencgéo da viabilidade
celular durante a maior parte do periodo de cultivo. Durante as analises de
infecg&o utilizando microscopia confocal, foi possivel verificar a presenga do fungo
dentro do arcabouco testado, o qual foi, entdo, isolado do mesmo e cultivado em
meio de cultura, mostrando também que os componentes da matriz extra-celular



possuem influencia no processo de infecgdo no modelo tridimensional proposto,
além da célula A549 ter se mostrado ideal para estudos de interagao tanto para o
modelo 3D quanto para a monacamada.

Palavras-chave: Cultura 3D. Alginato de sodio. Interagdo fungo- hospedeiro.
Pérolas de alginato.



ABSTRACT

Monolayer culture has been a standard and well-established method for different
in vitro cell analyses, such as cytotoxicity, mutagenicity, genotoxicity and cellular
infections by microorganisms for disease studies. However, one of the
disadvantages of this method is the limitations imposed due to biological
discrepancies between monolayer culture and the living tridimensional (3D)
organismo. There are several studies in the literature that exemplify the high
similarity between 3D cultures and living organisms, which have the potential to
generate complementary data due to the greater complexity observed in these
proposed models. The present work proposes the development of an alternative
model for cellular tests, which will be surrounded by a polymeric matrix of sodium
alginate, thus making a culture of 3D cells. Thus, in this dissertation, an additional
analysis of the fungus-host interaction is proposed, using the pathogen
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) as the infecting organism, which until then
had been studied in models composed of a single cell layer, often called
monolayer. For model preparation, a suspension of A549 and MRC-5 cells was
added to a sodium alginate solution which was dripped into another solution
(calcium chloride) causing cell microencapsulation in alginate pearls, which were
monitored daily under inverted microscopy with phase contrast and fluorescence.
Parameters such as cell viability (cytotoxicity), metabolic activity, progression of
the number of cells (proliferation) were evaluated different methods for both cells.
After this initial characterization of the 3D model, this was infected with P.
brasiliensis for time to be standardized and the pearls were divided for two
experiments: i) verification of the presence of the fungus within the framework and
its possible interaction with the indicated cells, using confocal microscopy; ii)
attempt to isolate the fungus from within the pearl and subsequent plating in its
own culture medium. The proposed model showed low cytotoxicity to A549 cells,
evidence of increased cell density (indicative of cell proliferation) and maintenance
of cell viability during most of the culture time. During the analysis of infection
using confocal microscopy, it was possible to verify the presence of the fungus
within the tested framework, which was then isolated from it and grown in culture

medium, also was observed that the components of the extra-cellular matrix have



an influence on infection process in the three-dimensional model, in addition to the
A549 cell presentes an ideal type of culture for interaction studies as the 3D model

as the monolayer.

Keywords: 3D culture. Sodium alginate. Fungus-host interaction. Alginate beads.



1. INTRODUCAO
1.1 Modelos de cultura 3D para pesquisa em ciéncias biomédicas

Diversos métodos de ensaios in vitro foram desenvolvidos com base em
cultura de células e tecidos humanos, a maioria destes baseados em células
depende do crescimento ancorado das mesmas como monocamadas
bidimensionais (2D). Estas células, geralmente imortalizadas, permitem etapas de
trabalho em culturas simples e eficientes (VERJANS, et. al, 2018). As culturas de
células 2D servem como o principal método in vitro da pesquisa celular basica e
frequentemente sdo empregadas para estudos de atividade, metabolismo e
toxicidade de farmacos antes das etapas in vivo (OECD No. 129, 2010). Para o
rastreio de medicamentos oncoldgicos, os ensaios de citotoxicidade s&o
tipicamente realizados em linhagens celulares tumorais estabelecidas, cultivadas
em culturas de monocamada, pois estas possuem uma rapida velocidade de
proliferagdo, além disso, faz-se o uso também de linhagens celulares
transformadas (ADAN; KIRAZ; BARAN, 2016). Esses tipos de células
imortalizadas geralmente ndo se assemelham a fungao celular nativa encontrada
nas células primarias normais, mas sao selecionados para um objetivo especifico
de pesquisa, devido ao aumento da capacidade proliferativa ou maior eficiéncia
de revestimento (da HORA, et. al, 2019).

A introdugdo de coculturas, onde células de diferentes fendtipos séo
cultivadas no mesmo ambiente, representa um maior grau de semelhanca in vivo
em comparagdo com a cultura em monocamada. (BAKER; CHEN, 2012). Estes
sistemas mais avangados sao particularmente uteis em estudos que visam
entender as interagdes entre células tumorais epiteliais e células estromais
(MOROZ, et. al, 2013%) e em estudos nos quais é importante a interagdo célula-
célula para a correta diferenciacao de células-tronco ou a manutencéo do fenétipo
diferenciado de células-tronco que passaram pelo processo de diferenciagido
(MOROZ, et. al, 2013").

Especificamente, os tecidos epiteliais (tecido de interesse da presente
dissertagdo) sdao compostos de células dispostas em folhas com fortes ligagdes
intercelulares, que formam barreiras fisicas revestindo as cavidades dos principais

orgaos (pulmao, pele, intestino, etc.) e os protegem de ag¢des fisicas, quimicas e



microbianas externas (SCHIMEK, et. al, 2018; BARKAUSKAS, et. al, 2017).
Muitos tecidos epiteliais possuem arquitetura espacial tridimensional (3D), como
tecidos alongados, tecidos compactos, invaginagdes, evaginagdes e morfologias
onduladas. Tais estruturas complexas podem gerar gradientes de fatores
bioquimicos que conduzem a compartimentalizacdo dos diferentes tipos de
células e sao determinantes para fungdes especificas de 6rgdos (TORRAS, et al,
2018). Modelos funcionais in vitro de monocamada sao importantes para pesquisa
basica, modelagem de doencgas, descoberta de medicamentos e substituicao de
tecidos perfazendo uma demanda crescente por modelos in vitro que sdo capazes
de reproduzir a complexa arquitetura epitelial dos tecidos in vivo. No entanto,
ainda que os modelos 2D possam fornecer informacgdes Uteis sobre respostas
bioldgicas precoces e sejam adequados para a triagem de medicamentos de alto
rendimento, eles possuem limitada capacidade preditiva (XU; FARACH-CARSON,;
JIA, 2015).

