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RESUMO

A histoplasmose é uma micose sistémica, causada pelo fungo dimorfico Histoplasma
capsulatum. Biofilmes sdo comunidades seésseis de microrganismos, que se agrupam de
maneira organizada a um substrato ou que se aderem uns aos outros, e estdo envolvidos por
uma matriz extracelular que eles mesmos produzem. A capacidade desses fungos em formar
biofilmes, um fenotipo que pode induzir resisténcia e aumentar a viruléncia, foi descrita.
Além disso, também foi estabelecida uma correlacdo entre 0 modo de infeccdo de H.
capsulatum e a formacdo dessas comunidades. O presente estudo teve como objetivo
aprofundar o estudo dos biofilmes formados por diferentes cepas de H. capsulatum (EH-315,
G186A e G217B), por meio da verificacdo da influéncia de quatro meios de cultura (BHlI,
HAM-F12, DMEM e RPMI) e diferentes atmosferas de oxigénio (microaerofilia e aerobiose)
no desenvolvimento dessas comunidades. Adicionalmente, também objetivou-se estudar a
interacdo entre células planctonicas e derivadas de biofilme apds a infeccdo em macréfagos
alveolares, verificando seu comportamento e sua capacidade de infeccdo, bem como averiguar
a formacdo de biofilme em ambiente &cido, mimetizando o ambiente intracelular no
macrofago e realizando uma analise protedmica por técnica de shotgun, a fim de identificar
proteinas exclusivas nessas condi¢cBes para a futura busca de alvos antifingicos. A
padronizacdo do crescimento fangico foi conduzida a partir da construcdo de curvas de
crescimento, por meio de contagem de colonias, verificacdo da viabilidade celular com azul
de Tripan e densidade dptica. A formacdo dos biofilmes foi caracterizada utilizando técnicas
de microscopia éptica, e colorimétricas, como o ensaio de reducdo de XTT, colora¢do por
cristal violeta e safranina, além de microscopia eletrénica de varredura (MEV) para
observacao das topografias. A interacdo com os macrofagos alveolares foi observada por
microscopia de fluorescéncia e confocal para posterior analise protedmica em espectrometro
de massas. Nos ensaios de caracterizacdo dos biofilmes, verificou-se que, embora todos os
meios de cultura tenham estimulado a maturacdo das comunidades, o HAM-F12 proporcionou
o melhor desenvolvimento de biomassa e material polissacaridico. Em relacdo as atmosferas
de O, ambas estimularam um excelente desenvolvimento das comunidades, porém, em
condi¢des de baixo O, foi observada uma quantidade exuberante de matriz extracelular
quando comparada aos biofilmes formados em aerobiose, principalmente no meio HAM-F12.
Nos biofilmes formados em BHI, RPMI e DMEM observou-se uma reversdo significativa do
fenotipo de levedura para hifa, exigindo uma investigacdo mais aprofundada. Na interacdo
com macrofagos, observou-se a formacdo de aglomerados fangicos em macrofagos. No
entanto, a formacdo dos aglomerados, bem como a fluorescéncia da marcacdo com o0
anticorpo anti-Hsp60 e o sofrimento celular foram mais expressivos na infeccdo com as
celulas derivadas de biofilme. Além disso, as células derivadas de biofilme exibiram maior
taxa de infeccdo apds 1, 5 e 24 horas comparada as células planctnicas. O ambiente acido
ndo foi impeditivo para a formagdo de biofilmes maduros. Nos ensaios de protedmica,
observou-se diferentes perfis proteicos nas condicBes testadas, com 72 proteinas
exclusivamente expressas pelo biofilme quando comparado ao crescimento planctdnico. A
grande maioria dessas proteinas é relacionada a fungdes citoplasméaticas. Os dados
protedmicos das células derivadas de biofilme também revelaram um aumento de proteinas



envolvidas no estresse, defesa, viruléncia e na obtencdo de energia e uma reducdo de
proteinas envolvidas na sintese proteica e no processo metabolico. No proteoma da infeccéo
pelas células derivadas do biofilme foram identificadas 6 proteinas exclusivas comparada ao
controle (biofilme), a maioria classificadas como nucleares, permitindo um entendimento
parcial sobre as vias associadas a sobrevivéncia e adaptacdo do fungo ao ambiente do
hospedeiro. Esses resultados apresentam avancos no campo dos biofilmes e contribuem para
estudos futuros que podem provar o papel dessas comunidades na interacdo patégeno-
hospedeiro. Além disso, abrem novas possibilidades para o estudo de alvos com o intuito de
estabelecer novas estratégias terapéuticas para histoplasmose.

Palavras-chave: Histoplasma capsulatum; biofilme; macréfagos; infeccéo; proteoma.



ABSTRACT

Histoplasmosis is a systemic mycosis, caused by the dimorphic fungus Histoplasma
capsulatum. Biofilms are sessile communities of microorganisms, which group together in an
organized way a substrate or adhere to others and are surrounded by an extracellular matrix of
their own. Fungal abilities to form biofilms, a phenotype that can induce resistance and
increase virulence, was made available. Furthermore, a correlation between the mode of
infection of H. capsulatum and a formation of these communities has also been published.
This study aimed to deepen the study of biofilms formed by different strains of H. capsulatum
(EH-315, G186A and G217B), by verifying the influence of four culture media (BHI, HAM-
F12, DMEM and RPMI) and different oxygen atmospheres (microaerophilia and aerobiosis)
in the development of these communities. Additionally, it was also aimed to study an
interaction between planktonic and biofilm-derived cells after infection in alveolar
macrophages, verifying their behavior and their capacity for infection, as well as verifying the
formation of biofilm in an acidic environment, mimicking the intracellular environment in the
macrophage and performing a proteomic analysis by shotgun technique, in order to identify
unique proteins in these conditions for a future search for antifungal targets. The
standardization of fungal growth was conducted from the construction of growth, through
colony counting, verification of cell viability with Trypan blue and optical density. The
formation of biofilms was characterized using optical and colorimetric microscopy
techniques, such as the XTT reduction assay, crystal violet and safranin staining, in addition
to scanning electron microscopy (SEM) for observation of topographies. The interaction with
alveolar macrophages was observed by fluorescence and confocal microscopy for further
proteomic analysis in a mass spectrometer. In biofilm characterization tests, it was found that,
although all culture media have stimulated the maturation of communities, HAM-F12
provided the best development of biomass and polysaccharide material. In relation to the O>
atmospheres, both stimulated an excellent development of the communities, however, under
low O conditions, an exuberant amount of extracellular matrix was observed when compared
to the biofilms formed in aerobiosis, mainly in the HAM-F12 media. In biofilms formed in
BHI, RPMI and DMEM, an explained reversion of the phenotype from yeast to hypha was
observed, requiring further investigation. In the interaction with macrophages, the formation
of fungal clusters in macrophages was observed. However, the formation of clusters, as well
as the fluorescence of the labeling with the anti-Hsp60 antibody and the cellular suffering
were more expressive in the infection with cells derived from biofilm. Furthermore, biofilm-
derived cells exhibited a higher infection rate after 1, 5 and 24 hours compared to planktonic
cells. The acidic environment was not an impediment to the formation of mature biofilms. In
proteomics assays, different protein profiles were observed under the conditions tested, with
72 specially expressed by the biofilm when compared to planktonic growth. The vast majority
of these proteins are related to cytoplasmic functions. Proteomic data from biofilm-derived
cells also revealed an increase in proteins involved in stress, defense, virulence and energy
acquisition and a reduction in proteins involved in protein synthesis and the metabolic
process. In the proteome of infection by biofilm-derived cells, 6 unique proteins were
identified compared to the control (biofilm), most classified as nuclear, allowing a partial



understanding of the pathways associated with the adaptation and adaptation of the fungus to
the host's environment. These results present advances in the field of biofilms and contribute
to future studies that can prove the role of these communities in the host-pathogen interaction.
Furthermore, they open up new possibilities for the study of targets in order to establish new
therapeutic strategies for histoplasmosis.

Keywords: Histoplasma capsulatum; biofilm; macrophages; infection; proteome.
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1. INTRODUCAO
1.1. REVISAO HISTORICA

A histoplasmose foi descrita pela primeira vez no ano de 1905 por Samuel Taylor
Darling, ao observar a presenca de numerosos corpos arredondados e ovais no interior de
macrofagos alveolares em materiais de necropsia. O microrganismo foi denominado
Histoplasma capsulatum pela presenca do que acreditava-se ser uma capsula e por estar
presente no interior de histocitos (DARLING, 1906). Seu reconhecimento de natureza fangica
foi observada por Rocha Lima em 1912, e posteriormente, em 1934, De Monbreun realizou
estudos in vitro e in vivo, verificando a transi¢do da fase miceliar para a fase leveduriforme,
comprovando assim, o dimorfismo do fungo (DE MONBREUN, 1934).

Nos anos de 1939 e 1940, o fungo foi isolado pela primeira vez no Brasil em material
de necropsia e em amostra de escarro de um paciente (ALMEIDA; LACAZ, 1941). De sua
descoberta até 1945, a histoplasmose era conhecida como uma doenca rara, de evolucéo fatal
e de transmissdo desconhecida, porém, ap6s um estudo de Christie e Peterson (1945),
descobriu-se que sua transmissdo era por via inalatoria. Esse estudo revelou ainda a presenca
de calcificagOes pulmonares nos pacientes.

Em 1947, H. capsulatum foi isolado pela primeira vez em roedores (EMMONS et al.,
1947). Posteriormente, Zeidberg (1952) e Shacklette (1962) descreveram que H. capsulatum é
capaz de crescer em solo rico em matéria organica, alem disso, o fungo foi isolado em 6rgaos
como o figado e bago de morcegos insetivoros.

No Brasil, proximo aos anos sessenta, diversas microepidemias foram relatadas, o0s
principais fatores predisponentes mais comuns eram visitas em grutas colonizadas por
morcegos, minas abandonadas e galinheiros (OLIVEIRA et al., 2006). Décadas mais tarde,
com o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), centenas de casos
foram observados, tornando essa micose um importante problema de satde mundial (DAHER
et al., 2008).

1.2. Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum variedade capsulatum é um fungo patogénico dimérfico, que
tem distribuicdo mundial (PITANGUI et al., 2016). E considerado o agente mais prevalente
nas infeccOes respiratorias causadas por fungos registradas nos ultimos anos (HAGE et al.,
2015). O fungo quando inalado na fase miceliar, causa uma doenca respiratoria leve, muitas

vezes assintomatica, mas pode evoluir para doenga disseminada, particularmente em
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individuos imunocomprometidos, causando a doenca denominada histoplasmose
(NOSANCHUK et al., 2002; DAMASCENO et al., 2019).

H. capsulatum apresenta-se morfologicamente em duas formas distintas: filamentosa e
a leveduriforme (TELES et al., 2014). A primeira forma é encontrada na natureza na fase
saprofitica, ou quando cultivada in vitro em temperaturas de 20°C a 30°C, este se apresenta na
forma de micélio, com morfologia filamentosa de colonias branco - acastanhadas e
algodonosas. Microscopicamente esta forma € caracterizada por hifas hialinas, septadas e
ramificadas, contendo duas formas de propagacdo: macroconidios medido de 8 a 16 pm de
didmetro, geralmente redondos e microconidios medindo em torno de 2 a 5 um, com paredes
lisas ou irregulares (FERREIRA; BORGES, 2009). Ja a forma leveduriforme € considerada a
forma parasitaria, particularmente presente em tecidos de hospedeiros mamiferos, incluindo
humanos. Quando o fungo na forma miceliar é cultivado in vitro em temperaturas de cerca de
35 a 37°C, ocorre a conversdo da forma filamentosa para a forma leveduriforme. Nessa fase o
fungo apresenta microscopicamente uma morfologia oval e pequena, além de paredes
refringentes e unibrotantes medindo de 2 a 4 um de didmetro e col6nias de aspecto Umido,
lisas e de coloragéo branco-amarelada (MITTAL et al., 2019).

No ambiente a forma saprobiotica esta frequentemente associada a ambientes ricos em
matérias organicas em decomposicdo com elevado teor de nitrogénio como fezes de passaros,
morcegos ou galinhas. Além disso, H. capsulatum é capaz de sobreviver na natureza atraves
da adaptacdo a diferentes condi¢cbes que esses micro nichos geralmente apresentam como
condigdes de temperatura e nutricionais adequadas, umidade e pH (CANO; HAJJEH, 2001,
ASSUNCADO et al., 2020).

O fungo é isolado particularmente de locais com altas concentracfes de excrementos e
matéria organica, incluindo cavernas, construgdes antigas ou abandonadas, forros, s6tdos ou
pordes de casas, galinheiros, arvores ocas e parques publicos (FERREIRA; BORGES, 2009;
GUPTA et al., 2016). Neste contexto, atividades exploratdrias em cavernas ou grutas, limpeza
de sotdos ou celeiros, demolicdo de edificagdes antigas e revolvimento de solos estdo
relacionadas a infec¢do por H. capsulatum e contribuem para a disseminacdo de fragmentos
de hifas, além da dispersdo dos macros e microconideos pelo ar, expondo mesmo individuos
que ndo estavam préximos e nem tiveram contato direto com areas contaminadas (GUPTA et
al., 2016).
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1.3. TAXONOMIA

H. capsulatum é um microrganismo eucarioto que pertence ao reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales, familia Ajellomycetaceae, género
Histoplasma (anamorfo) ou Ajellomyces (teleomorfo) (LACAZ et al., 2009; KASUGA et al.,
2003; WOODS, 2016).

Classicamente sdo descritas trés variedades distintas relacionadas a sua morfologia e
patogenicidade: H. capsulatum var. capsulatum; H. capsulatum var. duboisii e H. capsulatum
var. farciminosum. A variedade H. capsulatum var. capsulatum e H. capsulatum var. duboisii
sdo patogénicas para 0 homem e a variedade H. capsulatum var. farciminosum é patogénica
em equinos. As variedades apresentam distribuicdes diferentes, sendo que H. capsulatum var.
capsulatum é endémico no continente americano, H. capsulatum var. duboisii nas regides
oeste e central da Africa e Ilha de Madagascar e H. capsulatum var. farciminosum nas regioes
da Europa, Asia e Africa (KASUGA; TAYLOR; WHITE, 1999; ZIDA et al., 2015;
TEIXEIRA et al., 2016; GLADIEUX, 2018).

Nos ultimos anos, devido ao aumento dos casos de histoplasmose no mundo e com o
surgimento de métodos moleculares com o intuito de classificar espécies fungicas, varias
abordagens de genotipagem foram propostas para explorar as relac6es filogenéticas do fungo.
Técnicas como a de Restricdo de Fragmentos Polimorficos (Restriction Fragment Length
Polymorphisms - RFLP), hibridizacdo do DNA, Amplificacdo Aleatéria de DNAS
Polimérficos (Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD) e Sequenciamento 1TS1/2 séo
frequentemente empregadas para diferenciar cepas de H. capsulatum de acordo com sua
origem geografica (VITE-GARIN et al., 2014).

Outra técnica aplicada ao estudo da diversidade genética é a Multilocus Sequence
Typing (MLST). Baseado neste método, 137 isolados de H. capsulatum procedentes de 25
paises foram analisados por Kasuga e colaboradores (2003). Foi sugerido neste estudo, que H.
capsulatum divide-se em pelo menos oito clados dos quais sete sdo espécies filogenéticas,
incluindo dois clados restritos a América do Norte (Norte-América classe 1 - NAm1, e Norte-
América classe 2 - NAm2), dois clados encontrados predominantemente na América Latina
(Latino-America A - LAMA, e Latino-América B - LAmB), um clado restrito a Australia, um
clado encontrado entre as regides da Holanda e Indonésia, um clado identificado entre as
regides da Europa e Asia (Euroasiano), e um clado restrito & Africa. No entanto, sete desses

oito clados sdo considerados espécies filogeneticamente relacionadas com exce¢do do clado
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Eurasiano, que se agrupou com a espécie LAMA (KASUGA; TAYLOR; WHITE, 1999;
KASUGA et al., 2003).

Adicionalmente, estudos recentes com maior nimero de isolados de H. capsulatum
(n= 234) e utilizando diferentes métodos filogenéticos e métodos de genética populacional,
identificou uma grande diversidade genética dentro do grupo das espécies filogenéticas
provenientes da América Latina, sendo propostas seis novas espécies filogenéticas. Neste
contexto, a antiga espécie LAmMA foi subdividida em: LAMAL (incluindo principalmente
isolados do México, Colébmbia, Guatemala e Honduras) e LAMA2 (incluindo isolados do
México, Guatemala e Col6mbia); a antiga espécie LAmB foi reagrupada em LAmB1
(contendo isolados da Argentina, Colémbia e Brasil) e LAmB2 (incluindo isolados do Rio
Grande do Sul e Espirito Santo no Brasil), além de uma espécie RJ (constituido por isolados
do Rio de Janeiro e Sdo Paulo). Neste contexto os autores ainda sugeriram uma nova espécie
formada por isolados fungicos derivados de morcegos (Tadarida brasiliensis e Mormoops
megalophylla) do México, denominada BAC-1 (Teixeira et al., 2016; Rodrigues et al., 2020).

Por outro lado, andlises filogenéticas conduzidas por Sepulveda e colaboradores
(2017), propuseram um novo rearranjo taxondmico para o género Histoplasma, a partir de
analises filogenéticas de genomas completos bem como de genes de viruléncia de 30 isolados.
Baseado nas diferencas entre os agrupamentos genéticos, os dados idicaram que 0 genéro
pode ser composto por pelo menos quatro espécies que diferem em viruléncia e genética.
Sendo assim, foi sugerido neste estudo que isolados da espécie NAm1 passem a ser uma nova
espécie, denominada Histoplasma mississipiense e isolados da espécie NAm2 Histoplasma
ohiense. Ambas coexistem na América do Norte, uma regido do mundo com numerosos casos
relatados de histoplasmose. Além disso, isolados pertencentes a espécie LAmMAL sao
consideradas Histoplasma suramericanum, espécie restrita a América do Sul e os
representantes da espécie LAMA2 continuam a pertencer a espécie Histoplasma capsulatum
restrito ao Panamé e na porcdo norte da América do Sul (FREIFELD et al., 2009; HAGE et
al., 2015; BAHR et al., 2016; SEPULVEDA et al., 2017).

Ainda de acordo com Sepulveda e colaboradores (2017), foi proposto que os isolados
da Australia, Holanda e Africa constituem um s6 grupo, no entanto, ndo foi possivel ainda
redefinir a taxonomia da Africa, devido a necessidade de um maior nimero de amostras a
serem analisadas que comprovem essa afirmacéo.

De acordo com a espécie filogenética, as manifestacdes clinicas, resisténcia aos

antifangicos, fatores de viruléncia podem ser diferentes, por exemplo, H. mississippiense €
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mais resistente aos antifungicos que o H. ohiense (GOUGHENOUR; BALADA-LLASAT;
RAPPLEYE, 2015). Outra vertente importante sdo os fatores de viruléncia, uma vez que a
maioria das espécies de Histoplasma utilizam o-1,3 glucana, presente na sua parede celular,
para evitar o reconhecimento pelas células imunes do hospedeiro, tornando a presenca desse
polissacarideo essencial para a sua viruléncia (SEPULVEDA; WILLIAMS, 2014). N&o
obstante, H. ohiense ndo possui a-1,3 glucana em sua parede celular e é também a Unica
espécie que expressa Yps3, um homologo da adesina Badlp de Blastomyces dermatitidis
presente em sua fase leveduriforme (MAXWELL et al., 2018).

Recentemente, estudos de genotipagem com 104 isolados de Histoplasma, identificou
uma alta variabilidade genética entre os isolados brasileiros, sendo propostas trés novas
especies filogenéticas: LAMC (incluindo isolados do Nordeste do Brasil, particularmente
pacientes com HIV residentes em Fortaleza e Ceard); LAMD (incluindo isolados do Nordeste,
Cento-Oeste e Sudeste do Brasil) e LAME (incluindo isolados do Sudeste do Brasil)
(RODRIGUES et al., 2020).

Além disso, foi proposto uma reconstrucdo filogenética através da analise de 176
isolados de morcegos, 30 dos quais foram isolados de morcegos selvagens, usando técnicas
moleculares inseridas no método GCPSR (Genetic Concordance Phylogenetic Species
Recognition). Foi sugerido nesse estudo que o antigo clado BAC-1 fosse renomeado a NAm3
com seis isolados derivados da espécie Tadarida brasiliensis e um isolado da espécie
Mormoops megalophylla do México (VITE-GARIN et al., 2021).

1.4. EPIDEMIOLOGIA

As infecgdes fungicas invasivas tém aumentado durante as duas Gltimas décadas na
Ameérica Latina e no mundo inteiro e o nimero de pacientes em risco tem crescido
drasticamente (LEE; LAU, 2017; RODRIGUES et al., 2020) (Figura 1). Estima-se que
aproximadamente 1,2 bilhdes de pessoas sdo acometidas mundialmente por algum tipo de
doenca fungica (KNEALE et al., 2016).

A histoplasmose € descrita como uma micose amplamente distribuida nas Américas,
em especial nos vales dos rios Ohio e Mississipi nos Estados Unidos, México, Brasil e
algumas regides das Guianas (Guiana Shield). Além disso, microfocos s&o0 comumentes
registrados no leste dos Estados Unidos, sul da Europa, sudeste da Asia e na Africa
(CORREIA et al., 2016). Ademais, é uma das doencas infecciosas de maior prevaléncia
entre portadores de HIV na Ameria Latina aprsentando taxa de mortalidade variando de 20%

a 40% entre esses pacientes. Além disso, 19 dos 26 estados brasileiros, bem como no Distrito
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Federal tem registrado diversos relatos de casos clinicos isolados ou pequenos surtos
(ALMEIDA et al., 2019).

No Brasil, as infec¢des fungicas sdo muito prevalentes, no entanto, ha a auséncia de
notificagdo compulsoria, sendo assim, o nimero de casos ndo é determinado (FERGUSON-
PAUL et al., 2018). Ha relatos de que mais de 3,8 milhdes de individuos no Brasil podem
estar sofrendo de infeccGes fungicas graves, em particular pacientes que tem o sistema
imunoldgico suprimido com cancer maligno, transplantados, asmaticos, tuberculosos,
infeccdo por HIV e, em especial aqueles que vivem em areas endémicas de fungos
patogénicos (GIACOMAZZI et al., 2016).

Figura 1. Distribui¢do global da histoplasmose de acordo com o nimero de cepas existentes. Fonte:
Rodrigues et al., 2020.
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Além disso, a histoplasmose € uma das principais infecc¢des sistémicas do mundo, com
incidéncia variando de 0,1 a 1 caso por 100.000 habitantes por ano em climas temperados, 10
a 100 casos por 100.000 nos trépicos imidos e mais de 100 casos por 100.000 sendo descritas
em casos clinicos isolados ou na ocorréncia de surtos (COLOMBO et al., 2012; BRILHANTE
et al., 2015; MYINT et al., 2014; RODRIGUES et al., 2020). De acordo com Oliveira, Unis e
Severo (2006) 26 surtos de histoplasmose no Brasil desde 1958 s&o relatados, envolvendo 184
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pacientes, com o numero de casos por surto variando de 2-13 casos. No entanto, estes dados
ndo sdo otimizados uma vez que a histoplasmose pulmonar aguda é pouco diagnosticada e
muitas vezes confundida com a tuberculose ou a leishmaniose (ANTINORI, 2014). Surtos de
histoplasmose aguda tém sido registrados em diversos estados brasileiros, entre eles S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Amazonas e Rio
Grande do Sul, nos quais os individuos sdo infectados apds exposicdo aos propagulos
fangicos em ambientes contaminados, envolvendo também pacientes imunocompetentes (
FERREIRA; BORGES, 2009; FAIOLLA etal., 2013; PASSOS et al., 2015).