Atualmente, a maioria dos ensaios com culturas de células em
monocamadas as cultivam em substratos planos e rigidos, porém as células
raramente encontram tais situagées (SKROBANSKA, et. al, 2014); ao contrario,
normalmente situam-se em ambientes 3D e sdo cercadas por outras células e
componentes de matriz extracelular (MEC) em todas as dire¢des. Portanto,
embora a cultura 2D ainda seja um método importante para estudos baseados em
células, pois gera resultados rapidos, suas limitagbes foram gradativamente
observadas em relagao as culturas 3D (DAUD, et. al, 2012; SKROBANSKA, et. al,
2014; YI, et. al, 2017; LIN, et. al, 2020). Em um esforgo para superar essas
limitagdes e em uma espécie de mudanga de paradigma, surgiram modelos 3D
que capturaram, de maneira mais fiel, as respostas fisiolégicas complexas in vitro,
mimetizando o ambiente natural do tecido (EDMONDSON, et. al, 2014). Existem
muitas caracteristicas pelas quais esses modelos se assemelham a tecidos
sadios e a tumores in vivo, incluindo interacbes célula-célula, presenca de
componentes de matriz, hipdxia, necrose central e resisténcia a medicamentos
(DAUD, et. al, 2012; EDMONDSON, et. al, 2014; XU; FARACH-CARSON; JIA,
2015; Y1, et. al, 2017).



Como as matrizes de células 3D representam melhor o ambiente de
sinalizagao fisica e quimica, elas atrairam a atengdo da comunidade cientifica e
foram utilizadas para diversas aplicagbes biomédicas/biotecnolégicas, tais como
como engenharia de tecidos e medicina regenerativa (RAVI, et. al, 2014). Estudos
de eficacia terapéutica associados com modelos 3D também apresentaram
diferengas marcantes nas respostas quando os mesmos sao confrontados com
culturas em monocamada (CHEN, et. al, 2016). Além disso, modelos 3D sé&o
vastamente utilizados para estudos de screening de farmacos, muitas vezes
buscando gerar similaridades com tumores sélidos a fim de reproduzir algumas

das situagdes que acontecem in vivo (GODUGU, et. al, 2013).

Atualmente, existem diversas maneiras de se realizar um cultivo 3D: i)
orgao em um chip (organ on a chip); ii) esferoides; iii) uso de arcabougos porosos
rigidos; iv) culturas em botdo celular (cell pellet) e v) encapsulagdo em

arcaboucos liquidos-sdlidos, revisados abaixo.

1.1.1 Orgdo em um chip (organ on a chip)

Orgdos em chips sdo sistemas de cultura de células em sistemas
microfluidicos que recapitulam, in vitro, a estrutura, fungao, fisiologia e patologia
dos 6rgdos humanos. Eles foram originalmente fabricados se embasando em
meétodos adaptados da fabricagdo de microchips de computadores (BEIN, et. al,
2018). O modelo se baseia inicialmente na producdo de uma pastilha de silicio
gerada por fotolitografia coberta com material fotorresistente a luz ultravioleta. O
polidimetilsiloxano (PDMS) é entdo derramado nesse molde, criando assim uma
copia positiva e, posteriormente, essa copia € selada em uma lamina de vidro,
formando canais de circuito fechado. Todo esse processo é conhecido como
litografia refinada. O PDMS é comumente utilizado na miniaturizagao de 6rgaos
devido as suas propriedades de biocompatibilidade, facilidade em moldar e
transparéncia, permitindo sua facil visualizacdo (MITTAL, et. al, 2018). Esses
dispositivos contém micro canais ocos criados em microdispositivos poliméricos
ou de vidro, revestidos por células vivas (MITTAL, et. al, 2019). Huh, et al. (2012)
criaram um chip de pulmdo capaz de simular um edema pulmonar a fim de

direcionar estudos de medicamentos para esses modelos, enquanto GAO, et al.



(2013) utilizaram células imortalizadas de intestino (CACO-2) para estudos de
permeabilizacdo de farmacos, todos esses estudos procuram usar modelos mais
complexos com a intencao de aprimorar as respostas obtidas em culturas em

monocamada.

1.1.2 Esferoides

Os primeiros relatos de organizagao celular em esferdides surgiram de
acordo com Harmer, (1922); Ellison, (1922); Howarth, (1931), pelo relato de casos
de carcinoma onde as lesbes apresentavam condicbes esféricas e se
classificavam com essa denominacdo. Atualmente esse termo compreende
técnicas de agregamento de células que tem como principal objeto de estudo a
mimetizacdo de tumores com a finalidade de estudar potenciais farmacos
(CESAZRS; TAMAMA, 2016). A cultura 3D em esferoides se define por manter
algumas caracteristicas fisiologicas mais preservadas (KIM, et. al, 2018). Para a
formacao desse modelo, as células precisam ser cultivadas em uma condicao que
nao lhes permita aderir a uma superficie solida e Friedrich, et. al, (2009)
descreveu um importante método de facil execugao para formagao de esferoides,
além de citar linhagens celulares com possiveis dificuldades em se organizarem
nessas condicdes. Posteriormente, publicacbes também descreveram
atualizacbes e guias sobre maneiras de realizar screening de farmacos com estes
modelos, citando vantagens tais como observacdo da massa tumoral, presenca
de zonas com baixas concentragdes de oxigénio - também presentes em tumores
in vivo - e a similaridade encontrada nos tecidos em relacdo a dificuldade de
acesso de farmacos antineoplasicos. E citado também que neste modelo a
resposta das células cancerigenas as intervencbes terapéuticas €& melhor
reproduzida na cultura esferoidal in vitro do que na cultura aderente 2D
(FRIEDRICH, et. al, 2007"; FRIEDRICH, et. al, 2007?). Quanto as limitagbes
desse método citam-se que devido a sua estrutura esferoidal, a difusdo de
nutrientes, oxigénio e residuos pelo interior dos esferoides € comprometida
dependendo do tamanho dos esferoides (CESAZRS; TAMAMA, 2016).



1.1.3 Arcaboucos (scaffolds): rigidos ou semi-sélidos

Culturas utilizando arcabougos - ou andaimes -, podem ser geradas usando
varios polimeros naturais (colageno, gelatina, elastina, fibroina, quitosana, quitina,
fibrina, fibrinogénio, plasma rico em plaquetas, celulose, etc.) além de materiais
sintéticos (MOROZ, et. al, 2013"; MOROZ, et. al, 2013% RAVI, et. al, 2014).
Alguns destes possuem sua porosidade variada de forma que ela possa ser
grande o suficiente para acomodar uma célula, porém suficiente para a difusdo de
nutrientes, uma vez que as células estdao contidas dentro deste andaime (SATO,
et. al, 2002). A natureza do comportamento das células nos sistemas 3D pode ser
influenciada pelo tipo de arcabougo ou matriz utilizada e muitos tipos foram
desenvolvidos atualmente para uso de cultura de células 3D. Além disso, o tipo de
arcabouco ou matriz dependera do tipo de célula que esta sendo cultivada e
também conforme determinado pelo objetivo e natureza do estudo (ABE, et. al,
2004; UEMURA, et. al, 2003; TAKEZAWA, et. al, 2004). Ainda existem grupos
que utilizam matrizes extracelulares naturais e sintéticas, tecidos
descelularizados, hibridos naturais e sintéticos, metais, ceramicas, vidros
bioativos e nanotubos de carbono, onde cada um dos arcaboucos e matrizes
possuem propriedades caracteristicas e podem ser usados para uma aplicacéo
especifica, suprindo alguma necessidade especifica para aquele microambiente
(EVARISTO, et. al, 2014; BERTANHA, et. al, 2014; AAMODT; GRAINGER, 2016;
JIMENEZ-GASTELUM, 2019; LERMAN, et. al, 2018; CIRALDO, et. al, 2018; FAN;
STAUFER; ACCARDO, 2019).

1.1.4 Cultura em botao celular (cell pellet)

Outro método 3D de estudos de células é a cultura em botdo, método que
compreende o ato de centrifugagdo de um conjunto de células, em tubo cénico,
com o intuito das mesmas se agregarem formando um botdo (em inglés, pellet)
no fundo do tubo. Composto por agregados celulares, esse método viabiliza
aumentar a complexidade da cultura em relacdo a culturas em monocamada
(ZHANG, et. al, 2004). Muitos estudos que utilizam esse processo estédo
direcionados a estudos de condrocitos (ZHANG, et. al, 2004; CAPITO;
SPECTOR, et. al, 2006; STEWART, et. al, 2009; PARK, et. al, 2006). Nestes



estudos, foi observado que na cultura em monocamada os condrocitos
frequentemente mudam seu fendtipo para fibroblastoide e passam a secretar
colageno tipo |, perdendo a capacidade de expressar colageno tipo Il, tipico do
tecido cartilaginoso hialino (SCHNABEL, et. al, 2002). Ao reintroduzirem as
células em ambiente 3D, usando a cultura em pellet, os autores observaram a

revers&o do efeito: as células voltaram a expressar colageno tipo Il.

Capito e Spector (2006) utilizaram os pellets para avaliagdo da
diferenciacdo de condrécitos, e observaram que culturas em monocamada
produziam pouca quantidade de glicosaminoglicanos (GAGs) mesmo quando
utilizado um meio de cultura ricamente suplementado, enquanto as culturas em
pellets produziam altas concentragcdes de GAGs, agrecam e colageno tipo Il, sem

a necessidade de suplementacéao utilizada no cultivo em monocamada.

Outro estudo comparativo relatou que os componentes de MEC que sao
gerados durante o cultivo em pellets ndo sao observados em culturas de
explantes, mostrando que estes sao inferiores quando comparados com o método
3D em pellet (STEWART, et. al, 2009). Corroborando estes resultados, Zhang, et.
al, (2004) compararam pellets e explantes e observaram aumento da densidade
de condrécitos nos pellets duas vezes maior em relagcao a cultura de explantes.

1.1.5 Encapsulagao

Dentre os métodos citados para sistemas de cultura de células 3D, o
encapsulamento celular € uma alternativa promissora para formar um esferoide
celular com uso de um arcabougo e tem potencial significativo para aplicagbes de
engenharia de tecidos ou modelos de triagem de drogas (MOROZ, et. al, 2013;
EDMONDSON, et. al, 2014; MAROUNEK, et. al, 2017). Das potenciais
substancias utilizadas, o alginato de sodio se destaca, sendo um material
constituido por cadeias poliméricas individualizadas, que esta associada a um ion
de sodio (CALIARI; BURDICK, 2016; MELVIK; DORNISH, 2004; DESAI; PARK,
2005). Quando o alginato de sodio é misturado com o cloreto de calcio (CaCly),
para cada ion de calcio que interage com as cadeias de alginato, a mesma perde

dois ions de sodio. Essa troca de ions tem como consequéncia a formacao de



cadeias associadas entre si por um ion de calcio (duas a duas) que antes
estavam individualizadas (ANDERSEN; AUK-EMBLEM; DORNISH, 2015). O
polimero formado possui uma constituicdo mais densa, sendo assim mais rigido.
Essa reagcdo quimica é instantdnea, reversivel, e por isso ha a formacao de
pérolas observadas imediatamente apds esse contato das solugdes (TODD, 1970;
LIMA; SOLDI; BORSALI, 2009), as quais podem ser posteriormente desfeitas

para recuperacao das células encapsuladas.