Em é&reas endémicas, aproximadamente 10% dos individuos imunocompetentes
desenvolvem os sintomas da doenca (DAMASCENO et al., 2016). Individuos HIV-positivos
estdo predispostos a infecgdes fungicas em funcdo das alteraces significativas em sua
resposta imune celular, uma vez que podem apresentar manifestacbes mais graves,
progressivas e muitas vezes fatais, o que requer agilidade no diagndstico e tratamento
(COLOMBO et al., 2012).

1.5. PATOGENIA

A patogenia da histoplasmose inicia-se pela inalacdo de conidios e/ou fragmentos de
hifas presentes na natureza e disseminados pelo ar (PASSOS et al., 2015; WHEAT et al.,
2016; RIDDELL et al., 2019) (Figura 2). Uma vez inaladas, estas formas de disseminacao
entram em contato com o hospedeiro, onde ap6s mudancgas que ocorrem no ambiente, como
temperatura, nutrientes e pH, ocorre a transicdo da forma miceliar para a forma leveduriforme
(SAHAZA et al., 2014). Acredita-se que a mucosa nasal também seja um importante sitio de
infeccdo inicial da doenca. Neste contexto, Suarez-Alvarez et al., (2019) demostraram a
presenca de leveduras de H. capsulatum nos linfonodos cervicais ap6s 2 horas de infec¢do
intranasal em morcegos e camundongos. Estas formas infectantes, por se tratarem de um
corpo estranho, desencadeiam uma resposta inflamatéria no hospedeiro recrutando células de
defesa, principalmente macrofagos, neutréfilos e células dendriticas por meio da ativagao de
receptores patdgeno-hospedeiro (GUIMARAES; DE CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011).

Os macrofagos por se tratarem de células fagociticas, sdo infectados por leveduras de
H. capsulatum. Por sua vez, eles produzem um ambiente de estresse para 0 microrganismo,
como a acidificacdo do meio intracelular, producdo de radicais de O, e de nitrogénio,
peptideos antimicrobianos, proteases e enzimas hidroliticas, aléem da restricdo de nutrientes
essenciais como o calcio e o ferro, tornando um ambiente hostil e dificultando a sobrevivéncia
do fungo dentro do organismo (WHEAT et al., 2016; SHEN et al., 2018). Por outro lado, 0
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fungo tem diversos mecanismos de escape como: manipulagédo do microambiente para manter
um pH menos acido por meio da exclusdo da bomba H+ATPase da membrana vacuolar;
resisténcia a proteases lisossomais e enzimas hidroliticas favorecidas pelos dois mecanismos
descritos anteriormente; aquisicao de ferro que pode ocorrer através da producdo e liberacao
de sideroforos e pela liberacdo de ferro unido a transferrina resultado da diminuicdo do pH;
aquisicao de calcio através da producdo de uma proteina ligante de célcio (CBP1), especifico
da fase leveduriforme e também de metais que permitem o crescimento e a proliferacdo de
microrganismos para que possam sobreviver e se replicar dentro dos fagolisossomos, e assim
estabelecer a infeccdo (LARA-LEMUS et al., 2014; NOSANCHUK et al., 2018; RAY;
RAPPLEYE, 2019). Uma vez que os fungos conseguem sobreviver aos mecanismos iniciais
de defesa do organismo (macréfagos), os mesmos se encontram protegidos dentro da célula,
podendo assim se multiplicar, contrariando a funcdo usual de macréfagos que é de eliminar
células nocivas. Esta replicacdo da forma leveduriforme dentro dos macréfagos, desencadeia
o rompimento dos mesmaos, facilitando desse modo, a liberacdo e disseminacdo do patdégeno
através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea (HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008;
GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de H. capsulatum, evidenciando a fase saprofitica no ambiente (1) e a fase
parasitaria apds a sua inalagdo por um hospedeiro susceptivel (2-5). Os conidios e propéagulos do
fungo presentes no ambiente (1) sdo inalados (2) e atingem os alvéolos pulmonares onde devido a
mudangas no ambiente, como temperatura, ocorre a transicdo micélio-levedura, que por sua vez, sao
fagocitadas por macrofagos. (3) As leveduras se multiplicam dentro dos macrofagos desencadeando o
seu rompimento e posterior disseminagdo para outras partes do corpo atraves dos vasos linfaticos e da
corrente sanguinea (4). As células leveduriformes também podem ser fagocitadas por outras células de
defesa do hospedeiro, como as células dendriticas que apresentam as células T, levando & ativacdo de
uma resposta imunologica (5).

Fonte: http://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/index.html.
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A interacdo de leveduras de H. capsulatum com macrofagos € um componente crucial
da resposta do hospedeiro a infeccdo, uma vez que o fungo € caracterizado como um parasita
intracelular facultativo (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016). Adicionalmente a infecgcdo depende
de interagdes dindmicas da imunidade inata com a imunidade adquirida e fatores de viruléncia
especificos do fungo (EDWARDS; RAPPLEYE, 2011; MIHU; NOSANCHUK, 2012).

O controle da infecgdo é baseado na ativacdo da imunidade celular em conjunto com a
resposta inata e € observada ap0s a segunda ou terceira semana de desenvolvimento da doenga
Lazar-Molnar et al., (2008). Em infec¢Oes restritas ao pulméo, as células T CD4+ induzem a
producéo de citocinas do tipo Thl, IFN-y e TNF-a, as quais ativam macrofagos que sdo as
principais células efetoras de resisténcia do hospedeiro ao fungo (LAZAR-MOLNAR et al.,

2008), o que leva a formacdo de reacdo granulomatosa e particularmente a calcificacdo


http://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/index.html

XXXVII

(NOSANCHUK; GACSER, 2008; EDWARDS; RAPPLEYE, 2011; NOSANCHUK et al.,
2012). Ja nas formas disseminadas, ha uma resposta imune do tipo Th2, a qual induz as
células efetoras a eliminarem o patdgeno e consequentemente as células de memodria a
proteger o individuo contra uma resposta Th1, ocasionando uma inibi¢do ou ma formagéo de
granulomas (NOSANCHUK; GACSER, 2008; NOSANCHUK et al., 2012).

A resposta imune inata sozinha, é incapaz de controlar a replicacdo do fungo, além
disso, nem todos os fagocitos hospedeiros respondem ao fungo da mesma forma, como os
neutréfilos e células dendriticas, que desempenham papéis importantes impedindo o
crescimento flangico e iniciando uma resposta protetora, respectivamente (HOLBROOK;
RAPPLEYE, 2008; ISAAC et al., 2015; RAY; RAPPLEYE, 2019).

1.6. MANIFESTAGCOES CLINICAS

A apresentacdo clinica da histoplasmose ¢ influenciada pela extensdo da exposi¢do dos
pacientes aos propagulos infectantes do fungo, idade, atividade ocupacional, bem como o
estado imunolégico do hospedeiro e a viruléncia da cepa infectante de acordo com as espécies
filogenéticas (GUIMARAES; NOSANCHUK et al., 2006; KAUFFMAN, 2007; WHEAT;
FREIFELD et al., 2007; MITTAL et al, 2019; GLADIEUX, 2018).

Sendo assim, as classificagdes clinicas da histoplasmose incluem: infeccdo
assintomatica, histoplasmose pulmonar aguda, histoplasmose pulmonar crénica e
histoplasmose disseminada (KAUFFMAN et al., 2007; FERREIRA; BORGES, 2009; AZAR,;
HAGE, 2017). O primeiro quadro se manifesta na maioria dos hospedeiros imunocompetentes
apos exposicdo ao indculo e na grande maioria dos casos a reacdo inflamatéria inicial é
caracterizada pela formacdo de granuloma, resultante da inibicdo do crescimento das células
leveduriformes pelas células de defesa. Adicionalmente s6 pode ser diagnosticada por meio
do teste de histoplasmina (teste de reacdo soroldgica) e evidéncias radiolégicas, como a
presenca de sinais de microcalcificagdes nos pulmdes. Os demais quadros se manifestam em
pacientes imunocomprometidos, particularmente pacientes com SIDA (MANGALORE et al.,
2018).

A histoplasmose pulmonar aguda apresenta gravidade em funcdo da faixa etéria, da
quantidade de particulas infectantes inaladas e do estado imunoldgico do hospedeiro. Os
sintomas mais comuns sdo febre, calafrios, mal-estar, cefaleia, fragueza, tosse, entre outros, e
¢ facilmente confundida com sintomas gripais (FORTALEZA et al., 2004; FERREIRA,;
BORGES, 2009).
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A histoplasmose pulmonar cronica, na maioria das vezes, ocorre pela reativagéo de
uma lesdo pré-existente, que pode ter sido adquirida anos antes de surgirem 0s primeiros
sintomas. Esse quadro clinico frequentemente ocorre em individuos adultos, pois em geral,
essa reativagdo acontece quando o hospedeiro sofre alguma deficiéncia na imunidade celular
ou apresenta doenca pulmonar pré-existente, como o enfisema (KAUFFMAN, 2007). O
diagnostico é complexo devido aos sintomas serem semelhantes a tuberculose e o aspecto
radiologico da lesdo inicial caracteriza-se pela presenca de enfisema centrolobular ou bolhoso
e defeito anatdmico estrutural que favorece a instalagdo do foco inicial da doenca (WHEAT et
al., 2016).

A histoplasmose disseminada é considerada a forma mais grave da doenca, sendo
caracterizada por evolucdo aguda com grande frequéncia de lesbes orocutaneas em pacientes
com SIDA, entre outras manifestagdes como febre alta, perda de peso, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, lesdes pulmonares e comprometimento da medula éssea (MITTAL et
al.,, 2019; GLADIEUX, 2018). A taxa de mortalidade da histoplasmose disseminada na
América Latina é alta, podendo acometer 50% em pacientes com SIDA (CACERES et al.,
2016). Entretanto, mundialmente foi registrado que a histoplasmose disseminada possui
71.3% de letalidade (SILVA et al., 2017).

Adicionalmente, a diferenciacdo génica entre as espécies de Histoplasma pode levar a
diferencas clinicas na manifestacdo da histoplasmose, nao estando somente associado a
doenca pulmonar, mas também a lesdes granulomatosas predominantemente no tecido
subcutaneo, cutaneo e 6sseo (ADENIS; AZNAR; COUPPIE, 2014; SEPULVEDA et al.,
2017; MAXWELL et al., 2018).

1.7. TERAPEUTICA

A terapéutica da histoplasmose varia de acordo com o estado imunol6gico do
hospedeiro, com a manifestacdo clinica e a carga fungica inalada (FERREIRA; BORGES,
2009).

Para o tratamento desta micose sistémica, os farmacos eficazes e disponiveis
comercialmente compdem diferentes opg¢des terapéuticas. Entre elas, a anfotericina B
desoxicolato € recomendada para o tratamento das formas graves, pulmonares ou
disseminadas. Quando nédo for possivel a sua administracdo € recomendado a anfotericina B
lipossomal (KNEALE et al., 2016). O itraconazol é recomendado para o tratamento de formas
leves a moderadas, sendo util também na manutencdo pos-anfotericina B. Outros azolicos,

como fluconazol, podem ser administrados, sendo efetivo em até 70% dos casos (WHEAT,;
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FREIFELD et al.,, 2007; KAPLAN et al., 2009). O voriconazol e o posaconazol séo
conhecidos por serem medicamentos eficazes que podem ser reservados para tratamentos de
resgate, embora terem demonstrado atividade in vitro contra H. capsulatum, os resultados
ainda sdo considerados insuficientes in vivo (FREIFELD et al., 2009; AZAR; HAGE, 2017).

A anfotericina B € um polieno muito utilizado no tratamento de micoses sistémicas e
tem acdo fungicida de amplo espectro. O seu mecanismo de a¢do se da pelo anel macrolidico,
que apresenta caracteristica hidrofobica e se liga aos esterdis, principalmente ao ergosterol da
membrana celular fungica. Uma desvantagem é que essa molécula também se liga ao
colesterol da membrana plasmatica humana, o que explica o potencial toéxico da anfotericina
B (SOKOL-ANDERSON; BRAJTBURG; MEDOFF, 1986). A toxicidade da anfotericina B
estd diretamente relacionada aos rins, uma vez que quando administrada ela diminui o fluxo
glomerular em até 80%, pelo fato de causar uma vasoconstric¢do local. Também apresenta
mielotoxicidade podendo causar anemia em decorréncia de uma alteragéo na eritropoetina por
atuar diretamente na medula 6ssea (SOKOL-ANDERSON; BRAJTBURG; MEDOFF, 1986;
WHITE; MARR; BOWDEN, 1998; SMITH; KAUFFMAN, 2012).

Os azolicos, como o itraconazol e fluconazol sdo conhecidos por serem farmacos de
acdo fungistéatica, e apresentam amplo espectro de acdo e seletividade para o citocromo P-450
da célula fungica. Seu mecanismo de acdo baseia-se na capacidade de inibir a sintese do
ergosterol, um componente vital da membrana da célula dos fungos (SPEC et al., 2018).
Alguns estudos vém demonstrando o aumento do uso de voriconazol e posaconazol como
alternativa para pacientes que ndo respondem a terapia com itraconazol ou fluconazol
(FREIFELD et al., 2009; SMITH; KAUFFMAN, 2012; WHEAT et al., 2007).

O tratamento eficaz para algumas espécies de Histoplasma requer tanto o diagnéstico
precoce, para facilitar o inicio imediato da terapia, como a administracdo de agentes
terapéuticos de amplo espectro com atividade contra os patdgenos comuns e emergentes
(GOUGHENOUR; BALADA-LLASAT; RAPPLEYE, 2015). Apesar da administracdo da
anfotericina B, a taxa de letalidade na doenca grave desenvolvida por pacientes como por
exemplo, choque e insuficiéncia respiratdria permanece extremamente alta (LEWIS; KHAN;
PATEL, 2018). Mesmo com a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) e a
disponibilidade no mercado de triazois profilaticos, ndo ha mudancas significativas nas taxas
de morbidade e mortalidade em pacientes com HIV infectados pelo H. capsulatum
(NOSANCHUK et al., 2003).
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Na histoplasmose a falha terapéutica é considerada relato comum, apesar dos estudos
que envolvem a terapia com anfotericina B e itraconazol, comumente utilizadas nas formas
aguda e disseminada da doenca (WHEAT et al., 2007). O tratamento com itraconazol e
anfotericina B € limitado por diretrizes que envolvem a absorcdo variavel, o metabolismo e a
toxicidade, respectivamente (WHEAT et al., 2016).

Apesar dos farmacos disponiveis geralmente proporcionarem resultados favoraveis, ja
foram relatadas infeccGes refratarias e recidivas (FAIOLLA et al., 2013). Além disso, ha
relatos do surgimento de cepas resistentes ao fluconazol, bem como casos de falhas na
terapéutica com itraconazol e sabe-se que a anfotericina B causa varios efeitos indesejaveis
como nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (DE NATH, 2015; GOUGHENOUR; BALADA-
LLASAT; RAPPLEYE, 2015).

Portanto, a incidéncia das infecgdes fungicas causadas por linhagens resistentes vem
aumentando e assim cresce também a urgéncia no desenvolvimento de terapias mais efetivas
para o tratamento destas doencas (MARTINEZ et al., 2009). A descoberta de novos alvos
exclusivos dos fungos e o entendimento dos mecanismos moleculares de resisténcia sao
etapas fundamentais neste processo (PERLIN; SETO-YOUNG; MONK, 1997). Estudos
conduzidos por Tagliari e colaboradores (2012), relataram que as infec¢des flngicas devem
receber atencdo consideravel, devido, principalmente, ao namero crescente de individuos

imunocomprometidos e ao aumento de cepas fungicas resistentes aos farmacos.

1.8. FATORES E MECANISMOS DE VIRULENCIA

Uma caracteristica fundamental da viruléncia da forma leveduriforme de H.
capsulatum € sua capacidade de evitar a deteccdo pelo sistema imunologico do
hospedeiro. Sendo assim, para reduzir a deteccdo de células imunoldgicas e facilitar a adesdo,
invasdo e proliferacdo intracelular, ocorrem mudancas ndo apenas na morfologia da célula
fangica mas também na composicdo da parede celular, aumento da expressao de moléculas
antigénicas e a expressdo de fatores de viruléncia (KLEIN; TEBBETS, 2007; GARFOOT et
al., 2018; SAHAZA et al., 2019).

Dentre os fatores e mecanismos de viruléncia conhecidos destacam-se: 0
polissacarideo a-1,3-glucana presente na parede celular do fungo (KANETSUNA;
CARBONELL; AZUMA, 1974), a proteina extracelular Yps3 especifica da fase
leveduriforme (KEATH et al., 1989), a proteina Cbpl capaz de se ligar ao calcio em baixas
concentragfes (BATANGHARI; GOLDMAN, 1997), a proteina de choque térmico Hsp60
(GUIMARAES et al., 2011), a proteina catalase P (JOHNSON et al., 2002) e super6xido
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dismutase (Sod3) (YOUSEFF et al., 2012), os mecanismos de aquisi¢do de ferro (Newman et
al., 1994), a producdo de melanina (NOSANCHUK et al., 2002) e a formacdo de biofilme
(PITANGUI et al., 2012).

Apesar da parede celular ser uma estrutura com varias moléculas conservadas entre 0s
fungos, sua composi¢do varia de acordo principalmente, com o morfotipo e as espécies
fangicas (ERWIG; GOW, 2016). A parede celular de H. capsulatum, por sua vez, apresenta
uma estrutura polissacaridica composta por a-1,3-glucana, p-1,3-glucana, quitina, proteinas e
lipidios (GUIMARAES; DE CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011).

Ademais, os polissacarideos presentes na parede celular de H. capsulatum sédo
compostos pelas glucanas, caracterizados por polimeros de D-glicose ligados por pontes o ou
B-glicosidicas que se diferenciam de acordo com a morfologia (DOMER; HAMILTON;
HARKIN, 1967; LARA-LEMUS et al., 2014; GARFOOT; RAPPLEYE, 2016; GARFOOT et
al., 2017). Na forma leveduriforme H. capsulatum produz uma camada de a-1,3-glucana em
sua parede celular que ¢é controlada pela a-1,3 -glucana sintase (AGS1), importante para o
bloqueio do reconhecimento pelo receptor Dectina-1 (maior receptor de fagocitos de
reconhecimento de PB-glucanas). Entretanto, quando ha a ativagdo do gene a-1,3-glucana
sintase o receptor ndo consegue induzir a resposta inflamatéria contra o fungo (RAPPLEYE;
EISSENBERG; GOLDMAN, 2007; EDWARDS; RAPPLEYE, 2011). Além disso, estudos
demonstraram que a delecdo do gene AGS1 atenua na habilidade do fungo em causar a morte
aos macrofagos e reduz a sua capacidade de colonizar os pulmfes em modelo murino
(RAPPLEYE; ENGLE; GOLDMAN, 2004). Ja& na forma miceliar encontra-se
predominantemente a P-1,3-glucana, que estimula a resposta imune quando reconhecida
pelas células do hospedeiro (THIND; PATRI, 2017). De acordo com Garfoot e colaboradores
(2016) a proteina Eng-1 é uma glucanase secretada pelo fungo que hidrolisa as ligagdes de -
1,3 glicosil promovendo a remogdo das -glucanas expostas, minimizando o reconhecimento
das leveduras pela Dectina-1.

A proteina extracelular especifica da fase leveduriforme YPS3 também é encontrada
como constituinte da parede celular e liberada em quantidades significativas no meio
extracelular durante o crescimento de H. capsulatum (BOHSE; WOODS, 2007). Alem disso,
estudos demostraram que esta proteina € considerada um importante fator de viruléncia de H.
capsulatum, uma vez que, mutantes para yps3 apresentaram deficiéncia no processo de
colonizagdo inicial de pulmdes, baco e figado de camundongos infectados (BOHSE;
WOODS, 2007).
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Durante o crescimento de H. capsulatum no interior dos macrofagos hé a expresséo da
proteina CBP1 (Calcium-binding protein), uma proteina de ligacdo ao calcio, considerada um
dos fatores que favorecem a sobrevivéncia no ambiente do fagossoma, essencial para a
viruléncia de H. capsulatum (HILTY; SMULIAN; NEWMAN, 2011). Estudos conduzidos
por Isaac e colaboradores (2015) com mutantes para CBP1, verificaram que esses mutantes
causam morte do macréfago durante a infeccdo, além de induzir a expressdo de varias
proteinas relacionadas a resposta inflamatoria. Além disso, foi visto que a forma
leveduriforme induz uma resposta transcricional de genes relacionados a apoptose e lise
celular dependente de CBP1 durante a interacdo com o macrofago.

E interessante relatar, que em H. capsulatum, também foram identificadas varias
proteinas de superficie de choque térmico (Hsps), que sdo ativadas em reposta a agentes
estressores como: altas temperaturas, estresse oxidativo, radiacdo, inflamagéo, exposicéo a
toxinas, hipoxia, deficiéncia de nitrogénio ou privacdo de agua, dentre elas, destacam-se:
Hsp60, Hsp70, Hsp82, Hsp90 (DEEPE et al., 1996; CARUSO et al., 1987; MINCHIOTTI;
GARGANO; MARESCA, 1991; ALLENDOERFER; MARESCA; DEEPE, 1996). A
proteina Hsp60 é considerada uma proteina de choque térmico e uma adesina presente na
superficie da célula de H. capsulatum, auxiliando no dobramento e montagem correta de
proteinas e na supervisdo deste processo (HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008). Além disso, ela
é responsavel pela ligacdo ao receptor CR3 (CD11/CD18) do sistema de complemento dos
fagdcitos do hospedeiro, resultando em répida fagocitose, aumento de sua sobrevivéncia e
replicagdo intracelular (GUIMARAES; DE CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011). E
considerada também uma molécula altamente imunogénica importante para a terapia da
histoplasmose (GUIMARAES et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010).

Para garantir sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro e facilitar a patogénese, o fungo
apresenta mecanimos para evadir as respostas protetivas, incluindo inativacdo das espécies de
oxigénio atraves da producdo de proteinas extracelulares, tais como a superéxido dismutase
(Sod3) e catalase (CatP), caracterizadas como fatores de viruléncias em H. capsulatum
(JOHNSON et al., 2002; YOUSEFF et al., 2012).

O ferro € considerado um nutriente essencial tanto para o hospedeiro quanto aos
patdgenos microbianos, sendo que uma forma de defesa da acdo microbiana € a limitacéo
desse elemento (TIMMERMAN, 1999). No interior dos fagdcitos as concentragcdes de ferro
sdo limitadas, o que dificulta a sobrevivéncia e multiplicacdo do fungo. Diante disso, H.

capsulatum desenvolveu alguns mecanismos de escape que permitem a captacdo desse
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elemento para dentro do fagossoma (WOODS et al., 2002; GARFOOT; RAPPLEYE, 2016;
GARFOOQOT et al., 2017). Um desses mecanismos € a producdo de siderdforos, caracterizado
por compostos com alta afinidade pelo ferro, responsaveis por retirar esse elemento das
proteinas carreadoras e liberd-los no citoplasma (HILTY et al., 2011; GARFOOT;
RAPPLEYE, 2016). Outro modo de aquisicdo do ferro pelo fungo é através da acidificacdo do
pH, promovendo a liberacdo do ferro ligado a transferrina (LOPEZ et al., 2006; GARFOOT;
ZEMSKA; RAPPLEYE, 2014).