O material deve resistir ao processo de cultivo sem liberar seu conteudo.
Além disso, seu principal diferencial é a porosidade da matriz, a qual permite a
difusdo de nutrientes provenientes do meio de cultura, além de permitir o acumulo
de componentes produzidos pelas células encapsuladas (principalmente MEC) e,
dependendo do tamanho dos poros, migragcdo celular. O tamanho dos poros
presentes no arcabougo pode ser alterado mediante a modificagdo da estrutura
do gel, com combinagdo de diferentes tipos de biopolimeros, que agrega o
aproveitamento das vantagens da composicdo quimica de cada composto, ou
pela concentragao de alginato utilizada (BITTENCOURT, et. al, 2009; PATIL et. al,
2010; SZEKALSKA, et. al, 2016).

1.2 Uso de culturas 3D como modelo de infec¢ao para microrganismos

Como demonstrado, muitas vezes, métodos de cultivos 3D podem ser mais
eficientes do que a cultura em monocamadas e um dos primeiros relatos de
modelos 3D para estudar infecgdes, neste caso, virais, foi publicado por Long, et.
al, (1998) e para infecgbes bacterianas por Nickerson, et. al, (2001). Como
exemplo, o método de cultura rotating-wall vessel induz as células a manterem
seu fendtipo, sem perda do mesmo; a constante rotacdo do aparelho permite
também que as células se aglomerem através da rotagdo, aumentando a
interacdo célula-célula e reforgcando a agregacgéao. Isso se da devido a produgao
de importantes proteinas associadas com a ligagdo entra as células como
ocludina, E-caderina e B-catenina. Além disso, também é observado o acumulo de
colageno tipo IV, um importante constituinte da membrana basal.

Comparativamente, seria necessario adicionar muitos compostos de MEC a uma



cultura em monocamada para se atingirem resultados semelhantes aos citados
acima. Outros pesquisadores notaram que durante a infec¢do de agregados
formados por rotagao, foi observado que cepas de P. aeruginosa nao possuem
uma taxa de invasao tdo eficaz quando comparada aos resultados obtidos em
monocamadas, e precisam de um tempo maior de contato para causar danos
severos aos grupos de células (CARTERSON, et. al, 2005).

Diferentes métodos para culturas 3D ja foram propostos. Segundo
Wilkinson et. al, (2019), é possivel realizar a co-cultura de diferentes tipos
celulares envolvidos por hidrogéis - a presenca dessa variedade de células gera
uma organizagdo complexa que € denominada pelos autores como organoides
(DRIESSCHE, et. al, 2017). Chandorkar, et. al, (2017) recomendam o uso de
células primarias em sistemas 3D pois, em comparagao com linhagem celulares
ja estabelecidos, estas exibem maior semelhanga com as células e tecidos
originais. Foi demonstrado, em estudo que buscava mimetizar porgées do
pulmao, que as células dendriticas inseridas no modelo 3D eram capazes de
migrar em resposta a agao de Aspergillus. No entanto, a obtengdo de culturas
primarias € um processo trabalhoso e complicado, requer tecido viavel de
bidpsias, os quais sado de dificil obtengdo, portanto, muitos autores utilizam as
linhagens para estes fins (DIAS, et. al, 2018).

1.3 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose € uma doencga fungica que faz parte da lista de
micoses endémicas composta pela histoplasmose, blastomicose e
coccidioidomicose, paracoccidioidomicose, sendo a ultima predominante em
paises da América Latina. Seu agente etioldgico, denominado Paracoccidoides
spp. € um fungo termodimorfico, que possui a capacidade de se converter de uma
fase micelial, onde o fungo cresce em uma temperatura aproximada de 25°C
(temperatura ambiente), apresentando hifas septadas hialinas com artroconidios e
clamiddsporos, Figura 1); para a fase leveduriforme, que é encontrada a 37°C
(temperatura do corpo humano), possuindo uma célula de morfologia
arredondada com multibrotamentos caracteristicos dessa fase do microrganismo,
Figura 1) (MARTINEZ, 2015).



Essa habilidade de variagdo morfologica € amplamente descrita na
literatura como um fator de viruléncia fungica. Esse patéogeno é capaz de causar
uma infecgdo que pode progredir para doenga granulomatosa sistémica com
doencga tegumentar e visceral. Além disso, também é descrita uma outra espécie
denominada P. /utzii identificada no género Paracoccidioides com alta
variabilidade antigénica, cuja area endémica envolve as regides Centro-Oeste e
Norte do Brasil (MARTINEZ, 2015; SHIKANAI-YASUDA, 2017).

Figura 1: Termodimorfismo. A) Morfologia fungica de levedura encontrada na temperatura de
37°C; B) Morfologia fungica da hifa encontrada em temperaturas de aproximadamente 25°C.

Fonte: Adaptado de Gegembauer et al., 2014. Serology of Paracoccidioidomycosis due to