Outro fator que contribui para a viruléncia de H. capsulatum é a producgdo de
melanina, um pigmento de alta massa molecular ocasionada pela polimerizacdo oxidativa de
agentes fendlicos, que causam uma coloracdo geralmente marrom ou preta, capaz de reduzir a
sensibilidade dos fungos aos mecanismos de defesa do hospedeiro, tais como estresses
ambientais e parasitérios, radiacdo ultravioleta, agentes oxidantes e gerar resisténcia as drogas
antifungicas como: anfotericina B e caspofungina (NOSANCHUK et al., 2003; TABORDA et
al., 2008; ALMEIDA-PAES et al., 2018). Tanto a forma leveduriforme quanto a miceliar de
H. capsulatum sdo capazes de produzir melanina in vitro e in vivo (NOSANCHUK et al.,
2002).

Além dos mecanismos de viruléncia ja descritos, 0os microrganismos podem formar
biofilmes, que constituem estruturas importantes no desenvolvimento de infeccdes. Ressalta-
se que microrganismos estruturados em biofilmes exibem altos niveis de resisténcia aos
antimicrobianos em funcéo da baixa perfusdo de fa&rmacos, favorecendo o desenvolvimento de
fendtipos resistentes (RAMAGE et al., 2009; CORDERO et al., 2016; PITANGUI et al.,
2016, 2012; SHEN; RAPPLEYE, 2017).

1.9. BIOFILMES

Biofilmes sdo comunidades sésseis de microrganismos que se agrupam de maneira
organizada a um substrato ou que se aderem uns aos outros, e estdo envolvidos por uma
matriz extracelular (MEC) de polissacarideos que eles mesmos produzem (Figura 3). Essas
comunidades se diferem das células livres (plancténicas) em relacdo ao crescimento,
transcricdo de genes e traducdo de proteinas (COSTERTON et al., 1995; DONLAN;
COSTERTON, 2002; MARTINEZ; CASADEVALL, 2015).
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Figura 3. Representacdo esquematica das etapas do desenvolvimento de biofilmes em fungos
filamentosos e leveduriformes. Os estagios de desenvolvimento sdo semelhantes, embora a morfologia
e 0 nimero de estagios sejam diferentes. No primeiro modelo (a), seis foram propostos: (1) incluem a
adsorcdo, (II) adesdo ativa, (IlI) primeira formacdo de microcolénia por germinacdo ou
desenvolvimento de monocamadas, desenvolvimento micelial (IV) e (V) maturacdo de biofilmes e,
finalmente (VI) a dispersdo de conidios ou artroconidios. O segundo modelo corresponde ao
desenvolvimento classico do biofilme de C. albicans (b) que inclui cinco estagios, como em bactérias:
(I) adsorgao, (Il) adeséo, (I1l) formagdo de microcoldnias, (IV) biofilme maduro e (V) dispersao
(Costa-Orlandi et al., 2017).
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C. albicans biofilm
(Pires ¢t al., 2011).

O biofilme proporciona um ambiente estavel protegido pela superficie do substrato e
pela matriz extracelular, desencadeando alta resisténcia aos antimicrobianos, principalmente
em funcgéo da dificuldade de difusdo dos mesmos por meio da matriz extracelular, tornando o
tratamento das infecces relacionadas ao biofilme desafiadoras. Diante deste contexto, a
gravidade destas formacdes resistentes na patogénese da histoplasmose se torna ainda mais
relevante em vista dos relatos recentes que descreveram clinicamente as infecgdes por H.
capsulatum em individuos com dispositivos médicos ou implantes cirurgicos e vasculares que
fornecem um reservatdrio para o desenvolvimento de biofilmes fangicos (RAMAGE;
ROBERTSON; WILLIAMS, 2014; CARRETO-BINAGHI et al., 2015; WU et al., 2017).

O processo de formacdo do biofilme envolve a fase de adeséo reversivel das células,
em que as células planctnicas, por meio de interagdes fisico-quimicas aderem sobre a
superficie bidtica ou abidtica (DAVIES, 2003; WORTHINGTON; RICHARDS;
MELANDER, 2012; MITCHELL et al., 2015), a fase de maturacdo do biofilme que envolve
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mecanismos de interacdo dos microrganismos e producdo de MEC, a fase de consolidacéo do
biofilme, a qual corresponde ao estagio de equilibrio dindmico, onde os microrganismos no
interior dos biofilmes permanecem em constantes adaptacGes as alteracGes ambientais e
finalmente, a fase de dispersdo que est4 associada ao aumento do numero de células no
interior do biofilme e com isso ocorre liberacdo dessas células para a colonizagdo de outros
ambientes (KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; HULTGREN, 2013; BORGHI, 2016).

A estrutura que sustenta um biofilme faz parte de um sistema fortemente regulado,
dependente do sinergismo da expressdo de uma variedade de genes e das condicOes
ambientais durante o processo da infeccdo (RAMAGE et al., 2009; 2012). Esta regulagéo, no
caso das células leveduriformes, ¢ mediada por “quorum sensing” (comunicacdo ceélula-
célula), que é utilizado para controlar algumas caracteristicas do microrganismo, desde as
associadas a sobrevivéncia até as determinantes de patogenicidade (HARDING et al., 2009;
RAMAGE et al., 2009; VILA; LOPEZ-RIBOT, 2016). Neste contexto, para que haja a
comunicacdo entre as células, a MEC contribui fortemente com as forcas coesivas e adesivas
para a estabilidade arquiteténica e mecanica do biofilme, atuando especialmente como uma
“goma” que mantém as células unidas ¢ ligadas a superficie (MITCHELL; KARNOWSKI;
ANDES, 2016).

Com a formacdo completa do biofilme, é possivel observar algumas caracteristicas
importantes do processo, entre elas 0s canais aquosos que permitem o transporte de agua,
nutrientes, metabolitos, a passagem de células planctdnicas, bem como a remocdo de
metabdlitos potencialmente toxicos (WONGSUK; PUMEESAT; LUPLERTLOP, 2016).

Vaérios fungos demonstraram a capacidade de colonizar superficies e formar biofilmes,
incluindo: Candida spp. (HAWSER; DOUGLAS, 1994), Cryptococcus neoformans
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2005), Saccharomyces cerevisiae (Verstrepen; Klis, 2006),
Aspergillus spp. (SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008), Paracoccidioides
brasiliensis (SARDI et al., 2015), Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes
(COSTA-ORLANDI et al., 2014) e H. capsulatum (PITANGUI et al., 2012; BRILHANTE et
al., 2015).

Entretanto poucos estudos correlacionam H. capsulatum e a formacéo de biofilmes.
Nosso grupo revelou pela primeira vez a formagdo dos biofilmes de H. capsulatum
(PITANGUI et al., 2012). Em seguida, outros autores caracterizaram a susceptibilidade
antifangica reduzida de biofilmes de H. capsulatum in vitro frente aos agentes antifingicos

comerciais itraconazol e anfotericina B, bem como a farnesol sozinho e combinado com
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antifungicos, indicando os biofilmes como os provéveis implicadores das infec¢Bes flngicas
recorrentes (BRILHANTE et al., 2015). Neste contexto, estudos prévios publicados também
pelo nosso grupo estabeleceram uma correlagcdo entre o modo de infec¢do de H. capsulatum e
a formacdo dos biofilmes (PITANGUI et al., 2016). Outros autores observaram que a
incorporagdo H. capsulatum com glucanas presentes na capsula de Cryptococcus neoformans
propiciou um aumento da viruléncia e melhor formacdo de “peliculas” semelhantes a

biofilmes, além da producéo de uma matriz extracelular hibrida (CORDERO et al., 2016).

1.10. ABORDAGENS PROTEOMICAS

A analise sistematica em larga escala das proteinas totais de um tecido, 6rgao,
compartimentos celulares ou célula foi introduzida sob o termo protebmica (DOMON;
AEBERSOLD, 2006; OZSOLAK; MILOS, 2011; MUSZKIETA et al., 2013). Este termo foi
introduzido no final do século XX por Wilkins e utilizado para descrever um conjunto
completo de proteinas que sdo expressas e modificadas seguindo a expressdo de todo o
genoma de uma célula, tecido ou organismo (WILKINS et al., 2009; PITANGUI, 2012). A
finalidade da andlise prote6mica é obter a mais completa e integrada visao da biologia através
do estudo de todas as proteinas da célula, em preferéncia a estudar proteinas individuais
(GRAVES; HAYSTEAD, 2002). Além disso, permite a obtencdo de informacdes sobre niveis
de expressao, interacdes proteina-proteina, localizacdo celular, modificacdes pds-traducionais,
entre outras, em funcdo do tempo, tipo celular, espaco, e muitas outras variagdes (ASLAM et
al., 2016). Deste modo, a andlise protedbmica permite evidenciar possiveis alvos que possam
ser selecionados, a fim de auxiliar no desenvolvimento de testes diagndsticos, marcadores
moleculares e propriedades terapéuticas (HEBERT et al., 2014; CHONG et al., 2015).

O répido progresso da protedmica observado nos ultimos anos somente foi possivel
através do desenvolvimento de novas técnicas que incluem a separacdo de proteinas e
peptideos, novos espectrdbmetros de massa e a analise de dados por ferramentas de
bioinformética. Dentre essas novas técnicas a espectrdmetria de massas (MS) surgiu como
uma ferramenta chave para a identificacdo e caracterizacdo de proteinas em larga escala e
atualmente é a base da analise protedmica por consistir em grande variedade de abordagens e
instrumentacdo (VAN OUDENHOVE; DEVREESE, 2013).

O método shotgun € uma destas abordagens, e 0 mais amplamente utilizado devido a
identificacdo e quantificacdo comparativa de proteinas em nivel global, além de ser altamente

especifico e de baixo custo. Além disso, € um método que permite a identificacdo de
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proteinas em uma mistura complexa, utilizando uma combinacédo analitica entre cromatografia
liquida de alta resolucdo (HPLC) e espectrémetria de massas. O nome shotgun é derivado do
sequenciamento de DNA que, por sua vez, teve o nome inspirado no padrdo de tiro
rapidamente expansivo e quase-randomico de espingardas calibre 12 (shotgun). Na
abordagem protedmica por shotgun, as proteinas em uma mistura complexa s&o digeridas por
uma enzima proteolitica e, os peptideos resultantes sdo separados por HPLC. Em seguida,
esses peptideos sdo analisados por espectrémetria de massas via sequenciamento peptidico
por MS/MS para a posterior identificacdo das sequéncias dos peptideos quando submetidas a
uma busca automatica em bancos de dados de proteinas, na busca da identidade da proteina
correspondente, sendo uma técnica capaz de analisar as respostas bioldgicas de centenas de
proteinas simultaneamente permitindo uma visdo relativamente abrangente do metabolismo
celular (CARVALHO; YATES; BARBOSA, 2012; HAMZEIY; COX, 2017; WIDBILLER et
al., 2019).

Por ndo exigir um conhecimento prévio da composi¢do da amostra, esse método tem
sido muito utilizado em experimentos que buscam descobrir o perfil de proteinas expressas
em um organismo, ou tecido, sob uma determinada condigdo (DOMON; AEBERSOLD,
2010). Além disso, essa abordagem vem se tornando uma estratégia de identificacdo poderosa
para aplicacdo na protedbmica quantitativa (ALMEIDA et al., 2020). Quanto aos resultados,
por apresentarem dados robustos torna-se necessario a adicao de estudos utilizando técnicas
de bioinformaética para a devida organizacdo dos mesmos. Segundo Kumar e Mann (2009) a
bioinformética, € um meio de analise funcional de mineracgdo e conjuntos de dados, que levam
a resultados biologicamente interpretaveis. Quando aplicada a protebmica as abordagens de
bioinformética conferem gestdo e alinhamento da enorme quantidade de dados para uma
analise precisa com reprodutibilidade e qualidade. Para interpretar e compreender os dados
gerados, é necessario filtrar e classificar as informac@es obtidas. Neste caso, é realizada uma
andlise funcional das proteinas que foram identificadas com base na conjugagdo do nome da
proteina (LAUKENS; NAULAERTS; BERGHE, 2015).

O uso de abordagens como a protebmica e bioinformatica sdo modalidades
promissoras devido a identificacdo e a compreensdo dos mecanismos pelos quais as proteinas
sdo expressas e que regem o metabolismo em nivel intracelular, sendo um dos maiores
desafios para o desenvolvimento de produtos biotecnolégicos (BABRZADEH et al., 2012;
SCHMIDT; FORNE; IMHOF, 2014).
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A anélise comparativa do proteoma entre células em formato biofilme e células
planctonicas de varios patdgenos bacterianos e fungicos tém sido relatadas (THOMAS;
BACHMANN; LOPEZ-RIBOT, 2006; KLEIN et al, 2012; PARK; SURETTE;
KHURSIGARA, 2014; CALVILLO-MEDINA et al., 2019; BAl et al., 2019). Embora para H.
capsulatum informacgdes a respeito das mudancas nos perfis de proteinas entre células
planctonicas e biofilme ainda ndo foram descritos. Dessa forma, a protedbmica em fungos
patogénicos tem contribuido para um melhor conhecimento dos processos envolvidos na
morfogénese, viruléncia, resposta ao hospedeiro, bem como para o desenvolvimento de
potenciais alvos antifungicos e abordagens terapéuticas (PITARCH et al., 2003). Diante disso,
marcadores bioldgicos podem ser identificados e caracterizados por técnicas proteémicas,
auxiliando no diagnostico precoce de doencgas, como também no acompanhamento do
tratamento (CASH et al., 2002).

Apesar dos esforcos de varios grupos de pesquisa, a patogénese da histoplasmose
ainda apresenta muitas lacunas, desde os mecanismos de interacdo com o hospedeiro, até os
fatores de viruléncia (ADENIS; AZNAR; COUPPIE, 2014). Recentemente, um dos maiores
desafios relacionados ao tratamento de doengas causadas por microrganismos, sejam eles por
fungos ou ndo, é a formacdo de biofilme. Essas comunidades de microrganismos sao
consideradas importante fator de viruléncia para diversos fungos (RAMAGE et al., 2012;
SARDI et al., 2015; COSTA-ORLANDI et al., 2017). Células de comunidades sésseis podem
modular a atividade metabodlica, a dorméncia e as respostas ao estresse, fatores que destacam
a importancia de compreender as propriedades da formacdo dessas comunidades para a
investigacdo de novos alvos terapéuticos (PERCIVAL et al., 2012; PITANGUI et al., 2012;
MITCHELL et al., 2015, COSTA-ORLANDI et al., 2017).

De acordo com a existéncia de poucos estudos relacionados a habilidade de H.
capsulatum na formacéo dos biofilmes (PITANGUI et al., 2012; BRILHANTE et al., 2015),
dar continuidade aos estudos dessas comunidades é de extrema importancia, uma vez que esse
fungo é sistémico e a extensdo das mudancas ambientais e nutricionais ndo foi investigada na
formacdo desses biofilmes. Sendo assim, este trabalho objetiva verificar a influéncia dos
nutrientes presentes nos meios de cultura BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI, além das
condigdes de incubagdo em aerobiose e microaerofilia na formacéo do biofilme por diferentes
cepas de H. capsulatum usando técnicas colorimétricas e técnicas microscopicas, a fim de
descobrir as melhores condi¢des para o estudo desses biofilmes in vitro e melhorar a

compreensdo da possivel formacdo dessas comunidades in vivo. Adicionalmente, o
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conhecimento dos mecanismos e processos celulares na formacdo desses biofilmes s&o
aspectos cruciais na compreensdo dos mecanismos de viruléncia de H. capsulatum. Por outro
lado, o estudo do proteoma em ceélulas de biofilme e ap6s a infec¢do em macrofagos sdo uma
necessidade urgente, pois a identificacdo de proteinas exclusivas nessas condi¢des podera
auxiliar na busca de potenciais alvos antifungicos, podendo estabelecer novas estratégias
terapéuticas para a histoplasmose, uma vez que a persisténcia destas infeccGes pode estar

associada aos supostos biofilmes intracelulares.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a formacdo de biofilmes por diferentes cepas de H. capsulatum em
diferentes meios de cultura e atmosferas de Oz, bem como identificar proteinas exclusivas em
celulas planctonicas, biofilme maduro e em células do biofilme recuperadas da infecgdo em

macrofagos alveolares murinos por anélise protebmica utilizando o método shotgun.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a curva de crescimento de células plancténicas de H. capsulatum em diferentes
meios de cultura e atmosferas de Oy;

e Caracterizar a formagao de biofilmes in vitro pelas diferentes espécies de H. capsulatum,
verificando a influéncia de diversos meios de cultura e atmosferas de Oz no
desenvolvimento dessas comunidades, através da quantificacdo da viabilidade celular,
formacéo da biomassa e polissacarideos (MEC), bem como sua topografia;

e Avaliar o padrdo de infeccdo de células planctonicas e derivadas do biofilme de H.
capsulatum em macrdfagos das linhagens AMJ>-C11, bem como quantificar a interagcdo
em ambas as condicBes pela contagem de unidade formadoras de colénias por mL
(UFC/mL);

o Verificar e caracterizar a formacdo de biofilme in vitro em pH acido, mimetizando o
ambiente intracelular macrofagico pela cepa EH-315 de H. capsulatum;

e ldentificar proteinas exclusivas em células plancténicas e biofilme, bem como em
células do biofilme recuperadas da infeccdo em macréfagos das linhagens J774 A1,

e Classificar funcionalmente em categorias as proteinas obtidas envolvidas no biofilme e

na interacdo dos biofilmes com macrdfagos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MICRORGANISMOS

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas duas cepas de referéncia de H.
capsulatum, cepa G217B (ATCC 26032), sem a-1,3-glucana na superficie da célula de
levedura, cedida gentilmente pelo professor Dr. Allan Jefferson Guimardes da Universidade
Federal Fluminense (UFF) do Rio de Janeiro e cepa G186A (ATCC 26029), cedida pela
professora Dra. Roseli Maria Zancopé Oliveira da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio
de Janeiro. A terceira cepa empregada é a EH-315, cedida em colaboracdo com o grupo de
pesquisa liderado pela professora Dra. Maria Lacia Taylor da UNAM (Universidade Nacional
do México). Essa cepa foi isolada do intestino de morcego infectado do genéro Mormoops
megalophylla, capturado em uma caverna no estado de Guerrero no México, depositada na
Colecdo de Culturas de H. capsulatum do Laboratério de Imunologia de Fungos do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Nacional Auténoma do México (UNAM) e registrada no banco de dados da Federacédo
Mundial para Cole¢do de Culturas sob o nimero LIH-UNAM WDCM817. De acordo com a
categorizacao filogenética, no presente trabalho de tese de doutorado, foi estudada a espécie
linhagem humana H81 (G186A), a espécie Nam2 (G217B) e a espécie BAC-1, atualmente
Nam3 (EH-315).

A fase leveduriforme de cada cepa foi mantida em meio F-12 Nutrient Mixture
(Ham-F12) (Gibco) suplementado com glicose (18.2 g/L) (Synth), acido glutdmico (1 g/L)
(Synth), Hepes (6 g/L) (Sigma-Aldrich), e L-cisteina (8.4 mg/L) (Synth), e incubadas a 37°C
por 5 dias sob agitacédo (150 rpm).

3.2. REVERSAO DA FORMA MICELIAR PARA A LEVEDURIFORME

Como as cepas estavam armazenadas em sua forma filamentosa, foi necesséria a
reversao para a forma leveduriforme. A manutencdo da fase miceliar foi feita em &gar
Sabouraud dextrose (Difco, BD biosciences) acrescido de cloranfenicol 0,1% e incubadas a
temperatura de 28°C. Para a conversdo das células leveduriformes, os micélios foram
subcultivados em agar Brain Heart Infusion (BHI-broth) (Kasvi), suplementado com 10% de
sangue de carneiro e 1% de L-cisteina. Os tubos foram incubados a 37°C em microaerofilia,

com repiques subsequentes até a total reversdo (FRESSATTI et al., 1992).
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3.3. INFECC}AO E REISOLAMENTO DE H. capsulatum APOS PASSAGEM EM
MONOCAMADAS DE FIBROBLASTOS DE PULMAO (MRC-5)

Ap0s o0 processo de reversdo e 0s repigques consecutivos, monocamadas de fibroblastos
de pulmio MRC-5 (ATCC® CCL-171™), provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ), foram infectadas com as cepas de H. capsulatum EH-315 e G186A para a
manutencdo de sua viruléncia. As linhagens celulares foram mantidas em garrafas proprias
para cultivo de células, juntamente com o0 meio Dulbecco’s Modified Eagle’s médium
(DMEM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Cultilab, Brasil) e incubadas em estufa em condicdes padréo (37°C, 5% de COx,
umidificado) por 24 horas, para total adesdo das células. O fungo foi subcultivado em caldo
BHI suplementado com 1% de glicose e 0,1% de L-cisteina e incubado a 37°C, sob agitacdo
(150 rpm) por 120 hrs (Pitangui et al., 2012). As células fungicas foram lavadas 3 vezes com
Phosphate-buffered saline (PBS) pH 7,2 estéril e, ap0s, foi preparada uma suspensdo fungica
no meio DMEM acrescido de SFB de modo a se obter uma concentragdo celular de 1 x 10°
leveduras/mL.

Para a infeccdo, o meio de cultura das células foi removido e 3 mL de meio novo
foram adicionados, juntamente com 1 mL da suspensdo fungica. As garrafas foram incubadas
por 72 hrs nas mesmas condicBes anteriores (37°C, 5% de CO2, umidificado). ApoOs esse
periodo, o sobrenadante foi desprezado e as células infectadas foram lavadas 3 vezes com
PBS estéril. Foram acrescentados 2 mL de agua milli-Q estéril refrigerada por 5 minutos para
que houvesse lise das células. O lisado foi plaqueado em tubos de &gar BHI suplementado
com 1% de glicose e 0,1% de L-cisteina, que, em seguida, foram incubados a 37°C em
microaerofilia até o seu crescimento (BRUMMER et al., 1990; ANDREOTTI et al., 2005;
DEL VECCHIO et al., 2009; SILVA et al., 2015).

3.4. CURVA DE CRESCIMENTO

As curvas de crescimento das cepas de H. capsulatum EH-315 e G186A em diferentes
meios foram realizadas de acordo com Goughenour et al., 2015 com modificagdes.
Inicialmente, para preparacdo do inoculo, as leveduras obtidas a partir do reisolamento de
monocamadas de fibroblastos de pulmdo foram suspensas em PBS estéril, homogeneizadas,
contadas em camara de Neubauer e ajustadas a concentracio de 1 x 10° leveduras/mL nos
meios [BHI suplementado com 1% de glicose e 1% de L-cisteina, Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) com L-glutamina, acrescido de 2% de glicose, sem bicarbonato de
sodio e tamponado com MOPS (Sigma-Aldrich), DMEM suplementado com 10% de SFB e
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HAM-F12 suplementado como descrito no item 3.1]. Em seguida, 200 uL das suspensdes
fangicas preparadas dos diferentes meios foram adicionados a placas de 96 pocos (Kasvi),
que, posteriormente, foram incubadas a 37°C em aerobiose com agitacdo de 150 rpm e em
microaerofilia formada em jarra com vela (MANDAL et al., 2014 e CARR et al., 2015), sem
agitacdo por um periodo de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 hrs. As andlises foram feitas de
trés maneiras: por meio de densidade Optica no comprimento de onda de 530nm; por
contagem de células viaveis pela coloracdo com azul de Tripan e atraves da contagem de
unidades formadoras de colbnias por mililitro (UFC/mL), possibilitada pelo plagueamento
em agar BHI suplementado com 1% de glicose, 0,1% de L-cisteina, acrescidos de

cloranfenicol 0,1%.

3.5. CARACTERIZACAO DA FORMACAO DOS BIOFILMES DE H. capsulatum EM
DIFERENTES CONDIC}OES DE NUTRIENTES E ATMOSFERAS DE O2

Apos os resultados da curva de crescimento e a verificagdo do melhor meio, o fungo
foi subcultivado, a partir do agar BHI, em meio HAM-F12 suplementado e incubado a 37°C,
sob agitacdo (150 rpm) por cinco dias (fase exponencial de crescimento) (ALLENDOERFER,;
BIOVIN; DEEPE, 1997; NOSANCHUCK et al., 2003; BALTAZAR et al., 2018;
GUIMARAES et al., 2019). O contelido foi dispensado em tubos conicos de 50 mL
(Corning), que foram centrifugados a 5000 rpm, a temperatura de 30°C por 10 min. O
sobrenadante contendo o meio foi removido e os pellets foram lavados 3 vezes apds a
centrifugacdo com PBS estéril. Apds as lavagens, as células foram ressuspendidas em PBS
estéril, homogeneizadas em vortex, contadas na cdmara de Neubauer e a viabilidade celular
foi verificada utilizando o azul de Tripan na proporcao de 1:1. Certificado ao menos 90% de
viabilidade, as células foram contadas e novas suspensdes fungicas foram preparadas em PBS
estéril, de modo a atingir uma concentracéo final de 5 x 10° leveduras/mL (PITANGUI et al.,
2012). Duzentos microlitros foram adicionados as placas de 96 pocgos (Kasvi), que foram
incubadas por 12 h periodo de pré-adesdo (tempo pré-estabelecido) em duas condicdes
(aerobiose, a 37°C com agitacdo a 150 rpm e em atmosfera de microaerofilia formada em jarra
com velas (MANDAL et al., 2014; CARR et al., 2015), a 37°C, sem agitacdo). Ap0Os 0S
periodos de pré-adesdo, os sobrenadantes foram removidos e as células foram lavadas com
PBS esteéril para a remocgéo das células ndo aderentes. Por fim, 200 pL de diferentes meios de
cultura (BHI, HAM-F12, DMEM + SFB e RPMI-1640), foram adicionados aos pocos das
placas, que foram novamente incubadas a 37°C nas mesmas condigdes mencionadas
anteriormente por um intervalo de tempo de 24 a 168 hrs (COSTA-ORLANDI et al., 2017).
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3.5.1. Determinacéo da viabilidade celular do biofilme pelo ensaio de redugdo do XTT

A viabilidade celular dos biofilmes formados nos diferentes meios e condicbes de
aerobiose e microaerofilia, foi verificada por meio do ensaio de reducdo de XTT [2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-(2H)-tetrazolio-5-carboxanilida]. As células foram preparadas em
placas de 96 pocos, conforme o item 3.5. Apos 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 hrs de
incubacdo, os sobrenadantes dos biofilmes formados nos diferentes meios e estagios de
desenvolvimento foram removidos e as células foram lavadas com PBS estéril para a remocéo
do excesso de meio de cultura, bem como das células ndo aderentes. Foram preparadas
solucbes de XTT (Thermo Fisher Scientific) (1 mg de sal/mL de PBS) e menadiona (Sigma-
Aldrich) (ImM em PBS). Em seguida, 50 pL de solugdo de XTT + 4 uL de solucdo de
menadiona foram adicionados aos pocos das placas, que posteriormente foram incubadas a
37°C por 3 hrs. As placas foram lidas em espectrofotometro Biotek Epoch™2 e a densidade
Optica foi verificada no comprimento de onda de 490nm. Em presenca de atividade
metabolica, o sal de tetrazolio é convertido a sais de formazana, resultando em alteracdo
colorimétrica (amarelo para laranja) que se correlaciona com a viabilidade celular. Em todos
os experimentos, o meio HAM-F12 isento da formagdo de biofilme foi incluido como
controle negativo (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; PITANGUI et al., 2012; COSTA-
ORLANDI et al., 2014).

3.5.2. Quantificacdo da biomassa pela coloracdo com Cristal Violeta

A quantificacdo da massa total dos biofilmes foi conduzida por coloragdo com cristal
violeta. Os biofilmes foram formados de acordo com o descrito nos itens 3.5. e 3.5.1. Apés a
incubacdo, os meios de cultura foram removidos e 200 pL de metanol foram adicionados aos
poc¢os por 15 min. O sobrenadante foi aspirado e as placas foram submetidas a secagem em
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados a cada po¢o, 200 pL de solucéo de
cristal violeta (Dindmica) a 0,1% por 20 min. Apos esse periodo, os sobrenadantes foram
aspirados e os pogos foram lavados com agua destilada estéril até que o excesso de coloragéo
fosse removido e os biofilmes foram descorados pela adicdo de 200 pL de &cido acético
(Synth) a 33%. Por fim, as placas foram lidas em espectrofotdmetro Biotek Epoch™2, no
comprimento de onda de 570nm (Marcos-Zambrano et al., 2014; Oliveira et al., 2018). Os
valores da absorbancia serdo proporcionais a quantidade de biomassa do biofilme,
compreendida por leveduras e MEC (quanto maior a quantidade de material bioldgico, maior
a coloracdo e o valor da absorbancia) (COSTA-ORLANDI et al., 2014).
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3.5.3. Quantificacdo do material polissacaridico pela coloragdo com Safranina

O material polissacaridico dos biofilmes foi quantificado pela coloracdo com
safranina, conforme descrito por Seidler; Salvenmoser; Muller (2008) e Costa-Orlandi et al.,
2014. Apos os intervalos de tempo, os meios de cultura foram removidos e 50 L de solucéo
de safranina a 1% foram adicionados aos pogos por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado e as placas foram lavadas com 200 pL de solucdo salina estéril a
0,85%, até que os sobrenadantes ficassem limpidos. Por fim, as placas foram lidas em

espectrofotometro Biotek Epoch™?2, no comprimento de onda de 492nm.

3.5.4. Analise morfoldgica dos biofilmes

O desenvolvimento dos biofilmes formados nos diferentes meios de cultura e
atmosferas de O foi observado nos tempos de 12, 24, 48 72, 96, 120, 144 e 168 hrs por meio
de microscopia dptica no equipamento In cell Analyzer 2000 (GE Healthcare). A analise das
imagens foi realizada pelo software In Cell Investigator Image Analysis (PITANGUI et al.,
2012; COSTA-ORLANDI et al., 2014).

3.5.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a MEV, os biofilmes foram formados em placas de 24 pocos (Kasvi) e as
amostras foram processadas conforme descrito por Martinez e Fries (2010) e Costa-Orlandi et
al., 2014, com pequenas modificacdes. Apos a maturacdo, os biofilmes foram lavados trés
vezes com PBS estéril para remover células ndo aderentes. As comunidades foram
posteriormente fixadas com adicdo de 800 puL de solucdo de glutaraldeido 2,5% (Sigma-
Aldrich) e as placas incubadas sob refrigeracdo a 4°C por 24 hrs. Apés esse periodo, foram
realizadas trés lavagens com solucédo salina estéril 0,85%. As amostras foram posteriormente
desidratadas com concentracGes crescentes de etanol (Vetec) (25-100%) e secas a temperatura
ambiente. O fundo das placas foi cortado com bisturi e, antes da analise ao microscopio
eletrénico de varredura, as amostras foram montadas em cilindros de aluminio com prata e
colocadas em evaporador de alto vacuo para o revestimento de ouro. As caracteristicas
topograficas dos biofilmes foram analisadas em microscopio eletrénico de varredura (Jeol
6610LV Scan JSM- da Faculdade de Odontologia da UNESP de Araraquara, SP, Brasil).
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3.6. ENSAIOS DE INTERACAO ENTRE MACROFAGOS ALVEOLARES AMJz-C11
E CELULAS PLANCTONICAS E DERIVADAS DE BIOFILME DE H. capsulatum

3.6.1. Cultura de células AMJ2-C11

Os macrdfagos alveolares murinos AMJ-C11 (ATCC ® CRL-2456), obtidos do Banco
de Células do Rio de Janeiro séo originados de camundongos da espécie Mus musculus. As
células foram mantidas em garrafas proprias para a cultura de células e em meio DMEM
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Campinas, S&o Paulo, Brasil). As garrafas foram incubadas a 37°C, com atmosfera

umidificada com 5% de CO3, até obter 90% de confluéncia.

3.6.2. Infeccdo de macrofagos AMJ2-C11l por células plancténicas e derivadas de
biofilme de H. capsulatum

Estes ensaios foram realizados a fim de verificar a interacdo de células derivadas de
biofilme da cepa H. capsulatum EH-315 em macro6fagos, para posterior analise protedmica da
infeccdo.

Ap6s a obtencdo da confluéncia, as células foram lavadas, centrifugadas,
ressuspendidas e contadas em hemocitdmetro. As suspensdes foram preparadas em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB, de modo a obter uma concentracdo celular de 5 x
103 macrdfagos/poco. Cerca de 500 e 200 pL do volume correspondente foi distribuido em
placas de 24 pogos (contendo laminulas redondas estéreis) e 96 poc¢os, respectivamente. As
placas foram incubadas a 37°C, com atmosfera umidificada com 5% de CO: por 24 hrs para a
adesdo das células.

O fungo sob condicdes planctbnicas e de biofilme foi cultivado conforme descrito no
item 3.5. Em seguida, as células foram preparadas, os biofilmes desfeitos com o auxilio de
vortex e as células provenientes dos dois fendtipos foram centrifugadas, lavadas com PBS
estéril, contadas em hemocitdémetro e ressuspendidas em meio DMEM com 10% de SFB, de
forma a obter uma concentracio de 5 x 10 leveduras/pogo na placa (PITANGUI et al., 2016).
As placas foram incubadas a 37°C, em diferentes tempos de infecgdo: 15 min, 1 h, 5 hrs e 24
hrs. Apos cada periodo de incubacdo, o sobrenadante foi removido e 0s pogos foram lavados
trés vezes com PBS estéril para remocao de células ndo internalizadas. A interacdo das células
planctonicas e derivadas do biofilme de H. capsulatum com os macrofagos foi observada no
equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare), em magnificacdo de 10X e pelo microscopio
confocal de varredura a laser Zeiss LSM 800 da Faculdade de Odontologia da UNESP de
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Araraquara em magnificagdo de 63X. A interacdo também foi quantificada de forma
comparativa para ambas as condicdes através da contagem de unidades formadoras de

colénias por mililitro (UFC/mL).

3.6.3. Imunofluorescéncia Indireta

As monocamadas infectadas e seus respectivos controles (monocamadas sem infecgéo,
e a suspensdo fangica) foram fixadas com 200 e 500 pL de solucdo de paraformaldeido a 4%
a temperatura de 4°C, “overnight”. Em seguida, os pocos foram lavados trés vezes com PBS
estéril, e as células foram permeabilizadas com Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a 0,5%
durante 30 min a temperatura ambiente. Apds esse periodo o sobrenadante foi removido e foi
adicionada uma solucdo de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) a 2%,
seguido de incubacdo por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, os pocos foram
lavados novamente com PBS esteril, o sobrenadante foi removido e foi adicionado o
anticorpo primario monoclonal anti-Hsp60 (10 pg/mL), diluido em BSA 2%, seguido de
incubacdo por 1 h a temperatura ambiente. Esse anticorpo foi gentilmente cedido pelo Dr.
Joshua Nosanchuk, dos Departamentos de Doencas Infecciosas e de Microbiologia e
Imunologia da Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY, Estados Unidos. Em seguida,
foram realizadas trés lavagens com PBS estéril e foi adicionado o anticorpo secundario goat
anti-mouse 1gG conjugado com Alexa Fluor®594 (Thermo Fisher Scientific) (1 pg/mL) por 1
h, com incubacdo a temperatura ambiente. Subsequentemente, foi adicionado FITC (Sigma-
Aldrich) (0,5 mg/mL) por 1 h & temperatura ambiente, seguido do corante bisbenzimida,
Hoechst 34580 (Sigma-Aldrich) (0,5 pg/mL) por 15 min, a 37°C. Por fim, foram realizadas
trés lavagens com PBS estéril a fim de remover o excesso de coloracdo. As laminulas contidas
nos fundos das placas foram cuidadosamente retiradas dos pocos e vertidas sob 4 pyL de
Fuoromount-G (Sigma-Aldrich), depositado previamente sobre laminas de microscopia. As
imagens foram feitas no microscépio de fluorescéncia confocal Zeiss LSM 800 e processadas
através do software ZEN 3.3 blue edition e no equipamento In Cell Analyzer 2000 (GE
Healthcare) e analisadas pelo software In Cell Investigator 1000 Workstation (PITANGUI et

al., 2016 com modificag¢des). Dois experimentos independentes foram realizados.
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3.6.4. Taxa de infeccdo de células planctbnicas e derivadas de biofilme de H. capsulatum
em macrofagos AMJz-C11 por contagem de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL)

Os ensaios foram realizados conforme descrito no item 3.6.1 e 3.6.2. Apds cada
periodo de incubacgdo, o sobrenadante foi removido e os pocos foram lavados trés vezes com
PBS esteéril para remocdo de leveduras ndo internalizadas. Os macréfagos foram lisados pela
adi¢do de 500 pL de agua gelada estéril, por 10 min. As leveduras foram recuperadas por
centrifugacdo a 5000 rpm, a temperatura de 30°C por 10 min, plaqueadas em &gar BHI
suplementado com 0,1% de cisteina, 1% de glicose, 0,1% de cloranfenicol e incubadas a 37°C
por aproximadamente 2 semanas (CHAVES et al., 2019 com modifica¢bes). A condicdo
controle foi obtida incubando 5 x 10 células de leveduras em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB por 24 hrs a 37°C com 5% de CO». Os ensaios foram conduzidos em

triplicata, em trés experimentos independentes.

3.7. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME DE H. capsulatum EM pH &cido

O ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.5. Em resumo, o fungo foi
cultivado em meio HAM-F12 suplementado e incubado a 37°C, sob agitagdo (150 rpm) por 5
dias. Os indculos foram preparados em PBS estéril de modo a atingir uma concentragéo final
de 5 x 10° leveduras/mL. Em seguida, 200 pL e 1000 pL do inéculo foram adicionados a
placas de 96 e 24 pocos, respectivamente. As placas foram incubadas a 37°C, por 12 horas,
sem agitacdo, para que fosse realizada a pré-adesdo do biofilme. Apos esse periodo, 0
sobrenadante foi gentilmente removido dos pocos, e os mesmo foram lavados por cerca de 2
vezes com PBS estéril para remogdo das células ndo aderentes. Por fim, 200 puL e 1000 pL de
meio HAM-F12 (pH 4.5) foram adicionados aos po¢os das placas de 96 e 24 pocos, que
foram novamente incubadas a 37°C por 24 & 168 hrs (GONCALVES et al., 2020).

3.7.1. Determinacéo da viabilidade celular do biofilme pelo ensaio de reducédo do XTT

A viabilidade celular dos biofilmes formados em diferentes condic@es fisioldgicas de
pH e diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas) foram verificadas
atrves do ensaio de reducdo de XTT [2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-(2H)-tetrazélio-
5-carboxanilida]. Para o teste, foram preparadas solu¢fes-estoque de XTT (1 mg de sal/mL de
PBS) e menadiona (ImM em PBS). Em seguida, 50 uL de solu¢do de XTT + 4 pL de solugdo
de menadiona foram adicionados aos pogos das placas de 96 pogos e incubadas a 37°C por 3

hrs. A mudanga colorimétrica foi medida utilizando um espectrofotdometro Biotek Epoch™?2
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na densidade dptica de 490nm. Em todos os experimentos, 0 meio HAM-F12 (pH 4.5) isento
da formacéo de biofilme foi incluido como controle negativo (MARTINEZ; CASADEVALL,
2006; PITANGUI et al., 2012; COSTA-ORLANDI et al., 2014).

3.7.2. Quantificacdo da biomassa do biofilme por colora¢do com Cristal Violeta

Para a quantificacdo da biomassa, os biofilmes foram formados em placas de 96
pocos, em meio HAM-F12 (pH 4.5), até a maturacdo. Em seguida, o meio de cultura foi
retirado de cada poco e as células aderidas lavadas trés vezes com PBS estéril. Apds, 200 pL
de metanol foram adicionados aos pocos por 15 min. O sobrenadante foi aspirado e as placas
foram submetidas a secagem em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados a
cada poco, 200 pL de solucdo de cristal violeta a 0,1% por 20 min. Ap0s esse periodo, 0s
pocos foram novamente lavados com agua até que o excesso de coloracao fosse removido e 0s
biofilmes foram descorados pela adicdo de 200 L de acido acético a 33%. Por fim, as placas
foram lidas em espectrofotdometro Biotek Epoch™2, no comprimento de onda de 570nm

(MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014; Oliveira et al., 2018).

3.7.3. Quantificacdo do material polissacaridico do biofilme pela coloracdo com
Safranina

O material polissacaridico produzido pelos biofilmes foram quantificados pela
coloracdo com safranina, conforme descrito no item 3.5.3. Ap0s os intervalos de tempo, 0s
meios de cultura foram removidos e 50 pL de solucdo de safranina a 1% foram adicionados
aos pocos por 5 min. Em seguida, os pogos foram lavados com 200 pL de solucdo salina
estéril a 0,85%, até que os sobrenadantes ficassem limpidos. Por fim, as placas foram lidas em

espectrofotometro Biotek Epoch™2, no comprimento de onda de 492nm.

3.7.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a MEV, o biofilme formado nas laminulas em pH &cido, foi processado conforme
descrito no item 3.5.5. ApGs a maturacédo, os pogos foram lavados trés vezes com PBS esteril
e os biofilmes foram fixados com 800 uL de solugdo de glutaraldeido 2,5% por 24 hrs a 4°C.
As amostras foram novamente lavadas e desidratadas com concentragdes crescentes de etanol
(25-100%) e secas a temperatura ambiente. Os fundos das placas foram cortados com a ajuda
de um bisturi e, antes da analise ao microscépio eletrénico de varredura, as amostras foram
montadas em cilindros de aluminio com prata e colocadas em evaporador de alto vacuo para o

revestimento de ouro e entdo, as caracteristicas topograficas dos biofilmes foram analisadas
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em microscopio eletrnico de varredura (Jeol 6610LV Scan JSM- da Faculdade de
Odontologia da UNESP de Araraquara, SP, Brasil).

3.8. ANALISE PROTEOMICA

3.8.1. Culturas plancténicas e formacao de biofilmes de H. capsulatum

Para a verificacdo do perfil protedmico foi utilizada a cepa EH-315 de H. capsulatum.
O fungo sob condicdes planctonicas e de biofilme foi cultivado como descrito nos itens 3.1 e
3.5, respectivamente. Os biofilmes foram formados nos fundos de placas de 24 pocos,
enquanto que as células planctonicas em erlenmeyers. Apds a maturacdo dos biofilmes, o
meio de cultura foi removido e foram feitas trés lavagens com PBS estéril para remocéao de
células ndo aderentes. Posteriormente, foi adicionado tampéo Tris-HCI 20mM (pH 8,8) nos
pocos, e o biofilme aderido foi raspado com o auxilio de ponteiras e transferido para tubos de
fundo conico de 50 mL (PIRES et al., 2016). Para a cultura planctdnica, as células foram
cultivadas por 144 horas a 37°C com agitacdo (150 rpm) em 200 mL de meio de cultura
HAM-F12. Apos o periodo de incubacgéo, o contetudo do erlenmeyer foi transferido para tubos
conicos de 50 mL. Ambas as amostras foram centrifugadas, lavadas duas vezes com PBS
esteril e armazenadas a -80°C.

3.8.2. Cultura de células J774 A.1

Nos ensaios de protedmica foi utilizada a linhagem celular de macréfagos alveolares
murinos J774 A.1 (ATCC ® TIB-67) originadas de camundongos Mus musculus, gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP. Estas foram cultivadas em garrafas proprias
para cultivo de células, juntamente com o meio DMEM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA), contendo 10% de SFB (Cultilab, Campinas, Séo Paulo, Brasil). As garrafas de cultura
foram mantidas a 37°C com atmosfera umidificada com 5% de CO até obter 90% de

confluéncia.

3.8.3. Infeccdo de macrofagos alveolares J774 A.1 por células derivadas de biofilme de
H. capsulatum

Apos a obtencdo da confluéncia, as células foram raspadas com o auxilio de cell
scraper (Kasvi) e lavadas com PBS estéril. As células foram ressuspensas em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB para serem contadas em cadmara de Neubauer, de modo a

obter uma concentragdo de 1 x 10° macrofagos/poco na placa. Trés mil microlitros da
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suspensdo de J774 A.1 foram semeados em placas de 6 pogos (TPP®, Trasadingen,
Switzerland), incubados a 37°C, com atmosfera umidificada com 5% de CO,. Apds 24 hrs de
incubacdo o0 meio de cultivo foi removido e um meio novo contendo uma mistura de DMEM
e phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 150 ng/mL foi
adicionado aos pogos por 1 h para ativagdo dos macrofagos. Posteriormente, o sobrenadante
foi removido e cada poco foi inoculado com 3.000 pL da suspensdo padronizada de 5 x 10°
leveduras/mL de células derivadas de biofilme de H. capsulatum em DMEM sem
suplementos. Os macrofagos alveolares foram infectados em uma Multiplicidade de Infecgdo
(MOQI) de 5 leveduras para cada macréfago (5:1) (Fecher et al., 2016; Friedrich et al., 2019;
GUIMARAES et al., 2019). As placas foram entfo incubadas por mais 24 hrs nas mesmas
condicdes. Apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi removido e os pocos foram
lavados suavemente trés vezes com PBS estéril, para remocdo de leveduras ndo
internalizadas. Cerca de 1.000 uL de &gua gelada estéril foram adicionados em cada poco das
placas de 6 pocos por 10 min, para que ocorresse a lise dos macrofagos. Finalmente, as
células foram transferidas para tubos de 50 mL, centrifugadas a 8.000 rpm por 10 min, 4°C e
armazenadas em freezer -80°C. A condicdo controle foi obtida incubando 5 x 10° células
derivadas de biofilme de H. capsulatum em meio DMEM sem suplementos por 24 horas a
37°C com 5% de CO2 (PARENTE-ROCHA et al., 2015; CHAVES et al., 2019).

3.8.4. Obtencao de extratos proteicos

Os extratos proteicos resultantes das condices a serem analisadas (células
planctonicas, células provenientes de biofilme e células de biofilme recuperadas da infeccéo
em macrofagos) foram obtidos por macera¢do mecanica em almofariz de porcelana contendo
nitrogénio liquido. Em seguida, tampéo de lise celular 20mM Tris-HCI (pH 8,8), mix de
inibidores de proteases (GE, Healthcare), PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma
Aldrich) e pérolas de vidro (5 mm) foram adicionadas. As amostras foram submetidas a
agitacdo em vortex cinco vezes por 1 min cada, intercalados com 1 min de incubacdo em
banho de gelo. O lisado foi entdo centrifugado a 5.000 rpm por 15 min a 4°C (ALMEIDA et
al., 2020 com modificacbes). Apos a centrifugacdo, os sobrenadantes foram coletados e a eles
foi adicionada uma solucdo de acido tricloroacético (TCA) 10% em Acetona 90% v/v. As
amostras foram mantidas “overnight” a 4°C para precipitagdo proteica. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 min a 4°C, e ap06s esse periodo o

precipitado das amostras foi coletado, liofilizado e estocado a -80°C.
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As concentragdes proteicas foram determinadas pelo método de Bradford e validadas

por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (1D SDS-PAGE).