Paracoccidioides lutzii. PLoS Neglected Tropical Diseases. vol.8 no.7, p. 3

O curso natural da infecgao por P. brasiliensis ocorre em homens e animais e
€ adquirida pela via respiratoria apos a inalagdo de conidios fungicos suspensos
no ar, que atingem a via respiratéria chegando até o pulmao, importante local de
tropismo do fungo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Dentre as formas clinicas da
paracoccidioidomicose, se categorizam: i) forma aguda ou subaguda (forma
juvenil, frequente em individuos jovens), que representa em torno de 25% dos
casos da doenga, possui uma evolugao rapida com a disseminagédo do fungo por
varios orgaos e atuacdo do sistema fagocitico mononuclear, responsavel pelo

evidenciamento dos sintomas, dentre eles linfadenomegalia localizada ou



generalizada, que pode, na evolugdo, apresentar supuragao, fistulizacdo e
hepatoesplenomegalia, além de manifestagdes digestivas, lesdes cutaneas (ou de
mucosas), envolvimento osteoarticular e, raramente, comprometimento pulmonar
(FORTES, et. al, 2011; SHIKANAI-YASUDA, et. al, 2017); ii) forma cronica
(frequente em adultos) que tem predominéncia de 74 a 96% dos casos no sexo
masculino, a qual se instala de forma mais lenta, com durag&o da sintomatologia
acima de quatro meses. Esse curso silencioso da doencga dificulta o diagndstico
que, quando feito, se deve a check-ups realizados pelo paciente. Uma
caracteristica importante desse estagio é o comprometimento pulmonar presente
em 90% dos casos. (SHIKANAI-YASUDA, et. al, 2017). Infeccbes por
Paracocidioides também apresentam um perfil comum de manifestacdo clinica
oral, com presenca de lesdes com Uulceras granulomatosas na mucosa labial
fazendo com que a doencga seja frequentemente diagnosticada por dentistas
(MARQUES, et. al, 1983; SPOSTO, et. al, 1994; MARQUES, 2008; TOLENTINO,
et. al, 2010).

1.4 Problematica das doencas fungicas

Ha sugestbes de que a endemicidade da paracoccidioidomicose prevalega
na Ameérica Latina (Figura 2), pois os casos distantes desse local referem-se a
pessoas que alguma vez residiram na América (SHIKANAI-YASUDA, et. al,
2009). Além disso, € notorio que sua frequéncia se destaque em trabalhadores
rurais, agricultores, operarios da construgao civil e que sua incidéncia seja maior
em homens do que em mulheres, devido a presenca de uma proteina citosdlica
no fungo que é capaz de se ligar ao horménio 17-B3-estradiol, onde a agcédo desse
hormonio dificulta a periodicidade da transformacédo da fase micelial para a fase
leveduriforme, reduzindo assim a hegemonia da doenga no sexo feminino
(RESTREPO, et. al, 1984). E conhecido que a agdo do estrégeno estimula a
producao de IL-12; Pinzam, et al. (2010) correlacionaram que durante a agao da
paracoccina produzida pelo fungo no periodo da infec¢do sdo produzidos um
conjunto de citocinas (IL-12. IFN-y e TNF-a) em resposta a mesma, que tem
relagdo com o desenvolvimento de um perfil protetivo de resisténcia a doenca,

uma vez que ha o impedimento da transformagao do fungo em levedura.



Figura 2: Distribuicdo geografica da paracoccidioidomicose no Brasil.
Representacdo dos niveis de distribuicdo da doenga nas américas, sendo o
Brasil uma area endémica da doencga
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Fonte: Shikanai et al., 2006. Consenso em paracoccidioidomicose.
Rev. Soc. Bras. Med. Trop. vol.39 no.3, p. 297-310.

1.5 Patogenia e fatores de viruléncia

Os agentes de micoses possuem alguns aspectos que podem auxiliar o
seu crescimento em condigcdes adversas e favorecer o estabelecimento da
patologia. O estudo de determinantes que participam desse processo de
viruléncia pode facilitar a compreensédo de eventos caracteristicos das doencas
causadas por fungos (CAMACHO; NINO-VEJA, 2017). Além de eventos
relacionados a essa interagdo fungo-hospedeiro, também se ressalta o estudo
para possiveis alvos terapéuticos que podem ser representados por moléculas

que sao expressas na superficie da membrana fungica, que da mesma forma



podem direcionar pontos de estudo ao combate da doenca (SARDI, et. al, 2015;
MARCOS et. al, 2016; BERNARDI, et. al, 2017; SINGULANI, et. al, 2017;
MARCOS, et. al, 2019). Descrito como um mecanismo complexo, a interagao
fungo-hospedeiro € um processo que influencia diretamente nos fatores que
contribuem para a viruléncia do fungo (Figura 3), através de moléculas que
estabelecem uma conex&o até o tecido do hospedeiro (OLIVEIRA, et. al, 2015).
Adesinas e proteinas semelhantes a adesina sdo componentes da superficie
celular e/ou do metabolismo de alguns microrganismos que os conferem a
capacidade de fixacdo as células, tecidos e/ou superficies abibticas. Elas sao as
primeiras moléculas responsaveis pelo contato do patdgeno para posterior
invasdo da célula hospedeira e, portanto, indispensaveis e determinantes de sua
viruléncia. Devido a sua importancia na invasao da célula hospedeira, adesinas
sao frequentemente estudadas justamente por também servirem como potenciais
alvos para intervencéo terapéutica (farmacos e/ou vacinas). Assim, abordagens
diferenciais, como modelos de cultura 3D, abrem caminho para analises de novas
moléculas que podem ser expressas em diferentes condicbes para 0 mesmo

microrganismo (SILVA, et. al, 20117).

Figura 3. Fatores de viruléncia. Importantes moléculas que participam do processo de
adeséo do fungo Paracoccidioides spp. durante o processo de infecgao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Estudos prévios demonstraram capacidade significativa de maior adesao
de P. brasiliensis a pneumécitos quando comparado a P. lutzii. Também foi
demonstrado que P. brasiliensis é mais virulento que P. lutzii, de acordo com
dados obtidos usando um modelo in vivo. Isto suporta o fato de que a aderéncia e
a viruléncia estao intimamente relacionadas e refor¢a a importancia da adesao no
processo de infeccao desses fungos (OLIVEIRA, et. al, 2015).