3.8.5. Determinacéo da concentracdo de proteinas totais: Método de Bradford

A determinacdo da concentracdo de proteinas presentes nos extratos proteicos obtidos
conforme descrito no item 3.7.4 foi realizado pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Em
resumo, 5 ul do extrato proteico e 250 pl do reagente de Bradford que consiste em uma
mistura de Comassie G-250 a 0,01% (m/v), 4,75% (v/v) de etanol e 8,5% (v/v) de &cido
fosférico, foram adicionados aos pocos das placas de 96 pogos e deixada em repouso por 10
min a temperatura ambiente. Apds o tempo de reacdo, foi determinada a absorbancia das
amostras no comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdbmetro Biotek Epoch™2. As
concentracdes das proteinas foram determinadas utilizando-se uma solucdo de albumina de

soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) como padréo.

3.8.6. Andlise do perfil proteico por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Os perfis proteicos foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio, SDS-PAGE, sob condicGes redutoras, utilizando sistema de tampéo
descontinuo de Laemmli (1970); Studier (1973). Os componentes foram primeiramente
separados em gel a 12% e em gel de empilhamento a 5% de acrilamida. Para a preparacao
desse gel foi usada solugédo estoque com 30% acrilamida e 0,8% bis-acrilamida. Para o gel de
separacdo a polimerizacdo foi feita em solugcdo com 1,5M de Tris- HCI, pH 8,8 e 0,4% de
SDS, em presenca de 0,1%v/v de N, N, N’, N’- tetrametiletilenodiamida (TEMED) e 0,1% de
persulfato de aménio. O gel de empilhamento foi polimerizado em presenca de 0,5M de
TrisHCI pH 6,8 e 0,4% de SDS, além de 0,1% de persulfato de aménio e 0,05% v/v de
TEMED. Para o preparo da amostra foram utilizados 35ug de proteina de acordo com a
quantificacdo, diluidos em tampéo de amostra (1:4), que é composto de 62,5mM de Tris-HCI
[tris (hidroxi-metil) aminometano] pH 6,8, 2% de SDS, 10% de glicerol, 0,5M de ditiotreitol e
0,002% de bromofenol. As proteinas foram dissociadas em banho maria por 3 min. A corrida
eletroforética foi realizada com tampdo composto por Tris 0,075M, glicina 0,57M e SDS
0,1%, pH 8,3, e a voltagem utilizada foi 10mA (80V) até a penetracdo no gel de separacgéo, e a
seguir a 20mA (120V) até o final do gel. A revelacdo do gel foi feita utilizando Azul de

Coomassie G-250, para visualizagdo do perfil de bandas especifico.
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3.8.7. Digestdo enzimatica

As digestdes proteicas foram realizadas como descrito por (MURAD et al., 2011),
com algumas modificacdes. Volumes correspondentes a 200 pg de proteina total foram
submetidos a digestdo. As amostras foram inicialmente ressuspensas em 20 uL de uma
solucdo contendo bicarbonato de amonio 50 mM, ureia 7,5 M, posteriormente, adicionou-se
10 pl de agente redutor ditiotreitol (DTT) (GE Healthcare) a 100 mM. As amostras foram
incubadas a 37°C por 60 min. Em seguida adicionou-se 10 uL de iodoacetamida 400 mM,
durante 60 min & temperatura ambiente, no escuro. Em sequéncia, para diluicdo das amostras
foram adicionados 484 uL de tampdo bicarbonato de aménio 100mM e 0,6 uL de cloreto de
calcio (CaClz) 1M. A digestdo das proteinas foi realizada pela adi¢cdo de 30 pL de uma
solucdo de tripsina (0,05 pg/ pl) (Promega) e incubacédo a 37°C, por 16 horas. Apoés, 5 uL de
acido férmico foi adicionado as amostras, para interromper a reacdo da tripsina. Finalmente,
apo6s a digestdo, os peptideos foram dessalinizados em coluna SEP-PAK C18 (Waters),
submetidos a secagem em concentrador de amostras do tipo Speed Vac (Concentrator Plus

Eppendorf) e estocadas a -20°C.

3.8.8. Andlise de proteinas por shotgun

Os peptideos foram analisados por espectrdmetria de massas com a utilizagdo de um
sistema electrospray - lon Trap (ESI/IT), modelo Amazon SL (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) acoplado a um sistema Ultra Fast liquid Chromatography (UFLC) (Nexera-
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). Foram aplicados 50 puL de cada amostra com auxilio
do injetor automético (SIL-20AXR, Shimadzu). As analises cromatogréaficas foram realizadas
sob gradiente: solucdo (A) - 0,05% de acido trifluoroacético (TFA) em agua, solucdo (B) —
0,05% de (TFA) em Acetonitrila (ACN) (2-60% de B (0-90 min), 60-90% de B (90-120 min),
empregando-se uma coluna XBrigdeTM BEH300 C18 (2,1x100mm; 3,5 um) (Waters). A
eluicdo dos componentes foi monitorada por absorbancia a 215 nm, com fluxo de 0,2
mL/min.

Ao longo de todo o experimento o software HyStar (Bruker Daltonics), bem como
software LCMS solution (SHIMADZU) foram empregados para controle de aquisicdo e
analise de dados. O espectrometro de massas foi operado no modo ion positivo, com scan
num intervalo de 200 a 2.200 m/z. As analises de espectrometria de massas sequenciais, isto
é, espectros de fragmentacdo em condigdes de decomposicdo induzida por colisdo (CID)
(MS?) foram realizados de acordo com os mesmos pardmetros dos experimentos de MS?,

exceto a varredura que foi feita num intervalo entre 50 e 1.000 m/z. Foi usado Heélio como gas
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de colisdo, a uma pressdo de 100 kPa. O software DataAnalysis (BRUKER Daltonics) foi

usado para controle de aquisicao e analise de dados.

3.8.9. Identificacdo de proteinas

Para aquisicdo dos dados de espectrometria de massas foi utilizado o software HyStar
(Bruker Daltonics), e o software DataAnalysis (Bruker Daltonics) para tratar e submeter os
dados combinados de MS'e MS?. A busca foi entdo executada com o software Proteinscape
(versdo 3.1, Bruker Daltonics), e o algoritmo Mascot (v2.3, Matrix Science, UK) foi utilizado
para pesquisa de banco de dados, configurado com o banco de dados Swiss-Prot.

Os parametros utilizados caracterizam-se com 0 uso de tripsina como enzima;
Carbamidometilacdo (C) como modificacdo fixa; Oxidagdo (M) , como modificacdo variavel,
duas clivagens perdidas pela enzima como base; massa molecular do tipo: Monoisotopica;
massa molecular: sem restricGes; erro de tolerancia de peptideos + 0,4 Da a erro de toleréncia
de MSn £ 0,4 Da; protonacdo: +2, +3, +4 para o0 estado da carga de peptideos; tipo de
instrumento: ESI-Trap; protein Scores significativos (p<0,05), e FDR < 1% (False Discovery
Rate) como valor de corte estabelecido para validar a identificacdo de peptideos. Foi utilizado

como referéncia um banco de dados NCBI para Histoplasma capsulatum.

3.8.10. Andlise funcional dos dados de proteémica

Os bancos de dados sdo importantes ferramentas no estudo da proteébmica, pois
contém todas as sequéncias de proteinas e genes conhecidas e catalogadas até o presente
momento. A partir dos resultados obtidos através das analises descritas anteriormente, 0s
diagramas de Venn foram organizados wusando a ferramenta Venny 2.1
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/), para determinar quais proteinas foram
identificadas em comum e quais foram exclusivas entre os pares de amostras. O banco de
dados Uniprot (www.uniprot.org) foi utilizado para categorizar as proteinas de acordo com a
sua funcgdo. Para predizer a localizacdo subcelular das proteinas, foi utilizado a ferramenta
WoLF PSORT disponivel em (https://wolfpsort.hgc.jp). As proteinas identificadas foram
organizadas manualmente em tabelas utilizando a ferramenta Microsoft Word® (Microsoft) e

os graficos foram construidos utilizando o Microsoft Excel 2010.

3.9. ANALISE ESTATISTICA
Todos os testes foram realizados em triplicata e com trés experimentos independentes,

com excessdo do item 3.6.2 e 3.6.3, que foram realizados dois experimentos independentes.


http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o teste t ou analise de variancia
com pos-teste de Bonferroni, por meio do software GraphPad Prism 5.0. Os valores de p

menores que p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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LXIX

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CURVA DE CRESCIMENTO

4.1.1. Carga fungica e Densidade dptica

Os resultados da quantificacdo da carga fungica e das leituras das densidades dpticas
das cepas EH-315 e G186A crescidas nos diferentes meios e em condi¢cdes de aerobiose e
microaerofilia encontram-se na figura 4. e figura 5. Com relacdo a carga fungica, observou-
se que o meio HAM-F12, tanto para a cepa EH-315 (Figura 4A e 4C) quanto para a G186A
(Figura 5A e 5C) e em ambas as condi¢Oes de tensdo de O, propiciou um maior crescimento
fangico até o tempo de 168 hrs, quando comparado aos meios BHI, DMEM e RPMI
(p<0.001). Além disso, observou-se que até esse periodo, as células permaneceram em
continua progressao.

Ao compararmos a carga fungica obtida nas condi¢es de aerobiose e microaerofilia
com o crescimento no meio HAM-F12, no periodo de 168 hrs, concluiu-se que a incubacgéo
em aerobiose propiciou um maior crescimento fungico quando comparado a condicdo de
microaerofilia (p< 0.01) para ambas as cepas testadas.

Os resultados da cinética de crescimento fangico avaliados por meio de densidade
Optica corroboram com os obtidos pela carga fungica e ratificam o meio HAM-F12 como o
meio que melhor propicia o crescimento das cepas de H. capsulatum quando comparado aos
demais (p<0.001) (Figuras 4B, 4D, 5B e 5D).

4.1.2. Verificacéo da viabilidade celular por utilizacéo de azul de Tripan

Os resultados da viabilidade celular nos diferentes intervalos de tempo e meios de
cultura para a cepa EH-315, encontram-se na figura 6. Em ambas as condi¢des de tensdo de
02, 0 meio HAM-F12 foi o que proporcionou maior estabilidade da viabilidade celular.
Especificamente no tempo de 168 hrs, a viabilidade desta cepa foi maior no crescimento neste
meio, quando comparada aos outros meios testados BHI (p<0.05), DMEM (p<0.01) e RPMI
(p<0.01). O mesmo foi observado para a cepa G186A (Figura 7), (p<0.001, p<0.05 e
p<0.001), respectivamente. O meio HAM-F12, que é utilizado para a manutengdo de
monocamadas de macrofagos alveolares, tem sido amplamente utilizado nos estudos com H.
capsulatum (NOSANCHUK et al., 2003; CORDERO et al., 2016; BALTAZAR et al., 2018;
GUIMARAES et al., 2019).



Figura 4. Curvas de crescimento da cepa EH-315 de H. capsulatum nos meios BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI. Carga fingica e densidade
Optica em condicdo de aerobiose (A e B) e microaerofilia (C e D). O meio HAM-F12 proporcionou um maior crescimento fungico, no tempo

de 168 horas, quando comparado aos meios BHI, DMEM e RPMI (p<0,001).
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Figura 5. Curvas de crescimento da cepa G186A de H. capsulatum nos meios BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI. Carga fungica e densidade
Optica em condicdo de aerobiose (A e B), microaerofilia (C e D). O meio HAM-F12 proporcionou um maior crescimento flngico, no tempo

de 168 horas, quando comparado aos meios BHI, DMEM e RPMI (p<0,001).
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Figura 6. Viabilidade celular da cepa EH-315 de H. capsulatum com trypan blue nos meios BHI,
HAM-F12, DMEM e RPMI nos tempos 24-168 horas em condi¢cdo de microaerofilia (A) e aerobiose
(B). O meio HAM-F12 foi o que propiciou maior viabilidade no tempo de 168 hrs nas duas condi¢Ges
quando comparado aos outros meios testados BHI DMEM e RPMI (p<0,05 e p<0,01),
respectivamente.
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Figura 7. Viabilidade celular da cepa G186A de H. capsulatum com trypan blue nos meios BHI,
HAM-F12, DMEM e RPMI nos tempos 24-168 horas em condi¢do de microaerofilia (A) e aerobiose
(B). © meio HAM-F12 foi o que propiciou maior viabilidade no tempo de 168 hrs nas duas condigdes
quando comparado aos outros meios testados BHI DMEM e RPMI (p<0,05 e p<0,001),
respectivamente.
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4.2. ENSAIOS DE FORMACAO DOS BIOFILMES DE H. capsulatum

4.2.1. Determinacéo da viabilidade celular dos biofilmes pelo ensaio de reducéo do XTT

A cinética da viabilidade celular dos biofilmes formados em diferentes atmosferas de
02 (aerobiose e microaerofilia) e em quatro meios de cultura (BHI, HAM-F12 DMEM e
RPMI) pelas cepas EH-315, G186A e G217B é mostrada na figura 8. Os resultados
indicaram um ligeiro aumento na viabilidade celular até 96 hrs de incubacdo para todas as
cepas e na maioria das condigdes testadas [microaerofilia (Figuras 8A, 8C e 8E) e aerobiose
(Figuras 8B, 8D e 8F)] e todos os meios de cultura. A partir desse momento, houve um
aumento significativo na viabilidade celular, com crescimento exponencial até 144 hrs,
seguido por uma tendéncia de estabilizacdo e formacao de um platd. Assim, o periodo de 144
hrs foi considerado o momento ideal para a maturacdo do biofilme em todos os meios de
cultura e nas duas tensbes de O.. Estipulado o periodo de maturacdo (144 hrs), foi comparada
a viabilidade celular dos biofilmes maduros em ambas as atmosferas de O». Para a cepa EH-
315 (Figura 8A), a condicdo microaerofilica resultou em maior viabilidade celular de
biofilmes maduros em todos os meios testados quando comparados a aerobiose (p <0,0001).
O mesmo foi observado para a cepa G186A com menor significancia, nas comunidades
sésseis formadas nos meios HAM-F12 e RPMI (p <0,01) e BHI e DMEM (p <0,05) (Figura
8B) e para a cepa G217B formadas nos meios HAM-F12 e RPMI (p<0,0001) e DMEM
(p<0,05) (Figura 8C). No entanto, para essa mesma cepa, ndo foi observada significancia
estatistica entre os biofilmes formados em ambas as condigdes de O, no meio BHI (Figura
8C).

Em relacdo a condicdo de microaerofilia, 0 meio HAM-F12 estimulou maior
viabilidade celular dos biofilmes de todas as cepas quando comparado ao meio BHI (p <0,01
para a cepa EH 315 e para a cepa G186A; p<0,0001 para a cepa G217B, DMEM (p < 0,01
para a cepa EH 315 e para a cepa G217B; p <0,0001 para a cepa G186A) e RPMI (p <0,0001
para a cepa EH 315 e para a cepa G186A; p<0,05 para a cepa G217B (Figuras 8A, 8C e 8E).
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Figura 8. Cinética da viabilidade celular dos biofilmes formados por diferentes cepas de H. capsulatum: (AB) EH-315, (CD) G186A e (EF) G217B e em
diferentes condicdes: (ACE) biofilme formado em microaerofilia e (BDF) em aerobiose, em funcéo do tempo. Significancia estatistica: *p <0,05.

EH-315 G1864 G217B
44 4
g 4 -#- BHI = -+ BH g - BHI
- = EAMFL2 B = BAME2 B3 - HAMFD
33 m---# -k DMEM 84 + DMM 84 e kDM
o3 e % RPMI Q3 . RPM © j l . RPM
2§ T Q% Go.a HEM R ST R
.s : 2 i’ / ____* .E E 24 . - .E E /f{/
Y. 2, E - - W T
32 o iE A s £ P e Pt |
hiig ™ E e P i B i Qr-r’*#
A A Bl
" &Y 4 4 2ET ‘ . 57
b “_"_’-: (i ﬁ i wnd 2 v - -\-:‘-"11“
0 = T ! T T T T T 0'# ‘.1& ? T T T T . L) I ﬁ: ' ‘I\ I\ I
A 1] A e R \9‘ K, il & A ae A2 \h‘ \@ " w I N w &
TEll‘IPO (h) Ifﬂlpo (h) Tempo (h)
Bl
G217B
: FH31S GI86A
! g 4
g -+ BHI . . . BHI ] 4 BHI
g 23 u: SRIAE @ -+ HAMF2 S, = HAMFI2
g -+ DMEM g E 3 -A- DMEM 2 g -4 DMEM
g% % FPM O3 * RPMI 7% - RBAMI
sz M- At 252 .
& 0 58 - g A
HE °0 o L A | » ,i 3
=1 Y A & Ap H’,i e vl BE1 Y ok Lo
e l 1 : "
. T o - ez -1 ,,l'..
é Revss :i:-i:"’“ :§ ,;:’}‘i’-ﬂz”* 2 T c”:""'
‘ 0 . T T T T T T T i D.._“__*-_—T!-:‘;;'* T T - T D'J.-".‘ T T T T T
s 2T . RN N A . > @ L L SN
Tempo (b) Tempo (b) Tempo (k)




LXXV

No comparativo entre as cepas foi possivel observar que G186A e G217B, formados
em meio HAM-F12, tiveram viabilidade celular inferior quando comparadas a cepa EH-315
(p<0.0001 e p<0.01). O biofilme maduro da cepa G217B teve viabilidade celular superior a
G186A (p<0.05) (Figura 9).

Figura 9. Comparagéo entre a viabilidade celular dos biofilmes maduros formados em meio HAM-
F12 das cepas EH-315, G217B e G186A de H. capsulatum. Significancia estatistica: *p<0,05;
**p<0,01 e *p<0,001.
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Os métodos colorimétricos para quantificacdo de biofilmes sdo estabelecidos na
literatura e sdo amplamente utilizados para o estudo de biofilmes (WU et al., 2017; COSTA-
ORLANDI et al., 2017). O teste de reducédo de XTT quantifica a viabilidade celular, para isso,
as células metabolicamente ativas reduzem o sal de tetrazélio (amarelo) ao sal de formazano
(laranja) (JIANG et al., 2016; CEN et al., 2018). Estudos cinéticos do desenvolvimento de
biofilme pelo ensaio de XTT mostraram uma maturacdo de 48 hrs para C. neoformans
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2007), 24 hrs para Candida spp. (CHANDRA et al., 2001;
RAMAGE et al., 2001; MUKHERJEE, 2001; BIZERRA; NAKAMURA; POERSCH, 2008;
KEAN et al., 2018), 72 hrs para T. rubrum, T. mentagrophytes (COSTA-ORLANDI et al.,
2014) e A. fumigatus (BEAUVAIS; LATGE, 2015) e 144 hrs para P. brasiliensis (SARDI et
al., 2015). O tempo de maturacdo dos biofilmes nas trés cepas de H. capsulatum, formado
neste estudo durou 144 hrs para todos os meios de cultura e atmosfera de O testados. O teste

XTT também demonstrou uma maior viabilidade celular para biofilmes formados pela cepa
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EH-315 e na condi¢do de microaerofilia. Alem disso, 0 meio HAM-F12 apresentou maior
quantidade de células metabolicamente ativas. Muitos autores assumem que esse ensaio é uma
maneira eficiente de quantificar biofilmes, entretanto, é preciso considerar a presenca da
matriz extracelular envolvendo o biofilme, que pode limitar o acesso de nutrientes e Oz as
células, podendo possivelmente causar alteracGes metabolicas, sendo essencial realizar outros
testes para a caracterizacdo completa (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014; ROSATO et al.,
2016).

4.2.2. Quantificacdo da biomassa por coloracdo com Cristal Violeta

A cinética do desenvolvimento de biomassa em diferentes meios e atmosferas de O
esta representada na figura 10. Todas as cepas EH-315 (Figuras 10A e 10B), G186A
(Figuras 10C e 10D) e G217B (Figuras 10E e 10F), em todas as condicdes testadas
(diferentes meios e atmosfera de O2) mostram desenvolvimento de biomassa semelhante até o
periodo de 120 hrs. A quantidade de biomassa continuou a crescer relativamente
exponencialmente até 144 hrs. Apds esse periodo (144 hrs), atinge um platd que corrobora 0s
resultados da viabilidade celular, reforcando esse tempo como ideal para a maturacdo dos
biofilmes de H. capsulatum. Os resultados da influéncia das atmosferas de O na formacao da
massa de biofilmes maduros também sdo mostrados na figura 10. A incubacdo em
microaerofilia proporcionou maior formagdo de biomassa para todas as cepas nos meios
HAM-F12 (p <0.0001). Para os demais meios, a condi¢do de microaerofilia foi ligeiramente
maior (p <0.05) ou semelhante a aerobiose.

A influéncia dos meios nas biomassas produzidas pelos biofilmes das diferentes cepas
de H. capsulatum em condi¢bes de microaerofilia, também foi verificada individualmente
para cada cepa (Figuras 10A, 10C e 10E) Observou-se que o meio HAM-F12 para todas as
cepas foi o que estimulou maior desenvolvimento da biomassa quando comparado aos demais
(p<0.01 e <0.0001). Os resultados da quantificacdo da biomassa sdo consistentes com 0s
encontrados na quantificacdo da viabilidade celular, comprovando principalmente a eficiéncia

do meio HAM-F12 na formacdo do biofilme.
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Figura 10. Cinética das biomassas produzidas pelo biofilme de diferentes cepas de H. capsulatum: (AB) EH-315, (CD) G186A e (EF) G217B e em diferentes
condicdes: (ACE) biofilme formado em microaerofilia e (BDF) em aerobiose, em fun¢do do tempo. Significancia estatistica * p <0,05.
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A comparacdo das biomassas produzidas pelos biofilmes maduros formados em
microaerofilia e no meio HAM-F12 pelas diferentes cepas sdo mostrados na figura 11.
Observa-se que as cepas G217B e G186A produziram menor quantidade de biomassa quando
comparadas a EH-315 (p<0.01 e p<0.0001). A biomassa produzida pela cepa G217B foi
superior a G186A (p<0.01).

Figura 11. Comparacdo entre a producdo de biomassa dos biofilmes maduros formados em meio
HAM-F12 pelas cepas EH-315, G217B e G186A de H. capsulatum. SignificAncia estatistica:
**n<0,01 e *p<0,001.
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Os resultados obtidos na quantificacdo da biomassa pelo teste de cristal violeta
mostraram uma fase estacionaria no desenvolvimento da biomassa apds 144 hrs e maior
guantidade de massa em biofilmes formados pela cepa EH-315 no meio HAM-F12 e na
condicgé@o de microaerofilia, mostrando concordancia no que foi observado no ensaio XTT. O
cristal violeta € um corante que se liga as moléculas carregadas negativamente da superficie
do biofilme e aos polissacarideos da matriz extracelular e é amplamente utilizado em
biofilmes bacterianos e fangicos (COSTA-ORLANDI et al., 2014; OLIVEIRA et al. ,2018;
XU et al., 2019). Basicamente, € um ensaio capaz de quantificar a biomassa total. No entanto,
a quantificacdo ndo faz diferenca entre células mortas e vivas (PEETERS; NELIS; COENYE,
2008; XU et al., 2016).
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4.2.3. Quantificacdo da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas por coloragédo
com Safranina

A matriz extracelular e o material polissacarideo produzido pelos biofilmes foram
quantificados pelo método de coloracdo com safranina. Padrbes de crescimento semelhantes
foram observados nos resultados anteriores dos itens 5.3.1 e 5.3.2: h4 um ligeiro crescimento
até 144 hrs seguido de um periodo estacionario (Figura 12).

Ao verificar a influéncia da tenséo de O. no desenvolvimento da matriz e do material
polissacaridico dos biofilmes maduros, observou-se que ambas as tensdes de O
proporcionaram produgdo extracelular significativa da matriz. Entretanto, quando comparada,
a atmosfera com menor concentracdo de O proporcionou melhor formagdo de material
polissacaridico em relacdo a atmosfera com alta concentracdo de Oz (p <0,05, p <0,01 e p
<0,0001) (Figura 12). Quanto a influéncia do meio de cultura, biofilmes formados no meio

HAM-F12 produziu mais matrizes extracelulares quando comparado as demais (p <0,01).
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Figura 12. Cinética da quantidade de matriz extracelular e estruturas polissacaridicas produzidas pelos biofilmes das diferentes cepas de H. capsulatum: (AB) EH-
315, (CD) G186A e (EF) G217B e em diferentes condicGes: (ACE) biofilme formado em microaerofilia e (BDF) em aerobiose, em funcéo do tempo. Significancia

estatistica: * p <0,05.
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No comparativo entre as cepas foi possivel observar que a cepa EH-315 produziu
mais material polissacaridico que G217B e G186A (p<0,05) (Figura 13).

Em relacdo a safranina, os resultados complementam e reafirmam o que foi
observado nos testes de caracterizacdo descritos acima (XTT e cristal violeta). O ensaio de
coloracédo de safranina é baseado no mesmo principio que o cristal violeta, mas cora apenas a
matriz extracelular e os polissacarideos celulares (STIEFEL et al., 2016; OMMEN; ZOBEK;
MEYER, 2017). Estudos anteriores demonstraram a eficiéncia da coloracdo de safranina na
quantificacdo de biofilmes de espécies de Candida, Aspergillus e dermatofitos (SEIDLER;
SALVENMOSER; MULLER; 2006, 2008, COSTA-ORLANDI et al., 2014; RAMOS et al.
2017).

Figura 13. Comparacdo entre a quantidade de matriz extracelular e estruturas polissacaridicas dos
biofilmes maduros formados em meio HAM-F12 pelas cepas EH-315, G217B e G186A de H.
capsulatum. Significancia estatistica: *p<0,05.
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4.2.4. Analise morfoldgica dos biofilmes formados em diferentes meios

As cinéticas de desenvolvimento dos biofilmes das cepas EH-315, G186A e G217B de
H. capsulatum também foram avaliadas por meio de microscopia Optica (magnificacdo de
10X), em diferentes intervalos de tempo, utilizando o equipamento In Cell Analyzer 2000 (GE
Healthcare). As figuras 14, 15, 16 e 17 mostram que as leveduras da cepa EH-315 (Figuras
14 e 15), bem como da cepa G186A (Figuras 16 e 17) foram capazes de aderir ao fundo das

microplacas de poliestireno e formar biofilmes nos meios BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI.
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O mesmo foi observado nas figuras 18 e 19 para os biofilmes formados pela cepa G217B.
Observa-se uma biomassa consolidada em todas as condicOes testadas a partir de 144 hrs de
incubacdo, no entanto, essa massa € mais intensa nas placas incubadas em condicdo de
microaerofilia. Esses resultados corroboram com os exibidos na quantificacdo dos biofilmes,
que apontam maior quantidade de células metabolicamente ativas, producdo de biomassa e
matriz extracelular nessas condigdes.
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Figura 14. Andlise morfoldgica dos biofilmes da cepa EH-315 de H. capsulatum em microaerofilia no equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare). a a g=
Morfologia do biofilme no meio BHI no periodo de 144h a 168h; h a n= Morfologia do biofilme no meio HAM-F12 no periodo de 24h a 168h; 0 a u=
Morfologia do biofilme no meio DMEM no periodo de 24h & 168h; v a 3a= Morfologia do biofilme no meio RPMI no periodo de 24h a 168h. As escalas de
barras correspondem a 70um.
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Figura 15. Anélise morfoldgica dos biofilmes da cepa EH-315 de H. capsulatum em aerobiose no equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare). a & g=
Morfologia do biofilme no meio BHI no periodo de 24h a 168h; h a h= Morfologia do biofilme no meio HAM-F12 no periodo de 24h a 168h; 0 a u=
Morfologia do biofilme no meio DMEM no periodo de 24h a 168h; v a 3a= Morfologia do biofilme no meio RPMI no periodo de 24h a 168h. As escalas de
barras correspondem a 70um.
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Figura 16. Analise morfoldgica dos biofilmes da cepa G186A de H. capsulatum em microaerofilia no equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare). a a g=
Morfologia do biofilme no meio BHI no periodo de 24h a 168h; h a n= Morfologia do biofilme no meio HAM-F12 no periodo de 24h a 168h; o0 a u=
Morfologia do biofilme no meio DMEM no periodo de 24h a 168h; v a 3a= Morfologia do biofilme no meio RPMI no periodo de 24h a 168h. As escalas de
barras correspondem a 70pm.
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Figura 17. Analise morfolégica dos biofilmes da cepa G186A de H. capsulatum em aerobiose no equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare). a a g=
Morfologia do biofilme no meio BHI no periodo de 24h & 168h; h a n= Morfologia do biofilme no meio HAM-F12 no periodo de 24h a 168h; o0 a u=

Morfologia do biofilme no meio DMEM no periodo de 24h & 168h; v a 3a= Morfologia do biofilme no meio RPMI no periodo de 24h a 168h. As escalas de
barras correspondem a 70um.
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Figura 18. Analise morfoldgica dos biofilmes da cepa G217B (GFP) de H. capsulatum em microaerofilia no equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare).
a & g= Morfologia do biofilme no meio BHI no periodo de 24h a 168h; h & n= Morfologia do biofilme no meio HAM-F12 no periodo de 24h & 168h; 0 a u=

Morfologia do biofilme no meio DMEM no periodo de 24h a 168h; v a 3a= Morfologia do biofilme no meio RPMI no periodo de 24h & 168h. As escalas de
barras correspondem a 70um.
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Figura 19. Anélise morfolégica dos biofilmes da cepa G217B (GFP) de H. capsulatum em aerobiose no equipamento In Cell Analyzer (GE Healthcare). a a
g= Morfologia do biofilme no meio BHI no periodo de 24h a 168h; h a n= Morfologia do biofilme no meio HAM-F12 no periodo de 24h a 168h; 0 a u=

Morfologia do biofilme no meio DMEM no periodo de 24h a 168h; v a 3a= Morfologia do biofilme no meio RPMI no periodo de 24h a 168h. As escalas de
barras correspondem a 70um.
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4.2.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos biofilmes formados em diferentes
meios

As topografias dos biofilmes maduros da cepa EH-315, G186A e da cepa G217B
formados em meio BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI e em diferentes atmosferas de O, foram
observadas através de microscopia eletronica de varredura. Para todas as cepas, 0s resultados
da MEV foram concordantes com os resultados anteriores no que diz respeito a biomassa e a
producdo de MEC. A figura 20 representa o biofilme maduro da cepa EH-315 formado no
meio BHI, sob condi¢do de microaerofilia. Observou-se uma biomassa compacta, formada
por leveduras cobertas por grande quantidade de uma matriz extracelular densa, dando muitas
vezes, um aspecto enrugado a levedura (A, C e E). Foi observado também a presenca de
grande quantidade de hifas (F), que ndo foram possiveis de serem visualizadas por
microscopia oOptica devido a massa densa de microrganismos. A mesma descri¢cdo pode ser
aplicada para os biofilmes maduros da cepa EH-315 formados nos meios DMEM (Figura 22)
e RPMI (Figura 23). A figura 21 representa o biofilme maduro da mesma cepa formado no
meio HAM-F12. Diferentemente dos biofilmes formados nos demais meios, observou-se
auséncia de hifas e grande quantidade de biomassa, formada por leveduras cobertas por matriz
extracelular. Em microaerofilia, 0os quatros meios pareceram O6timos para a formacdo de
biofilme por essa cepa, produzindo uma biomassa compacta e satisfatoria e material

polissacarideo em grande quantidade.
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Figura 20. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa EH-315 formado em meio BHI sob condi¢éo de microaerofilia. As
setas brancas indicam uma biomassa compacta formada por leveduras cobertas por grande quantidade de matriz extracelular densa, dando muitas

vezes um aspecto enrugado a leveduras, enquanto as setas vermelhas indicam algumas hifas.
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Figura 21. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa EH-315 formado em meio HAM-F12 sob condigdo de
microaerofilia. As setas brancas indicam grande quantidade de biomassa formado por leveduras cobertas por matrizes extracelulares. Nota-se

auséncia de hifas.
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Figura 22. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa EH-315 formado em meio DMEM sob condicdo de microaerofilia.
As setas brancas indicam uma biomassa compacta, grande quantidade de uma matriz extracelular densa recobrindo e leveduras, e as setas
vermelhas apontam as hifas.
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Figura 23. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa EH-315 formado em meio RPMI sob condicdo de microaerofilia. As
setas brancas indicam a matriz extracelular dando muitas vezes, um aspecto enrugado a levedura e as setas vermelhas indicam algumas hifas

recobertas pelas matrizes.
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As figuras 24 a 27 representam os biofilmes maduros da cepa EH-315 sob condicéo
de aerobiose, formados nos meios BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI, respectivamente. Nota-
se também, nos quatro meios, a formagdo de uma biomassa compacta e a presenca de material

polissacaridico cobrindo as leveduras e hifas.

Figura 24. Microscopia eletronica de varredura do biofilme da cepa EH-315 formado em meio BHI
sob condicdo de aerobiose. Nota-se a presenca de hifas presas ao material polissacaridico apontadas
pelas setas vermelhas. As setas brancas apontam a matriz extracelular densa, dando um aspecto
enrugado as hifas.
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Figura 25. Microscopia eletronica de varredura do biofilme da cepa EH-315 formado em meio HAM-F12 sob condicéo de aerobiose. As setas
brancas apontam grande quantidade de biomassa compacta e matriz extracelular densa. Nota-se a presenca de hifas presas ao material
polissacaridico apontadas pelas setas vermelhas.
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Figura 26. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme da cepa EH-315 formado em meio DMEM sob condicdo de aerobiose. As setas
brancas apontam grande quantidade de matriz extracelular recobrindo hifas e leveduras, enquanto as setas vermelhas indicam a presenca de

algumas hifas.
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Figura 27. Microscopia eletronica de varredura do biofilme da cepa EH-315 formado em meio RPMI sob condigéo de aerobiose. As setas
brancas apontam matriz extracelular cobrindo as leveduras e as setas vermelhas indicam as hifas recobertas pela matriz.
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As figuras 28 a 31 mostram as topografias dos biofilmes maduros da cepa G186A sob
condicdo de microaerofilia, formados nos meios BHI, HAM-F12 DMEM e RPMI,
respectivamente. Com excecdo dos biofilmes formados no meio HAM, observa-se que a
biomassa € menos compacta que a formada pela cepa EH-315 e que a matriz aparenta ser
produzida em menor quantidade. Além disso, as hifas aparentam estar fortemente entrelacadas
sob as leveduras, porém sdo mais espagadas.

Figura 28. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio
BHI sob condicdo de microaerofilia. As setas brancas apontam a matriz extracelular densa,
aparentemente produzida em menor quantidade. Nota-se a presenca de hifas fortemente entrelagcadas
sob as leveduras, porém mais espacadas indicadas pelas setas vermelhas.
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Figura 29. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio HAM-F12 sob condigdo de microaerofilia. As setas
brancas apontam grande quantidade de matriz extracelular densa recobrindo as leveduras.
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Figura 30. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio DMEM sob condicdo de microaerofilia. As setas brancas
apontam a matriz extracelular, dando um aspecto enrugado as hifas e leveduras e uma biomassa menos compacta e mais espacada. As setas vermelhas indicam
hifas.
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Figura 31. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio RPMI sob condigdo de microaerofilia. As setas brancas
apontam a matriz extracelular e as setas vermelhas indicam as hifas.

e T e - : o
SEI  10kV WDSmm  SS30 x5,000 Spm SEI  10kV WD10mm SS30 x5,000 Sum S——
0000 09 Nov 2018 0000 24 Qct 2018

>
< LN

SEl 10kV WD10mm SS30 x3,000 Sum SElI  10kV WD10mm SS30 x5,000 S5pm 10kV WDtOmm S$S30
0000 24 Oct 2018 0000 24 Oct 2018

T




Cll

As figuras 32 a 35 mostram os biofilmes formados pela cepa G186A sob condicgéo de
aerobiose formados nos mesmos meios (BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI). A biomassa
mostrou-se compacta, e a presenca de hifas aparentou-se maior do que a mostrada no biofilme
formado na condicdo de microaerofilia. Nota-se também que ha poucas regiGes com acimulo
de material polissacaridico, que parece estar cobrindo as hifas e leveduras como uma capa de
protecdo (Figura 38B, 38F e 40D, 40E).

Figura 32. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio
BHI sob condicdo de aerobiose. As setas brancas apontam poucas regides com acumulo de material
polissacaridico que parece estar cobrindo as hifas e leveduras como uma capa de protegdo. A presenca
de hifas apontadas pelas setas vermelhas aparentou-se maior do que a mostrada no biofilme formado
na condicdo de microaerofilia.
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Figura 33. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio HAM-F12 sob condicéo de aerobiose. As
setas brancas indicam uma biomassa compacta e grande quantidade de matriz extracelular. Nota-se a presenca de hifas recobertas por material
polissacaridico apontadas pelas setas vermelhas.
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Figura 34. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio DMEM sob condicéo de aerobiose. As

setas brancas apontam a matriz extracelular densa. Nota-se a presenca de hifas apontadas pelas setas vermelhas.
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Figura 35. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G186A formado em meio RPMI sob condicéo de aerobiose. As setas
brancas apontam a matriz extracelular e a seta vermelha hifa.
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As figuras 36 a 39 mostram as topografias dos biofilmes maduros da cepa G217B,
formados nos meios BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI em microaerofilia. Observa-se que a matriz
extracelular foi produzida em quantidade satisfatéria principalmente no meio HAM-F12,
apresentando semelhangca com a cepa G186A. Além disso, uma biomassa menos compacta e

hifas entrelagando as leveduras também foram observadas.

Figura 36 Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio
BHI sob condicdo de microaerofilia. As setas brancas apontam a matriz extracelular e as setas
vermelhas as hifas.
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Figura 37. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio HAM-F12 sob condigdo de microaerofilia. As setas
apontam a matriz extracelular. Nota-se também a presenca de poucas hifas apontadas pelas setas vermelhas.
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Figura 38. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio DMEM sob condi¢do de microaerofilia. As setas
brancas apontam a matriz extracelular e as setas vermelhas as hifas.
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Figura 39. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio RPMI sob condigdo de microaerofilia. As setas brancas

apontam a matriz extracelular e as setas vermelhas as hifas.
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Por ultimo, as figuras 40 a 41 representam os biofilmes formados pela cepa G217B
em aerobiose nos mesmos meios (BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI). Nota-se que a biomassa
também mostrou-se compacta, além disso, hd poucas regibes com acumulo de matriz

extracelular cobrindo as hifas e leveduras e a presenca de hifas também foi observada.

Figura 40. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio
BHI sob condicdo de aerobiose. As setas brancas apontam a matriz extracelular e as setas vermelhas as
hifas.
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Figura 42. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio DMEM sob condicéo de aerobiose. As setas brancas
apontam a matriz extracelular e as setas vermelhas as hifas.
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Figura 43. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme maduro da cepa G217B formado em meio RPMI sob condigdo de aerobiose. As setas brancas
apontam a matriz extracelular e as setas vermelhas as hifas.
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Abordagens para biofilmes de fungos sdo amplamente discutidas na literatura. Em
relacdo a H. capsulatum, o primeiro estudo sobre os biofilmes formados por esses fungos foi
realizado por PITANGUI et al. (2012). Os autores usaram o meio BHI e técnicas como o
ensaio de reducdo XTT, fluorescéncia, microscopia confocal e eletronica de varredura em
condigdes ricas em O,. Nossos resultados mostram dados sem precedentes sobre a formacao
desses biofilmes usando técnicas adicionais e diferentes meios de cultura, a fim de verificar a
influéncia em seu desenvolvimento, bem como a importancia da presenca de mais ou menos
O2, uma vez que esse fungo é facultativo intracelular de macrofagos alveolares (WOODS,
2003; GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).

O desenvolvimento de biofilmes pode ser influenciado pelas condi¢gbes ambientais,
nutricionais temperatura e pH, que podem afetar significativamente ndo apenas a arquitetura
do biofilme, mas também o perfil de expressdo de varios genes envolvidos durante seus
diferentes estagios de formagdo (KUCHARIKOVA et al., 2011; TAN et al., 2016; LAGREE;
MITCHELL, 2017). Os meios de cultura sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento
de qualquer microrganismo in vitro. Eles sdo constituidos por aminoacidos, vitaminas, sais
inorganicos e podem diferir em nimero e quantidade (HONG et al., 2017; MCTAGGART et
al., 2018). Neste trabalho, biofilmes foram formados em meio de cultura amplamente
utilizado no cultivo e manutencdo de fungos e linhagens celulares. A verificacdo de diferentes
condic¢des nutricionais na formacdo dessas comunidades sésseis é importante para ampliar os
estudos in vitro e, principalmente, para que esse fendmeno seja correlacionado com a
patogénese desse fungo em estudos futuros. Além disso, as caracteristicas da superficie
celular e o substrato também sdo capazes de influenciar a adesdo. Estudos mostraram que 0
processo de adesdo de bactérias na formacdo do biofilme é correlacionado ao aumento da
concentracdo de nutrientes (COWAN et al., 1991). Essa hipdtese corrobora com os resultados
obtidos no presente trabalho, que indicaram que, o0 meio HAM-F12, que € um meio rico em
nutrientes, forneceu o melhor desenvolvimento dos biofilmes de H. capsulatum, apresentando
pouco ou nenhum filamento visivel e, quantitativamente, foi o que estimulou maior producéo
de biomassa, material polissacaridico e maior viabilidade celular. Os fatores responsaveis pela
adesdo de H. capsulatum as vérias superficies ainda ndo foram bem elucidados, porém sabe-se
que a habilidade deste fungo em aderir as células pulmonares deve-se a acdo de adesinas
especificas que sdo expressas na superficie da célula fangica (PITANGUI et al.,, 2012;
GARFOOT et al., 2018; SAHAZA et al., 2019).
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Os meios de cultura testados neste estudo tém uma composicdo quimica diferente
(Tabela 2, Anexo 1). O meio BHI consiste em uma infusdo de cérebro-coracao,
hidrogenofosfato de sddio, glicose, peptona e cloreto de sodio. Esses componentes fornecem
um ambiente adequado para o crescimento de microrganismos exigentes e ndo exigentes
(ROSENOW, 1919; CLEARE et al., 2020). O meio HAM-F12 é amplamente utilizado para o
cultivo e manutencdo de culturas de células de mamiferos (HAM, 1965; CRAVCHIK et al.,
1996). Além de sua composicao usual, quando suplementado com (18,2 g / L) glicose, (1g /
L) acido glutamico, (6g / L) HEPES e (8,4 mg / L) L-cisteina, este meio fornece um melhor
crescimento de H. capsulatum, uma vez que esses componentes sdo conhecidos como fatores
de crescimento do fungo (WORSHAM; GOLDMAN, 1988). Portanto, este meio é utilizado
por varios autores no cultivo e manutencdo de leveduras de H. capsulatum
(ALLENDOERFER; BIOVIN; DEEPE, 1997; NOSANCHUCK et al., 2003; CORDERO et
al., 2016; BALTAZAR et al., 2018; GUIMARAES et al., 2019; CLEARE et al., 2020). O
meio RPMI-1640 ¢é considerado adequado para o cultivo de uma variedade de células de
mamiferos (MOORE et al., 1967, TRONO et al., 2011). Além disso, quando suplementado
com glutamina, 2% de glicose, na auséncia de sodio bicarbonato e tamponado com &cido 3-
(N-morfolina) propanossulfonico (MOPS) é recomendado pelo teste de suscetibilidade do
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008). O DMEM ¢é amplamente utilizado como
meio de cultura basal para o crescimento de varias linhagens celulares de mamiferos e pode
ser suplementado com soro bovino fetal para promover melhor crescimento celular (EAGLE,
1955, DULBECCO; FREEMAN, 1959; BURGENER; BUTLER, 2006). Inicialmente, este
meio de cultura foi formulado com baixa concentracdo de glicose e piruvato, no entanto, €
frequentemente usado com alta concentracdo de glicose e sem piruvato de sodio
(DULBECCO; FREEMAN, 1959).

O meio BHI é dificil de comparar porque é composto por infusdes do cérebro-coracao.
Isso pode vir de diferentes animais, variando sua composicdo em cada lote (CLEARE et al.,
2020). Os demais meios de cultura (DMEM, RPMI-1640 e HAM-F12) sé&o meios definidos,
possuem composi¢do balanceada, além de todos os componentes conhecidos e faceis de
comparar. No entanto, a suplementagdo com SFB no meio DMEM utilizado neste trabalho
torna limitada a comparagdo com outros meios. O RPMI-1640 é o Gnico com um agente
redutor da glutationa, um antioxidante importante para as células (ODKHUU et al., 2015). O
meio HAM possui &cido linoléico, acido lipdico, timidina, sulfato ciprico e sulfato de zinco

como constituintes diferenciados de outros meios. Entre esses constituintes, os acidos
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linoléico e lipdico sdo importantes para a metabolismo energético das células (CASU et al.,
2016; ZHANG et al., 2017; CASU et al., 2018). A timidina é importante na multiplicacdo
celular (SHIELDS et al., 1998). Além disso, existe a presenca de componentes metalicos,
sulfato de zinco e sulfato cuprico, importantes durante a interacdo Histoplasma-hospedeiro
(WILSON; CITIULO; HUBE, 2012; GERWIEN et al., 2018, CLEARE et al., 2020). O zinco
e 0 cobre participam do centro catalitico de inimeras enzimas e desempenham papéis
importantes na funcionalidade de varias proteinas (VAN HO et al., 2002). Vérias formas de
aquisicdo de zinco e cobre por alguns fungos patogénicos foram elucidadas, incluindo S.
cerevisiae, A. fumigatus, C. albicans, C. neoformans, C. gattii, Paracoccidioides spp. e H.
capsulatum (ZHAO et al., 1996; KIM et al., 2008; NOBILE et al., 2009; GANGULY et al.,
2011; FINKEL et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2012; PARENTE et al., 2013; AMICH,;
CALERA, 2014; DADE et al., 2016). A limitacdo do acesso de micronutrientes como cobre e
zinco no interior dos macrofagos inibe a viabilidade celular de H. capsulatum (DADE et al.,
2016, CLEARE et al., 2020). Esses dados podem justificar o melhor crescimento e
desenvolvimento observado nos biofilmes formados no meio HAM-F12, pois contém
nutrientes que aumentam 0s mecanismos de metabolismo energético, divisdo celular e
sobrevivéncia das células de biofilme.

No que diz respeito as diferentes atmosferas de O utilizadas no presente trabalho, elas
foram testadas porque os niveis de O. sdo diferentes no corpo humano (14% nos alvéolos
pulmonares, 12% no sangue arterial, 5,3% no sangue venoso) (ERECINSKA; SILVER, 2001;
SHARP; BERNAUDIN, 2004; DUBOIS et al., 2016). A microaerofilia formada na jarra com
vela é um método amplamente utilizado e € descrito na literatura como eficaz para reduzir a
tensdo de O para o crescimento de alguns microrganismos in vitro (MANDAL et al., 2014;
CARR et al., 2015). Embora as duas condicbes de tensdo de O testadas tenham
proporcionado um bom desenvolvimento de biofilmes, em testes quantitativos, a condicdo de
microaerofilia foi superior a condicdo de aerobiose, particularmente em biofilmes formados
usando HAM-F12. Perfil semelhante foi observado por Osgood et al. (2015) para os biofilmes
de Haemophilus influenzae formados na condi¢cdo de microaerofilia e com pH neutro. H.
capsulatum, sendo um patégeno sistémico, pode se desenvolver em diferentes regides do
corpo e com diferentes tensdes de O, portanto, € de suma importancia verificar a influéncia
de uma menor ou maior concentragéo de Oz no desenvolvimento de biofilmes.