O Paracoccidioides spp. € capaz de reconhecer varias moléculas do
hospedeiro, como componentes da MEC (SILVA, et. al, 2011%). A MEC é um
conjunto complexo de componentes, dentre os quais cita-se o colageno, fibras de
elastina, GAGs, proteoglicanos (PGs), fibronectina, laminina, sulfato de heparano,
hialuronato, sulfato de condroitina, dentre outros. Alguns destes componentes sao
importantes no processo de infecgédo do fungo, a ligagao pode se estabelecer com
adesinas ou invasinas classificados também como fatores de viruléncia
responsaveis pela ligacdo de estruturas do fungo com essas proteinas de matriz,
todos esses componentes servem como substrato para a fixacdo de
microrganismos colonizadores (DUNSMORE; RANNELS, 1996; MENDES-
GIANNINI, et. al, 2004; MENDES-GIANNINI, et. al, 2005; MENDES-GIANNINI, et.
al, 2006; BALESTRINI; NIKLASON, 2015).

Comparando a adesido aos componentes da MEC de duas espécies de
Paracoccidioides brasiliensis, de Oliveira et. al, (2015) também demonstraram que
P. brasiliensis adere mais a fibronectina em contraste com P. lutzii que
apresentou tropismo para os colagenos tipo | e IV ligacdo mediada pela malato
sintase, enquanto a laminina € um proteina de matriz que permite maior adeséao a
cepa de Pb 01 (Paracoccidioides lutzii), enquanto a fibronectina auxilia a maior
adesao do Pb18, todas estas fazendo uma conexéo do fungo para que o mesmo
possa exercer a infecgao.

Outro exemplo de fator de viruléncia recentemente descrito foi a
capacidade de Pb18 em liberar vesiculas extracelulares (VE): esse
comportamento tem como consequéncia a liberagcado de epitopos antigénicos que
podem ser reconhecidos em soros de pacientes com a doenga, além de sugerir a
influéncia deste mecanismo na resposta imune adaptativa (ZAMITH-MIRANDA et.
al, 2018; SILVA, et. al, 2010; VALLEJO, et. al, 2012; SILVA, et. al, 2015;
MUKHERJEE, et. al, 2016; GARCIA-CARNERO, 2018).



2. DISCUSSAO

O uso da linhagem A549 (Figura 4A), para desenvolvimento do modelo 3D,
foi delineado baseando-se no histérico de trabalhos produzidos no Nucleo de
Protedbmica, que historicamente utiliza essa linhagem celular como modelo in vitro
de estudo para interagdes fungo-hospedeiro. Seu uso foi iniciado quando a célula
ficou disponivel no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), a partir disso a
A549 sempre apresentou resultados satisfatérios em experimentos in vitro
conduzidos para estudos de fungos, que tem como alvo o sistema respiratério
(BERNARDI, et. al, 2017; SCORZONI, et. al, 2017; de OLIVEIRA, et. al, 2016;
SILVA, et. al, 2015; del VECCHIO, et. al, 2009; da SILVA, et. al, 2007) . Trabalhos
de outros pesquisadores também utilizaram estd linhagem com a mesma
finalidade (del VECCHIO, et. al, 2009; HERNANDEZ, et. al, 2010; SILVA, et. al,
2015; OLIVEIRA, et. al, 2015). Trabalhos prévios do grupo demonstraram,
também, que essa linhagem possui plena capacidade de interagdo com as células
fungicas, uma vez que seu fendtipo tumoral leva a expressao de mais proteinas e
ligantes de ades&o, que em células ndo tumorais s&o pouco expressas (da SILVA,
et. al, 2013). Outros grupos de pesquisadores demonstraram,
independentemente, a importancia desta linhagem durante a detecgdo de uma
parte dos mecanismos de agao na interagao entre as células fungicas e as células
hospedeiras, via fibronectina e fibrinogénio (GONZALES, et. al, 2008).

Além disso, seu uso também se justifica devido ao tropismo do Pb18 por
células pulmonares observado em pacientes, uma vez que esse é o seu principal
sitio de infecgao, que se inicia através de conidios contidos no solo liberados pela
sua fase micelial presente no ambiente (SHIKANAI-YASUDA, et. al, 2018).
Quando o fungo adentra o organismo do hospedeiro, ele pode atingir os pulmdes
onde estdo presentes pneumdcitos e fibroblastos pulmonares, além de
componentes da MEC do pulm&o (de OLIVEIRA, et. al, 2014; MARCOQOS, et. al,
2012; SILVA, et. al, 2011; MENDES-GIANNINI, et. al, 2006) . Portanto, buscamos
construir um modelo in vitro, 3D, que mimetize, da melhor maneira possivel,
essas condi¢cdes encontradas pelo fungo no organismo vivo (OLIVEIRA, et. al,
2015)



A padronizagao do desenvolvimento do modelo 3D de alginato (Figura 5 A-
F) foi feita de acordo com resultados prévios publicados pelo grupo do professor
orientador (BITTENCOURT, et. al, 2009; MOROZ, et. al, 2009), quando fora
utilizada uma concentragédo de 1.5 % alginato, sendo essa suficiente para a troca
de nutrientes necessaria para as células cultivadas, que eram condrdcitos ou
células mesenquimais (BITTENCOURT, et. al, 2009) . A curva de viabilidade
celular realizada por azul de Tripano (Figura 9) utilizando a linhagem celular A549
apresentou uma redugao de aproximadamente 25% da viabilidade apds o periodo
de 7 dias de cultivo em gel utilizando a concentragcéo de 1,5%, com as trocas de
meio sendo realizadas a cada 48h. Avaliando-se a viabilidade apds trés dias de
cultivo (72h Figura 9), percebe-se que esta é de aproximadamente 84%. Dois dias
depois (120h), a viabilidade ainda se encontra acima de 75%. Desta forma,
podemos concluir que o alginato ndo gera citotoxicidade excessiva as células
encapsuladas. E importante citar que a maioria dos experimentos de triagem da
citotoxicidade de farmacos, utilizando modelos in vitro, geralmente dura no
maximo 72h, momento no qual a viabilidade aferida esta dentro dos padrdes
aceitaveis. Porém, devido a essa reducgao significativa da viabilidade observada
nas ceélulas no modelo 3D quando comparadas com a cultura de células em
monocamada, novos experimentos foram conduzidos com um valor menor de
concentragao do gel 0,5% v/v a fim de promover um ambiente mais relaxado com
poros maiores para acesso de nutrientes para as células promovendo assim uma
melhor condigéo de cultivo. (NAM, et. al, 2019; NING, et. al, 2016; MOHANTY, et.
al, 2016).