Em relacdo a filamentacdo observada nos biofilmes formados em BHI, RPMI e

DMEM, sdo necessarios mais estudos para desvelar esse processo. Uma hipétese pode estar
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relacionada a limitacdo de nutrientes essenciais nesses meios, causando estresse que estimula

a transicdo da levedura para a fase filamentosa.

4.3 ENSAIOS DE INTERACAO ENTRE MACROFAGOS ALVEOLARES E
CELULAS PLANCTONICAS E DERIVADAS DE BIOFLME DE H. capsulatum

4.3.1. IN Cell Analyzer 2000 System light microscopy

A interacdo de H. capsulatum em condi¢des de crescimento plancténico e em formato
biofilme com macrofagos alveolares AMJ>-C11 foi avaliada em diferentes tempos de
infeccdo, utilizando o equipamento In cell Analyzer (GE Healthcare), na magnificacdo de
10X. A figura 44 mostra que a partir de 15 min de infeccéo tanto pelas células planctdnicas
como derivadas de biofilme, houve a formacdo de aglomerados de leveduras ao redor dos
macrofagos. Nesta figura, A, B, C e D representam a infeccdo em macrdfagos pelas células
plancténicas apds 15 min, 1 h ,5 hrs e 24 hrs, enquanto E, F, G e H representam a infec¢do
pelas células derivadas de biofilme durante o mesmo periodo de infecgdo. Observa-se que na
infeccdo pelas células derivadas de biofilme os aglomerados aparentam ser mais intensos nas

superficies dos macréfagos, quando comparado a infec¢éo pelas células planctonicas.
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Figura 44. Interacdo de macréfagos alveolares AMJ2-C11 com células planctonicas (A, B, C e D) e células derivadas de biofilme (E, F, G e H) da cepa EH-
315 de H. capsulatum ap6s 15 min de infec¢do (A-E); 1 hora de infeccdo (B-F); 5 horas de infeccdo (C-G) e 24 horas de infec¢do (D-H). Marcacdo por
imunofluorescéncia indireta: Hoeschst 34580 em azul corando o nucleo e anticorpo monoclonal anti-Hsp60 conjugado com AlexaFluor 594 em vermelho
corando as leveduras de H. capsulatum. As imagens foram adquiridas pelo IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare) e as escalas de barras correspondem a
70um. Setas indicam aglomerados de leveduras ao redor dos macrofagos.

15 minutos lhora 5 horas

Planctonico
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Os resultados da analise de intensidade de fluorescéncia da proteina Hsp60 com o
software Investigator 1000 Workstation encontram-se na figura 45. Observa-se um aumento
significativo na intensidade de fluorescéncia da proteina Hsp60 nos tempos de 1 h (p<0,001),
5 hrs (p<0,01) e 24 hrs (p<0,05) de infeccdo pelas células derivadas de biofilme quando
comparado a infecgdo pelas células planctonicas. N&o houve significAncia estatistica no
periodo de 15 min de infec¢do por ambas as condigdes. Esses resultados sdo concordantes

com os observados por meio de microscopia optica no In cell Analyzer (GE Healthcare).

Figura 45. Intensidade de fluorescéncia da proteina Hsp60 na infeccdo pelas células planctdnicas e
derivadas de biofilme de H. capsulatum em macréfagos alveolares AMJ2-C11 utilizando o software
Investigator 1000 Workstation. Significancia estatistica: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e n.s ndo
significante. Valores demonstrados referentes a dois experimentos independentes.
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4.3.2. Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM)

Para melhor observacédo da arquitetura dos aglomerados de leveduras e da morfologia
geral dos macrofagos infectados, foi realizada a microscopia confocal de varredura a laser.

As Figuras 46 a 50 representam as imagens obtidas por meio da microscopia confocal
e correspondem a infeccdo de macrofagos alveolares AMJ>-C11 com leveduras de H.
capsulatum em crescimento planctdnico e em biofilme ap6s 15 min, 1 h, 5 hrs e 24 hrs de

infeccdo. A interacdo foi comparada atraves de cortes celulares (Figuras 46, 47, 48 e 49). A,
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B, C, E, F e H representam o corte inicial, intermediario e final da célula na magnificagédo de
63X, com o intuito de visualizar o local em que o fungo se encontra no momento da infecgéo.

O nacleo das células é revelado pela emissdo de fluorescéncia azul, caracteristica do
fluorocromo Hoechst 34580, enquanto o citoplasma celular é corado em verde por Faloidina
marcada com FITC e as leveduras de H. capsulatum sdo evidenciadas pela emissdo de
fluorescéncia vermelha resultante da ligagdo com Alexa Fluor®594 (Figuras 46, 47, 48 e 49).
Nota-se que tanto nos ensaios de infeccdo pelas células plancténicas como derivadas de
biofilme, houve a formacdo de aglomerados de H. capsulatum. Porém, nas infec¢des com
células derivadas de biofilme, esses aglomerados parecem ser maiores, mais densos e com a
fluorescéncia qualitativamente mais intensa. Também foi observado que, nos maiores tempos
de infeccdo (5 e 24 hrs), os macrofagos alveolares parecem exibir uma menor sobrevida e um
maior sofrimento celular, visto a quantidade de leveduras internalizadas, no entanto, mais
estudos serdo necessarios para comprovar essa hipotese (Fig. 48 e 49).

A Figura 46 (A, B, C e D) indicam a infeccdo dos macrofagos ap6s 15 min pelas
células plancténicas da cepa EH-315 de H. capsulatum. Observa-se que o fungo (vermelho) se
encontra aparentemente na superficie celular, comprovado pelos cortes A e B (setas brancas).
O corte B representa a area nuclear, e é possivel visualizar que ndo ha leveduras ao seu redor,
0 que provavelmente indica a ndo internalizacdo do fungo no citosol. A Figura 46D
representa a imagem em trés dimensdes (3D). Nota-se a formacdo de pequenos aglomerados
de leveduras semelhantes a biofilmes.

A Figura 46 (E, F, G e H) indicam a infec¢do pelas celulas derivadas de biofilme da
cepa EH-315 de H. capsulatum no mesmo periodo de tempo (15 min). Os mesmos resultados
encontrados na Figura 46 (A, B, C e D) foram visualizados, no entanto, aparentemente, nota-
se uma maior aglomeracdo fungica na superficie celular (Figura 46H — setas) quando
comparado a infeccdo pelas células plancténicas (Figura 46D).

Com relacdo a morfologia geral dos macrofagos, observa-se uma evidente destruicao
dos nucleos, observadas pelas manchas em azul (Hoechst) difusas no citoplasma da célula, o
gue provavelmente caracteriza mecanismos de apoptose (DEEPE et al., 2008). Também ¢é
possivel observar um potencial movimento de membrana assemelhando-se ao englobamento
dos aglomerados semelhantes a biofilmes por distensdo da membrana plasmaética e provavel

envolvimento do citoesqueleto de actina.
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Figura 46. Infeccdo das células planctonicas da cepa EH-315 ap6s 15 minutos de infeccdo (A, B, C e D). A seta branca na imagem A, indica que o fungo
aparentemente se encontra na superficie celular, como também é possivel verificar na imagem B. As letras E, F, G e H indicam a infeccdo pelas células
derivadas de biofilme da mesma cepa e com o mesmo periodo de incubacdo. As setas nas imagens E e F indicam que o fungo também se encontra na
superficie celular. A figura D e H representam a imagem da infec¢do em 3 dimensdes (3D) e as setas indicam aglomerados de leveduras em volta da superficie
do macrofago. Nota-se potencialmente uma maior aglomeracdo fangica na superficie celular na infeccdo pelas células derivadas de biofilme quando
comparado a infecgdo pelas células planctonicas.
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Apb6s 1 h de infeccdo, aparentemente j& e possivel observar a internalizacdo de
algumas células plancténicas pelo H. capsulatum, como apontado pelas setas brancas na
Figura 47 (B e D). Na Figura 47D, a coloracédo alaranjada/rosada supostamente indica que o
fungo, apos esse periodo, encontra-se potencialmente em contato com o invélucro nuclear da
célula hospedeira. Ressalta-se que mesmo sem passar pelo formato de biofilme as leveduras
planctonicas aglomeram-se mais intensamente apds 1 h de infec¢do. Além disso, o macrofago
apresenta sinais de inicio de assincronia de divisdo nucleo-citoplasma (dupla nucleacéo), o
que provavelmente indica a reatividade do macréfago frente a infeccao.

Ja na infeccdo pelas células derivadas de biofilme ap6s o mesmo periodo de tempo (1
h) (Fig.47. E, F, G e H) também observa-se aparentemente a internalizacdo do fungo, devido
a mudanca de cor para rosa (Fig. 47D). Nota-se, uma alteracdo morfologica nuclear do
macrofago potencialmente induzindo a descondensacdo dos nucleossomos evidentes e
perceptiveis espagos intercromaticos. Esse suposto mecanismo corrobora com o estado de
ativacdo do macréfago frente a infeccdo pelas células em biofilme, indicando provavelmente

um potencial de infeccdo maior quando comparado a infecgdo pelas células planctonicas.
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Figura 47. Infeccdo das células planctdnicas da cepa EH-315 apds 1 hora de infeccdo (A, B, C e D). As setas na Fig. B e D indicam que o fungo se encontra
potencialmente dentro do ndcleo da célula, o que é comprovado pela coloracdo alaranjada/rosada. A infecgdo pelas células derivadas de biofilme da mesma
cepa com 1 hora de infeccdo (E, F, G e H). A seta na imagem H também indica que o fungo aparentemente se encontra no nucleo celular, devido a mudanca
na coloracdo para rosa, indicando uma invasdo, além de apresentar uma potencial descondensacdo dos nucleossomos evidentes e perceptiveis espagos
intercromaticos no nucleo (seta), o que revela a reatividade do macro6fago infectado, indicando provavelmente um potencial de infecgdo maior.
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A Fig. 48. A, B, C e D mostra a infeccdo pelas celulas planctonicas da cepa EH-315
ap6s 5 hrs. E possivel observar a formacdo de aglomerados densos internalizados nos
macrofagos causando evidentemente um sofrimento celular. Além disso, nota-se um
fendmeno de assincronia de divisdo nucleo-citoplasma verificado pelo aumento do numero de
nacleos. J& a Fig. 48. E, F, G e H mostra a infecgdo pelas células derivadas de biofilme apos
5 hrs. Observou-se o rompimento do macréfago com expulsdo nuclear e espalhamento das
leveduras, que aparentemente encontram-se aglomeradas tanto no citoplasma quanto no
nucleo. Esse evento, provavelmente, causou a destruicdo total da célula macrofagica numa

extrusdo do interior para o exterior do citosol.
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Figura 48. Infeccdo pelas células plancténicas da cepa EH-315 com 5 horas de infec¢do (A, B, C e D). As setas apontam os aglomerados celulares na
superficie e nucleo dos macréfagos (D). Nota-se um fenbmeno de sincronia nucleo-citoplasma verificado pelo aumento do nimero de nicleos (A e B).
Infeccdo apds 5 horas pelas células derivadas de biofilme (E, F G e H). A seta na figura H indica o rompimento do macréfago com expulsdo nuclear e
espalhamento das leveduras que se encontram aglomeradas tanto no citoplasma quanto no nucleo.
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Apos 24 hrs de infecgdo pelas células planctonicas (Fig. 49. A, B, C e D) e derivadas
de biofilme (Fig. 49. E, F, G e H), observa-se potencialmente que alguns macrofagos também
se encontram em sofrimento e outros ja& em processo de morte celular com visivel
fragmentacdo nuclear, 0 que possivelmente caracterizaria processo de apoptose (PITANGUI
et al., 2016). De acordo com Macoris et al., 2006, a morte de células com leveduras de P.
brasiliensis internalizadas pode conceder a disseminacdo do fungo para 6rgaos e tecidos antes
ndo colonizados. Além disso, conforme ja relatado anteriormente, na infeccdo pelas células
derivadas de biofilme, nota-se uma distorcdo da membrana plasméatica potencialmente
recrutada pela polimerizacdo de actina com o intuito de realizar a fagocitose. A Fig. 50
representa o controle de macréfagos alveolares murinos AMJ>-C11 ndo infectados (A) e o
controle da cepa EH-315 de H. capsulatum (B).
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Figura 49. Infecgdo pelas células planctbnicas da cepa EH-315 ap6s 24 horas (A, B, C e D) e pela mesma cepa derivada de biofilme (E, F, G e H). Para as
duas condicdes as setas indicam macréfagos aparentemente em sofrimento e outros ja em processo de morte celular, com visivel fragmentagdo nuclear, que
possivelmente caracterizaria processo de apoptose. Nota-se uma distor¢do da membrana plasmaética na infeccdo pelas células derivadas de biofilme com o
intuito de realizar a fagocitose (H).
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Figura 50. Controle de macrofagos alveolares murinos AMJ2-C11 (A) e controle da cepa EH-315 de H. capsulatum (B).
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4.3.3. Taxa de infeccdo de células planctbnicas e derivadas de biofilme de H. capsulatum
em macrofagos AMJ2-C11 por contagem de unidades formadoras de coldnias por
mililitro (UFC/mL).

A taxa de infeccdo de células planctonicas e derivadas de biofilme da cepa EH-315 de
H. capsulatum em macrofagos AMJ2-C11 foi avaliada de forma comparativa e determinada
através da contagem de UFC/mL (Fig. 51). E possivel observar que a taxa de infeccdo foi
crescente nos periodos de infeccdo de 15 min, 1 h, 5 hrs e 24 hrs, tanto na infeccdo pelas
células plancténicas quanto pelas células derivadas de biofilme. Além disso, nota-se que em
ambas as condicdes testadas, a maior taxa de infeccdo (UFC/mL) ocorre no tempo de 24 hrs
de infeccdo com as células AMJ>-C11.

Ao compararmos as duas condicGes de infeccdo, observou-se maior quantidade de
unidadesformadoras de coldnias nas células infectadas por células derivadas de biofilme apds
1, 5 e 24 h de incubagdo quando comparado a infeccdo pelas células planctdnicas, o que nos
leva a crer que ha maior adesdo e internalizagdo do fungo originado da condi¢do de biofilme
(p<0,05 e p< 0,001).

Figura 51. Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) em diferentes tempos de interagdo de células
planctonicas e derivadas de biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum em macréfagos alveolares
AMJ2-C11. Significancia estatistica: *p<0,05; ***p<0,001. Valores demonstrados referentes a trés
experimentos independentes.
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A interacdo de leveduras de H. capsulatum com macréfagos € crucial para patogénese
da histoplasmose, visto que este fungo é considerado um patogeno intracelular facultativo,
capaz de aderir e invadir células hospedeiras como, macrdfagos, neutrofilos, células
dendriticas e células epiteliais (PITANGUI et al., 2016). No organismo do hospedeiro os
macrofagos sdo a primeira linha de defesa que respondem ao fungo (NOSANCHUCK et al.,
2012). Uma vez fagocitado o patdgeno pode sobreviver e proliferar dentro do compartimento
fagossomal de macrofagos, que atuam como um carreador translocando o fungo para os
linfonodos e, posteriormente a corrente sanguinea, disseminando-se para outros 6rgdos
(GUIMARAES et al., 2011).

Alguns estudos tém revelado uma série de fatores produzidos por H. capsulatum que
subvertem as defesas do hospedeiro e facilitam a internalizacéo e proliferacdo intracelular das
leveduras (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016). Além disso, a maioria dos estudos de H.
capsulatum tem demonstrado interesse na fagocitose ou enfoca a resposta imune. Entretanto,
as evidéncias de que leveduras de H. capsulatum podem formar biofilme in vitro, bem como
aderir a pneumdocitos (PITANGUI et al., 2012), endotélio humano (LEDKE et al., 2012),
orgdos criopreservados de morcegos (SUAREZ-ALVAREZ et al., 2010), valvulas protéticas
(LORCHIRACHONKUL et al., 2013) e formar agregados ao redor do nucleo de macréfagos
alveolares (PITANGUI et al., 2016), chamam a atencdo para a importancia da adesdo e
invasdo de H. capsulatum frente a colonizacdo, disseminacéo e estabelecimento da doenca.

Sabe-se que a adesdo as células do hospedeiro € o primeiro passo na colonizagéo e
formagdo de biofilmes, que sdo considerados um importante problema clinico relacionado a
persisténcia da doenca, resisténcia antifingica e aumento no indice de mortalidade
(KOWALSKI et al., 2019). Por meio de resultados preliminares e principalmente com o0s
obtidos no presente trabalho, levantamos a hipétese de que as leveduras em formato biofilme
podem adquirir caracteristicas mais virulentas, especificas dessas comunidades, e que ainda,
podem carregar modificacdes na expressao génica, favorecendo a persisténcia durante a
infeccdo no hospedeiro.

Um estudo anterior conduzido pelo nosso grupo mostrou através de técnicas
microscopicas que celulas planctonicas da cepa EH-315 de H. capsulatum apresentaram
tropismo pelo nucleo celular, sendo visualizadas em grupamentos ao redor do nucleo apds 5
hrs de infecgdo em macrdfagos alveolares. Esses dados podem estar relacionados a uma nova

estratégia de sobrevivéncia intracelular adotada por H. capsulatum (PITANGUI et al., 2016).
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Com relacdo as imagens de microscopia confocal os resultados complementam o que
foi observado nas imagens adquiridas pelo IN Cell Analyzer 2000 e na analise de intensidade
de fluorescéncia da proteina Hsp60 reveladas acima. As analises evidenciaram a formacéo de
aglomerados de leveduras mais intensos na infeccdo pelas células derivadas de biofilme,
causando aparentemente danos mais agressivos a célula hospedeira, 0 que possivelmente
poderia resultar em uma infeccdo persistente (PITANGUI et al., 2016). Miranda e
colaboradores (2019) por meio de ensaios de co-cultura utilizando dois modelos
experimentais avaliou a interacdo de biofilmes iniciais e maduros de C. albicans com
macrofagos alveolares. Os resultados demonstraram que a interacdo entre biofilmes iniciais e
macrofagos resultou em uma diminuicdo na formacdo de biofilme, enquanto na interacdo
entre biofilmes maduros e macrofagos houve uma formacao crescente de biofilme.

Este estudo evidenciou que as células derivadas do biofilme de H. capsulatum tem
capacidade distinta para infectar macr6fagos alveolares. Lee e colaboradores (2019)
demonstraram que células derivadas de biofilme de C. neoformans tém maior dificuldade de
serem fagocitadas por macréfagos, além de apresentarem um aumento significativo na
capsula, modificacdes em sua superficie e liberacdo de grande quantidade de polissacarideos,
sugerindo que as células com esse fenétipo podem ser dificeis de serem erradicadas pelas
células do hospedeiro. Embora seja necessario a realizagdo de estudos em modelos in vivo
para compreender 0s mecanismos de viruléncia entre células derivadas de biofilme e células
planctonicas de H. capsulatum, estudos utilizando Galleria mellonella como modelo de
infeccdo revelam que células do biofilme de espécies de Cryptococcus podem contribuir para
a viruléncia do fungo (Benaducci et al., 2016).

4.4, ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME DE H. capsulatum em pH &cido

4.4.1. Determinacéo da viabilidade celular do biofilme pelo ensaio de reducgédo do XTT

A fim de averiguar a capacidade de H. capsulatum em formar biofilme em ambiente
acido, mimetizando o ambiente intracelular no macréfago, os biofilmes também foram
caracterizados em diferentes condicdes fisioldgicas de pH. A cinética da viabilidade celular
dos biofilmes formados em diferentes condigdes fisiologicas de pH (neutro e &cido) pela cepa
EH-315 é mostrada na figura 52. Até as 120 horas, houve um ligeiro aumento na viabilidade
celular de ambos os biofilmes. Apds as 120 horas, a viabilidade celular teve um aumento
substancial até o periodo de 144 horas, e atinge um plateau, portanto o periodo de 144 horas

foi considerado o tempo ideal de maturacdo dos biofilmes de H. capsulatum em ambas as
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condigdes fisiologicas de pH. A viabilidade celular dos biofilmes maduros (144h) formados
nas diferentes condicdes fisiologicas de pH foram comparadas (Fig. 53). O pH acido (4.5)
propiciou a formacao dos biofilmes, no entanto, quando comparado aos biofilmes crescidos

em pH 7.2, a viabilidade celular foi ligeiramente menor a partir de 120 h (p<0,001).

Figura 52. Cinética da viabilidade celular do biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum em
diferentes condicdes fisioldgicas de pH pelo ensaio de reducdo do XTT. Significancia estatistica:
***p<0,001.
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Figura 53. Comparagdo da viabilidade celular do biofilme maduro da cepa EH-315 de H. capsulatum
em diferentes condicbes fisioldgicas de pH obtida pelo ensaio de redu¢do do XTT. Significancia
estatistica: ***p<0,001.
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4.4.2. Quantificacdo da massa do biofilme por coloragéo com Cristal Violeta

A quantificacdo da massa dos biofilmes foi feita por coloracdo com cristal violeta. A
Fig. 54 mostra que de acordo com os resultados do ensaio de XTT, os biofilmes apresentaram
um desenvolvimento de biomassa até as primeiras 144 horas. Apds esse periodo o
desenvolvimento da biomassa manteve-se constante em ambas as condic¢des testadas. Os
biofilmes formados pela cepa EH-315 de H. capsulatum em pH &cido (4.5) produziram menor
guantidade de biomassa ap6s 144 horas de incubacdo que os biofilmes formados em pH
neutro (7.2) (p<0,001) (Fig. 55).
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Figura 54. Cinética do desenvolvimento da biomassa do biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum
guantificada pela coloracdo por cristal violeta em diferentes condicdes fisioldgicas de pH.
Significancia estatistica: *p<0,5 e ***p<0,001.
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Figura 55. Comparacdo do desenvolvimento da biomassa dos biofilmes maduros da cepa EH-315 de
H. capsulatum em diferentes condic@es fisioldgicas de pH através da coloracdo por cristal violeta.
Significancia estatistica: ***p<0,001.
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4.4.3. Quantificacdo da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas por coloracdo
com Safranina

Os resutados da cinética da quantificacdo das estruturas polissacaridicas e das matrizes
extracelulares foram determinadaas pela coloracdo com safrania (Fig. 56), bem como a
influéncia do pH na formacdo de material polissacaridico e matriz extracelular do biofilme
maduro (Fig. 57). Como nos resultados da quantificacdo da viabilidade celular e
desenvolvimento da biomassa, as comunidades formadas em pH é&cido (4.5) apresentaram
menor quantidade de material polissacaridico e matriz extracelular comparativamente ao pH
neutro (7.2) (p<0,001).

Figura 56. Cinética da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas produzidas pelos biofilmes da
cepa EH-315 de H. capsulatum quantificada pela coloragdo com safranina em diferentes condicGes
fisiologicas de pH. Significancia estatistica: ***p<0,001.
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Figura 57. Comparacédo da quantidade de matriz extracelular e estruturas polissacaridicas produzidas
pelos biofilmes maduros da cepa EH-315 de H. capsulatum em diferentes condicGes fisioldgicas de
pH através da coloracdo com safranina. Significancia estatistica: ***p<0,001.
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4.4.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos biofilmes formados em pH acido

Para melhor visualizacdo da topografia dos biofilmes maduros da cepa EH-315 de H.
capsulatum formados em pH acido (4.5), foi realizada a MEV. A Fig. 58 mostra as
topografias dos biofilmes maduros formados em pH &cido (A, B e C) e pH neutro (D, E e F).
Observa-se que o biofilme formado em pH &cido (4.5) aparenta-se ser menos denso e com
menor quantidade de matriz extracelular quando comparado ao biofilme formado em pH
neutro (7.2).