Verificando a viabilidade obtida com os resultados provenientes do método
da resazurina para a célula A549 (Figura 11), representada em porcentagem,
nota-se variagdes das curvas entre as diferentes densidades celulares avaliadas,
uma das curvas para a célula A549 contendo 2x10* células por pérola apresenta
alta viabilidade baseada na atividade metabdlica, porém esse evento acontece
devido a nao conversao total do corante no tempo Oh (controle), isso faz com que
a comparagdao das medidas dos dias subsequentes ficam com um padrao
exacerbado gerando consequentemente alta variancia estatistica como observado
na (Tabela 1), isso pode acontecer devido a falta de exposi¢cao da superficie de

contato celular, ou ao numero reduzido de células equivalente a essa densidade



(BONNIER, et. al, 2015). Quando observamos a curva referente a densidade de
1x10° células A549 (figura 11), verifica-se que a mesma acompanha parcialmente
a viabilidade celular do cultivo em monocamada até o periodo de 72h, sendo
também a densidade celular que apresenta menos variancia estatistica (Tabela
1). Estudos da literatura como de Wang et. al, (2018) apresentam semelhancga
entre o resultado de atividade metabdlica, para a cultura 3D, apresentando o
mesmo perfil grafico obtido neste experimento. No caso da densidade de 5x10°
células A549, essa pode sugerir a principio um maior contato célula-célula devido
ao alto numero de células encapsulada, porém no caso do modelo 3D as células
apresentam um resultado de atividade metabdlica um pouco abaixo da densidade
anterior, também apresentando uma variancia estatistica um pouco maior. Outro
fator importante a se analisar a respeito dessa curva € que devido ao alto niumero
de células com maiores tempos de cultivo pode ser que acontegca uma perca total
de viabilidade devido ao alto consumo de nutrientes e a alta excrecdo de
metabdlitos (SMITH, et. al, 2017).

Analisando a viabilidade celular pelo método da resazurina com a célula
MRC-5 (Figura 12) observamos um perfil grafico com curvas mais aproximadas
entre as densidades, exceto pela densidade de 2x10* que, assim como na célula
A549, apresenta valores elevados. Isso reforga a suspeita de que essa densidade
celular que usualmente é utilizada para células em monocamada néo seja ideal
para modelos tridimensionais devido ao impedimento de obtencédo de padrao de
viabilidade por métodos colorimétricos. Seguindo a analise estatistica realizada
para essa linhagem celular (tabela 2) a densidade que menos apresentou
diferenca estatistica quando comparada com a monocamada foi a de 5x10°.

Comparando-se os dados obtidos da viabilidade, ambos os métodos
utilizados (afericdo em cédmara de Neubauer e resazurina) geraram resultados
favoraveis para ambas as células até o quinto dia de cultivo, ou seja, alta
viabilidade das células encapsuladas nas pérolas de alginato. Assim, estes
resultados reforcam a possibilidade de uso deste modelo em pesquisas
biomédicas.

Em relagdo ao numero total de células, que foram contadas em cédmara de
Neubauer para célula A549, percebe-se que a cultura de monocamada gera mais

células, no entanto, as pérolas de alginato foram capazes de dobrar o numero de



células iniciadas com aproximadamente 2,0x10* células por pérola e em 168h
apresentaram 4,0x10* quando comparado o numero inicialmente plaqueado e o
recuperado ao término do experimento. Assim, embora nao abundante, pode-se
afirmar que o modelo foi capaz de permitir a proliferacdo das células
encapsuladas.

Com relagao aos achados morfoldgicos, nas imagens adquiridas com o In
Cell Analyzer, foi observada alta celularidade, que inclusive dificultou a passagem
de luz, gerando artefato na imagem (opacidade), fato que corrobora os resultados
anteriormente discutidos. Além disso, as imagens obtidas na microscopia de
contraste de fase (Figuras 6 e 7) mostram nitidamente a alta concentragdo das
células em menor aumento, corroborando o resultado obtido no In Cell Analyzer.
Percebe-se, também, comparando-se as imagens em menor aumento dos dois
pontos temporais, que praticamente todas as células encontram-se translucidas
em 24h, e aproximadamente 50% das células tornaram-se opacas em 144h, o
que pode ser resultado do aumento de granulosidade interna.

Seguindo as analises quantitativas e resultados estatisticos descritos
anteriormente, os experimentos de infeccdo da cepa Pb18 foram conduzidos em
pérolas de alginato contendo 1x10° células por pérola, para células A549 e MRC-
5. O experimento realizado com células A549 nado contendo componentes da
MEC em modelo 3D (Figuras 13 e 14) apresentaram estruturas aglomeradas
morfologicamente distintas das células onde em maior aumento observamos
leveduras com caracteristicas de Pb. No modelo 3D contendo componentes da
MEC foi observado que o este apresenta um numero ainda maior de estruturas
leveduriformes, o que faz todo sentido, devido as interagbes entre o fungo e a
MEC. O mesmo experimento, desta vez com o inéculo fungico corado
anteriormente com calcofluor white (Figuras 23 e 24), corroboram os resultados
anteriores, uma vez que este corante fluorescente tem atuacdo em estruturas da
parede fungica, diferenciando assim as leveduras de células animais (SANKETH,;
PATIL; RAO, 2016). Seguindo com a célula MRC-5 no modelo 3D foram
observadas raras leveduras presentes no modelo (Figuras 18,19 e 26), porém
ainda assim presentes como observado em maior aumento. Isso sugere a
hipétese de que as células A549, assim como citada em referéncias anteriores,

sejam um modelo celular excelente para estudos de Pb. Quando comparadas as



infecgdes de monocamada com modelo 3D vimos que ha uma presenca
consideravel (valores qualitativos), de leveduras na monocamada. Outra
verificagdo interessante nas imagens € que nos modelos tridimensionais, para
ambas as células, as leveduras sdo encontradas nas dobras criadas durante o
processo de gelificacdo do alginato (CALIARI; BURDICK, 2016). Em apoio aos
resultados obtidos sem e com fluorescéncia utilizando o calcofluor white também
foi realizado uma analise confocal de uma pérola de alginato de células A549
infectadas com Pb18 nao contendo componentes da MEC.

O experimento de infecgao das pérolas de alginato revelou alta quantidade
de células fungicas no interior do arcabougo (Figura 30) e pontos de contato entre
células fungicas e células A549, mediante a verificagcdo de: i) presenca de
abundante coloragao azulada, proveniente do corante especifico a componentes
quimicos presente na parede celular deste microrganismo, ausente na
composicédo das células A549, tanto na imagem principal (Figura 12, pontas de
seta) quanto nas barras (Figura 12, barras superior e lateral); ii) &bvia
proximidade entre as células fungicas e A549, notado tanto na imagem principal
(Figura 12, setas) quanto nas barras, notado pela sobreposigdo das coloragdes
verde (células A549) e azul (fungo) (Figura 12, barras superior e lateral,
asterisco). Embora esta analise ndo seja capaz de determinar com certeza se
houve interagcéo direta, via moléculas de adesao nas células fungicas e ligantes
nas células-alvo, & incontestavel o fato que ha, em abundéancia, células fungicas
dentro do arcaboug¢o. Uma vez que estas foram adicionadas apos a gelificacao, a
unica maneira de chegarem as camadas mais profundas do arcabougo € por
migragao.

Corroborando o afirmado acima, o resultado da (Figura 32) de um
experimento de plagueamento do conteudo pds infeccdo para obtencdo de
numero de colénias, mostra que o fungo foi isolado, de dentro das pérolas de
alginato, apds o experimento de infeccdo, o que permite diversas possibilidades
de uso do modelo proposto em pesquisa biomédica. Por exemplo, as evidéncias
coletadas permitem sugerir que o modelo proposto pode ser utilizado para
estudos de interacdo fungo-hospedeiro, no qual farmacos poderiam ser triados

quanto sua capacidade de modular a expressao de moléculas de adesido nas



células fungicas, uma vez que é relativamente simples recuperar as mesmas e
entdo realizar analises moleculares.

Além disso, verificamos que a adicdo de componentes da MEC tem uma
influéncia na presencal/interagao das leveduras de Pb18 com o modelo 3D (Figura
32) sendo estatisticamente significativos os valores obtidos apenas para os
modelos tridimensionais, com ou sem adicdo de componentes da MEC. Ainda
analisando esse resultado podemos ver que o isolamento de colbnias poés
infecgao foi muito maior dentre as células A549 que as células MRC-5, reforgando
ainda mais a viabilidade destas células para estudo do Pb em modelos
tridimensionais.

Outra estratégia utilizada foi a confec¢ao de um outro tipo de modelo
tridimensional, dessa vez em forma de tapete, onde as células sao posicionadas
em camadas. Foi realizado experimento piloto (Figuras 33, 34, 35, 36 e 37) onde
nas analises microscoépicas realizadas até o presente, 0 modelo mostrou indicios
de células com aspectos morfolégicos aderentes, além de também apresentar
permeabilidade para absor¢cdo de nutrientes da cocultura A549/MRC-5. Com o
passar do tempo de cultivo foi observado o mesmo evento verificado nas pérolas
de alginato onde o modelo apresenta uma densa populagédo de células que é um
indicativo de proliferagdo, assim como ja indicado em resultados anteriores.
Novos experimentos, com a adicdo de MEC na camada contendo as células
MRC-5, a fim de simular uma ladmina basal, serdo realizados pelo grupo.

Até o presente momento, nosso modelo agrega algumas caracteristicas
desejaveis para um eficiente modelo de estudo in vitro: i) tridimensionalidade; ii)
porosidade; iii) permite proliferagdo celular, uma vez que o numero de células foi
contado; iv) permite migragao celular, uma vez que foram identificadas células

fungicas nas pérolas.



3. CONCLUSOES

O modelo de cultura 3D foi padronizado para as células A549 e MRC-5,
fornecendo condigdes para o cultivo das mesmas e permitindo troca de
nutrientes e proliferagao celular, sendo a taxa de viabilidade relacionada com
o tempo de cultivo das células, linhagem celular e densidade celular utilizada
no modelo de hidrogel. Foi observado que as células cultivadas no modelo
permanecem estaticas, porém ativas metabolicamente apesar da viabilidade

sofrer um decréscimo apés 120h.

Foi realizado o cocultivo de células e fungos, havendo indicios de que o fungo
€ capaz de permear o gel e encontrar as células, que séo o sitio de infeccéo
do mesmo; as células epiteliais de adenocarcinoma pulmonar A549 sao mais
indicadas do que o fibroblasto MRC-5, uma vez que o Pb18 aparentemente
estaria em maior quantidade no modelo criado com essa célula; a presenca
de componentes da MEC favorece a presenga do fungo. Também foi
constatado que é possivel re-isolar o fungo apos a infeccdo no modelo
proposto tornando assim viaveis analises de pos infecgéo.

Apesar do sucesso do re-isolamento, a quantidade necessaria obtida de RNA
foi menor do que 200 ug/mL. Assim, novos experimentos serdo necessarios a
fim de confirmar se realmente ha uma alteragcao de expressao de fatores de

viruléncia do fungo quando em contato com um modelo tridimensional.

Foi desenvolvido, também, um modelo 3D de cultura utilizando duas

linhagens celulares, sobrepostas em forma de tapete.
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