Os resultados da MEV complementam os resultados observados na quantificagdo dos
biofilmes. O ph acido propiciou a formacdo de biofilme maduro mesmo apesar de serem
ligeiramente mais "fracos" com menor viabilidade celular, biomassa e matriz extracelular a
partir de 120 horas, comparativamente aos biofilmes formados em pH neutro (7.2).

Embora as duas condicbes fisiologicas de pH (acido/neutro) testadas tenham
proporcionado o desenvolvimento de biofilmes de H. capsulatum, o pH neutro foi superior ao
pH é&cido. Perfil semelhante foi observado por Ravi et al., 2009 para a os biofilmes de C.
neoformans formados em pH neutro, sugerindo que condi¢cdes semelhantes as observadas em

seu habitat natural podem ser mais favoraveis a formacgdo de biofilme. Outros autores



CXXXVII

descreveram que o pH neutro favorece a formacéo do biofilme, bem como a colonizagéo de
C. tropicalis (FERREIRA et al., 2016). Além disso, estudo conduzido por Gongalves et al.,
2020 revelaram que biofilmes formados por C. albicans e C. glabrata se desenvolvem melhor
em ambiente neutro comparado ao ambiente acido produzindo maior quantidade de matriz
extracelular.

Visto que H. capsulatum é um patogeno intracelular, capaz de sobreviver no ambiente
intracelular de macréfagos, verificar a habilidade desse fungo em formar biofilme em
ambiente acido € de extrema importancia. Neste contexto, os resultados obtidos sugerem
fortes indicios de que a capacidade de sobreviver e multiplicar-se dentro de macréfagos pode
estar relacionada a formacédo de biofilmes intracelulares como uma estratégia adotada por H.
capsulatum frente as condic¢des de acidificacdo. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para

compreender esses achados.
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Figura 58. Microscopia eletrdnica de varredura do biofilme maduro da cepa EH-315 formado em pH 4.5 (&cido) (A, B e C) e pH neutro (7.2) (D, E e F). As
setas apontam a matriz extracelular. Nota-se que o biofilme formado em pH 4cido (4.5) aparenta-se ser menos denso e com menor quantidade de matriz
extracelular.
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4.5 ANALISE PROTEOMICA

4.5.1. Determinacdo das proteinas totais

A quantidade de proteinas totais presentes nas amostras foi determinada pelo método
de Bradford que consiste na interagdo entre as moléculas de azul de Coomassie G250 e 0s
grupos acidos ou basicos das proteinas. Este reagente se liga preferencialmente aos residuos
de aminoacidos basicos e aromaticos. Os resultados das concentracBes de proteinas totais nas
amostras de H. capsulatum em crescimento planctdnico, biofilme, bem como em macrofagos
infectados com células derivadas de biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdo de proteinas totais de H. capsulatum em células planctonicas e em biofilme,
bem como em macrofagos J774 A.1 infectados com células derivadas de biofilme da cepa EH-315 de
H. capsulatum, determinadas pelo método de Bradford. Os ensaios foram conduzidos em triplicata, em
trés experimentos independentes.

N° 1 N° 2 N° 3
DO Concentragéo DO Concentragéo DO Concentragéo
(595nm) de proteinas (595nm) de proteinas (595nm) de proteinas
(Hg/ul) (Hg/ul) (Hg/pl)

Microrganismo Condicéo

Cepa EH-315de  Planctonico 1,455 7285 1,571 8075 1,771 9429
H. capsulatum

Cepa EH-315 de Biofilme 0,853 3204 1,260 5966 1,095 4846
H. capsulatum

Células de
macrofagos J774
A.l + células
derivadas de
biofilme da cepa
EH-315 de
H. capsulatum

Infeccdo 0,558 1200 0,466 579 0,439 392

N° = nimero de amostra; DO = Densidade Optica.
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4.5.2. Andlise do perfil proteico por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE)

A figura 59 refere-se a analise por SDS-PAGE dos componentes totais da cepa EH-
315 de H. capsulatum sob condi¢des planctonicas e em biofilme. Foi possivel verificar que
aparentemente o perfil eletroforético demonstrou diferencas significativas quanto a
intensidade das bandas (apontadas pelas setas em vermelho), com massas moleculares
correspondentes a faixa entre 50 e 10 kDa. Além disso, nota-se também o aparecimento de 3
bandas exclusivas no biofilme quando comparado ao crescimento planctonico (apontadas
pelas setas em preto) e que compreendem proteinas que encaixam-se nas massas entre 24 a 10
kDa.

A técnica empregada para visualizacdo das bandas, utilizando Azul de Coomassie G-
250, pareceu ser reprodutivel e compativel com a espectrometria de massas para as amostras
do crescimento plancténico e biofilme. Além disso, permitiu a visualizacdo de um grande
namero de proteinas, visto que consiste em um método sensivel capaz de detectar proteinas
em concentracdes baixas (Candiano et al., 2004). No entanto, a analise SDS-PAGE néo
possibilitou a revelacdo de bandas nas amostras de infeccdo pelas células derivadas de
biofilme em macrofagos. Dessa forma, esses dados ndo foram suficientes para conceder um
perfil completo das proteinas diferencialmente expressas, sendo entdo, necessaria a realizacdo
da protebmica por shotgun para melhor identificacdo e posterior analise da funcdo das

mesmas.
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Figura 59. SDS-PAGE dos componentes proteicos da cepa EH-315 de H. capsulatum sob condigdes
planctbnicas e em biofilme. 1: representa o padrdo de massa molecular; 2: corresponde as células de
levedura de H. capsulatum sob condicGes plancténicas e 3: corresponde as células de levedura de H.
capsulatum em formato biofilme. Os nimeros a esquerda correspondem a massa molecular (kDa) dos
padrbes. As setas vermelhas indicam diferencas na intensidade das bandas e as setas pretas apontam
bandas exclusivas.
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4.5.3. Analise protedmica por shotgun

Neste trabalho a estratégia protedmica utilizada baseou-se no método shotgun para
analise comparativa de proteinas obtidas de biofilme e células plancténicas de H. capsulatum,
bem como para descobrir diferencas importantes de células derivadas de biofilme de H.
capsulatum durante a infeccdo em macrdfagos. Neste contexto, a identificacdo de proteinas
através da andlise diferencial, permitira elucidar importantes mecanismos envolvidos na
patogénese de H. capsulatum, e o conhecimento de moléculas envolvidas nas condi¢fes de
infeccdo podem ajudar no melhor entendimento do processo de interagdo entre o patdégeno e o
hospedeiro.

As proteinas extraidas durante a lise celular foram precipitadas e digeridas em solucéo
de tripsina para gerar misturas de peptideos complexos. Os peptideos produzidos por digestdo
com tripsina foram entdo separados e introduzidos em um espectrémetro de massas, em que

suas relacfes massa/carga (m/z) sdo medidas e os espectros de fragmentacéo sdo criados. As
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sequéncias de peptideos e as proteinas foram subsequentemente identificadas por ferramentas
de bioinformatica. A anélise identificou um total de 212 proteinas no crescimento plancténico
(Tabela 3, Anexo 2), 185 proteinas em biofilme (Tabela 4, Anexo 2) e 25 proteinas em
condicdo de infeccdo com as células derivadas de biofilme em macrofagos J774 A.1 (Tabela
6, Anexo 2).

Nas analises comparativas de dados visando a deteccdo de proteinas exclusivas foi
possivel a deteccdo de 113 proteinas em comum entre as condi¢cBes de crescimento
planctonico vs. biofilme, 99 proteinas exclusivas no crescimento plancténico e 72 proteinas
exclusivas em biofilmes (Fig. 60A). J& em condicdo de infeccdo com as células derivadas de
biofilmes em macro6fagos alveolares J774 A.1 foram detectadas 19 proteinas em comum entre
a condicdo controle (biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum na condi¢do controle) vs.
infeccdo, 166 proteinas exclusivas no controle e 6 proteinas exclusivas na infeccdo (Fig.
60B). As proteinas exclusivas foram identificadas e classificadas em categorias funcionais
(Tabela 3, 4, 5 e 6, Anexo 2).

Figura 60. Diagramas de Venn representando o nimero de proteinas exclusivas em cada amostra e 0
numero de proteinas expressas em ambas as condic¢Ges. (A) crescimento planctdnico vs. biofilme da
cepa EH-315 de H. capsulatum; (B) controle (biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum na condicéo
controle) vs. infeccdo de células derivadas de biofilmes em macréfagos J774 A.1.

A B

Planctdnico Biofilme Controle Infecgio

113
(39.8%)

4.5.4. Analise funcional das proteinas exclusivas no crescimento planctonico e em
biofilmes de H. capsulatum

As proteinas exclusivas detectadas no crescimento plancténico e em biofilme (Tabela
4 e 5, Anexo 2) foram classificadas de acordo com as categorias funcionais, com base no
banco de dados Uniprot. A fig. 61A mostra que a maioria das proteinas exclusivas
identificadas no crescimento planctonico estava relacionada a sintese de proteinas (27; 27%),
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seguida pelo metabolismo (22; 22%), energia (8; 8%), destinacdo de proteinas (5; 5%),
transporte celular (5; 5%), ciclo celular e processamento de DNA (4; 4%), transcri¢do (4;
4%), biogénese de componentes celulares (3; 3%) e estresse, defesa e viruléncia (2; 2%).
Foram ainda identificadas 19 proteinas (19%) com funcdo desconhecida descrita na literatura.
J& a fig. 61B revela que a maioria das proteinas exclusivas detectadas em biofilme estava
relacionada a energia (13; 18%), seguida pela sintese de proteinas (10; 14%), metabolismo (8;
11%), transporte celular (7;10%), transcricdo (6; 8%), estresse, defesa e viruléncia (5; 7%),
biogénese de componentes celulares e ciclo celular e processamento de DNA (3; 4%),
destinagcdo de proteinas e mecanismo de transducdo de sinal (2; 3%). Além destas, foram
identificadas 13 proteinas (18%) que apresentam funcdo desconhecida.

Entre as 72 proteinas identificadas exclusivamente em biofilme, destacamos alguns
grupos funcionais que apresentam um aumento do nimero das proteinas quando comparado
ao crescimento em condigdes planctonicas que sdo relacionados a estresse, defesa e viruléncia
(5; 7%) e proteinas relacionadas a producdo de energia (13; 18%) (Fig. 61B). Desta
categorizacdo, nossos dados mostram que a maioria das proteinas de estresse, defesa e
viruléncia estd envolvida ao estresse oxidativo, como Catalase, Peroxidase e 30 kDa Heat
shock protein (Hsp30), além da proteina Carbonic anhydrase e Aldehyde dehydrogenase
(Tabela 4, Anexo 2).
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Figura 61. Classificacdo funcional de proteinas exclusivas da cepa EH-315 de H. capsulatum
identificadas no crescimento planctonico (A) e em biofilme (B) com base no banco de dados UniProt.
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A literatura reporta que a ativagdo da resposta ao estresse oxidativo € uma hipdtese
que foi proposta para explicar o aumento da resisténcia em biofilmes microbianos. Neste
contexto, nossos dados mostram a identificacdo de proteinas antioxidantes exclusivas no
biofilme de H. capsulatum que podem representar um mecanismo de defesa contra espécies
reativas de Oz (ROS) (SERRANO-FUJARTE; LOPEZ-ROMERO; CUELLAR-CRUZ, 2016;
TAMAYO et al.,, 2017). Estudos conduzidos por Seneviratne e colaboradores (2008)
mostraram que proteinas diferencialmente expressas entre condi¢cbes de crescimento
planctonico vs. biofilme estdo relacionadas a resposta ao estresse oxidativo, conferindo
capacidade antioxidante ao biofilme de C. albicans.

Por exemplo, a Catalase é uma das enzimas mais importantes que respondem ao
estresse oxidativo causado por ROS, foi identificada em biofilme e acredita-se que esteja
relacionado a resisténcia antimicrobiana (SANTI et al., 2014). Segundo Johnson e
colaboradores (2002) H. capsulatum expressa trés genes Catalase: CatA, forma filamentosa,
CatB, forma leveduriforme e CatP, expresso em ambas as formas. Interessantemente,
leveduras de H. capsulatum que ndo possuem nenhuma das Catalases apesentaram deficiéncia
na sobrevivéncia durante a infeccdo em macrdfagos. Isso indica que durante a infec¢do o
fungo expressa as Catalases como um sistema antioxidante para combater ROS derivadas do
hospedeiro (BEYHAN; SIL, 2019). Além disso, estudos relacionados a biofilmes bacterianos
tém indicado uma superexpressdo da proteina Catalase em biofilme comparado ao
crescimento plancténico, mostrando evidéncias de sua participacdo na protecdo de ROS em
biofilme (ACKER et al., 2013). Outra proteina identificada no proteoma do biofilme de
Histoplasma caracterizada como um importante antioxidante celular e que também atua na
protecdo do fungo contra o estresse oxidativo € a Peroxidase.

Adicionalmente, as proteinas de choque térmico (Hsps) sdo chaperonas que
desempenham funcbes bioldgicas importantes durante o processo infeccioso. Recentemente
nosso grupo verificou a influéncia da proteina Hsp60 na formacdo do biofilme de H.
capsulatum. De acordo com os resultados, foi observado uma redugdo na formacdo dos
biofilmes quando tratado com o anticorpo anti-Hsp60, ressaltando a importancia das proteinas
de choque térmico na formacdo do biofilme e consequentemente no estabelecimento da
infeccdo (FREGONEZI et al., 2021). Além disso, estudos relacionados a inibicdo da proteina
Hsp90 tem indicado um aumento da atividade antifungica dos azolicos contra a formacao de

biofilme e reducdo na viruléncia de espécies de Cryptococcus, sugerindo que a inibi¢do desta
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proteina pode ser uma estratégia importante no desenvolvimento de novos antifungicos
(CORDEIRO et., 2016).

Em relacdo as alteracGes na producdo de energia foram identificadas proteinas que
estdo envolvidas na via glicolitica, metabolismo de piruvato, ciclo dos acidos tricarboxilicos e
transporte de elétrons e respiracdo (Tabela 4, Anexo 2). A Alcohol dehydrogenase
desempenha um papel importante na fermentacdo e foi identificada no biofilme de H.
capsulatum. Alguns estudos relatam que a delecdo do gene ADH1 em C. albicans apresentam
reducdo na viruléncia em termos de adesdo, formacdo de hifas e formacdo de biofilmes
(SONG et al., 2019). Pyruvate decarboxylase e Succinato dehydrogenase também foram
identificadas. Estudos relacionados a deplecdo de piruvato tém mostrado uma deficiéncia na
formacéo de biofilmes por Pseudomonas aeruginosa (PETROVA et al., 2012). Além disso, a
Succinato dehydrogenase é regulada positivamente nos biofilmes de Staphylococcus aureus
(GAUPP et al., 2010). Também foi identificado um maior nimero de proteinas relacionadas a
cadeia respiratoria, que tem como funcéo gerar energia em forma de ATP, destacando-se entre
elas Minor allergen Alt a 7, Cytochrome ¢ oxidase subunit 1, Cytochrome b2, Fumarate
reductase, V-type proton ATPase catalytic subunit A e Quinone oxidoreductase (Tabela 4,
Anexo 2). Sendo assim, a identificacdo dessas proteinas, provavelmente parecem ter um papel
fundamental para obtengdo de energia, garantindo assim a sobrevivéncia, a manutencdo da
arquitetura e estrutura dos biofilmes de Histoplasma. E importante ressaltar que nos Gltimos
anos as proteinas de choque térmico, bem como as proteinas envolvidas no metabolismo da
glicose sdo intensamente investigadas por serem consideradas potenciais alvos antifungicos
(GONG et al., 2017; EDKINS et al., 2018; CHEN et al., 2020).

Além das categorias funcionais mencionadas anteriormente, destacamos alguns grupos
funcionais que apresentaram uma diminuicdo no numero de proteinas envolvidas
principalmente em processos celulares como sintese proteica (10; 14%) e metabolismo celular
(8; 11%). Neste contexto, é possivel verificar que embora a sintese de proteinas fosse ativada,
muitas proteinas relacionadas a montagem de subunidades de ribossomo foram identificadas,
consistente com o rendimento de proteinas reduzido no biofilme. Chong e colaboradores
(2012) através de uma analise do proteoma de C. gatti durante o tratamento com fluconazol
revelou uma diminuicdo da maioria das proteinas ribossomais, sugerindo que a manutencéo
da sintese do ribossomo foi afetada devido a desaceleracdo do metabolismo ativo e do

crescimento celular. Dessa forma, hipotetizamos que a biossintese de proteinas pode ser
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afetada nos biofilmes de H. capsulatum, conforme também proposto pelas células bacterianas
que crescem em biofilmes (KWAN et al., 2013).

Proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos também foram identificadas,
como Adenosylhomocysteinase, Aminomethyltransferase, Vacuolar serine protease,
Adenosine-5'-phosphosulfate kinase e Adenylyl-sulfate kinase (Tabela 4, Anexo 2). Os
microrganismos fangicos, incluindo as leveduras patogénicas e os fungos filamentosos, séo
capazes de sintetizar todos os aminoacidos essenciais para o ser humano. Adicionalmente,
numerosos estudos mostraram que a inibicdo da via de biossintese de aminoacidos em fungos
patogénicos provoca uma deficiéncia no crescimento celular e uma reducdo da viruléncia,
sugerindo que esta via poder ser considerada uma importante fonte para alvos antifungicos
(JASTRZEBOWSKA; IWONA, 2015). Concordando com nossos resultados, foi observado
uma diminuicdo de proteinas envolvidas no metabolismo do biofilme de C. glabrata
(SENEVIRATNE et al., 2010) e Streptococcus mutans (RATHSAM et al., 2005). Portanto,
essas alteracdes no perfil metabdlico podem representar uma reducédo na atividade metabolica,
contribuindo para a persisténcia dos biofilmes de H. capsulatum. Adicionalmente, estudos
mostraram uma taxa de crescimento lento para biofilmes bacterianos quando comparado com
células plancténicas (PETROVA et al., 2012; YEOM et al., 2013). Além disso, nos biofilmes,
as camadas mais profundas das células estdo localizadas em ambiente altamente estressante
com condig¢des limitantes de nutrientes, baixo teor de O, alto teor de residuos e alteragdes no
pH, apresentando baixo indice de crescimento celular (SANTI et al., 2014).

Nossos dados corroboram parcialmente com os descritos por Santi et al., 2014 que
verificaram através de uma analise protedbmica por shotgun as diferencas de proteinas entre o
biofilme e as células planctdnicas de C. neoformans. De acordo com os resultados, as células
do biofilme mostraram um aumento nas proteinas relacionadas a resposta ao estresse e uma
diminuicdo de proteinas relacionadas a sintese proteica e ao processo metabolico, sugerindo
uma estratégia adota pelo biofilme para sobreviver e se adaptar as mudancas do ambiente.

Uma categoria funcional que merece destaque no proteoma do biofilme de H.
capsulatum é o mecanismo de transducdo de sinal/comunicacdo celular (2; 3%). Proteinas
exclusivas como GTP-binding protein ypt3 e EF-hand domain-containing protein foram
identificadas (Tabela 4, Anexo 2). O quorum sensing (QS) € um mecanismo que permite a
comunicacdo entre as células, sendo responsavel pela liberacdo de moléculas de sinalizacdo
para 0 ambiente que participam da regulacdo da expressdo génica, controlando a

morfogénese, formacgdo de biofilmes, fatores e viruléncia e patogénese (PALUCH et al.,
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2020). As moléculas de sinalizacdo farnesol e tirosol, secretadas por C. albicans mostrou ter
um papel fundamental na morfogénese, viruléncia e formagdo de biofilme
(ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012; PADDER; PRASAD; SHAH, 2018). Neste
contexto, estudos tem demostrado que o farnesol e o tirosol possuem efeito antifangico e anti-
biofilme (SEBAA; BOUCHERIT-OTMANI; COURTOIS, 2019). Além disso, dados
anteriores in vitro e in vivo sugerem que essas moléculas de sinalizagdo podem ter um efeito
potente em combinacao com antiftingicos tradicionais (RODRIGUES; CERNAKOVA, 2020).
Adicionalmente, varios estudos envolvendo os mecanismos de inibicdo do QS como
estratégia terapéutica para combater biofilmes de Candida tem sido proposto (KOVACS;
MJOROS, 2020). Dessa forma, nossos resultados sugerem que a identificagdo de moléculas
de sinalizacdo no biofilme, provavelmente, auxilia na comunicacao entre as células para se

adaptarem as mudancas ambientais.

4.5.5. Andlise funcional de proteinas exclusivas do biofilme da cepa EH-315 de H.
capsulatum identificadas durante a infeccdo em macroéfagos alveolares J774 A.1.

As proteinas exclusivas detectadas no controle (células do biofilme da cepa EH-315 de
H. capsulatum durante a condicao controle) e nas células do biofilme da cepa EH-315 de H.
capsulatum recuperados de macréfagos infectados estdo representadas na Tabela 5 e 6,
Anexo 2, e foram classificadas de acordo com as categorias funcionais, como descrito no item
5.3.4. A fig. 62A mostra que a maioria das proteinas exclusivas identificadas no controle
estava relacionada a energia (32; 19%), seguida pelo sintese proteica (29; 17%), metabolismo
(23; 13%), destinacdo de proteinas (15; 9%), transporte celular (12; 7%), estresse, defesa e
viruléncia (10; 6%), ciclo celular e processamento de DNA (9; 5%), transcricdo (8; 5%),
mecanismo de transducdo de sinal (5; 3%) e biogénese de componentes celulares (4; 2%).
Foram ainda identificadas 24 proteinas (14%) com funcdo desconhecida descrita na literatura.
Ja afig. 62B indica que as proteinas exclusivas detectadas nas células do biofilme recuperadas
da infeccdo em macrofagos estava relacionada a transporte celular (2; 33%), seguida pela
sintese proteica (1; 17%), estresse, defesa e viruléncia (1; 17%) e ciclo celular e
processamento de DNA (1; 17%). Além destas, foi identificada 1 proteina (17%) que
apresenta funcdo desconhecida.

Dessa forma, foram identificadas 6 proteinas exclusivas de células do biofilme durante
a infeccdo pertencentes a diferentes grupos funcionais. Este € o primeiro trabalho que relata a

identificacdo de proteinas da resposta de células do biofilme de H. capsulatum durante a
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infeccdo em macrofagos, visto que somente proteinas exclusivas do biofilme e ndo de

macrofagos foram identificadas por espectrdmetria de massas.
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Figura 62. Classificagdo funcional de proteinas exclusivas do biofilme da cepa EH-315 de H.
capsulatum durante a condicéo controle (A) e durante a infecgdo em macrofagos J774 A.1, apos 24h
(B) com base no banco de dados UniProt.
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Muitos estudos de resposta e adaptacdo do patdgeno durante a infeccdo fundamenta-se
no fato de que estes patdgenos estdo expostos a variacdes ambientais como temperatura,
estresse oxidativo e limitagdo de nutrientes, levando a alteragfes no metabolismo celular (RAI
et al., 2012; RODRIGUES et al., 2020). As analises protedmicas de interacdo de células
derivadas de biofilme do fungo Histoplasma com macrofagos J774 A.1 revelam a presenca de
proteinas relacionadas a alguns processos fornecendo uma visao global da resposta do fungo
nesta condicdo durante a infeccdo. As categorias mais relevantes associadas a esta condicéo
assim como as proteinas identificadas sao descritas abaixo.

4.5.5.1. Transporte celular

A aquisicdo de nutrientes € um desafio para patogenos intracelulares que residem em
compartimentos dentro das células hospedeiras que sdao mais limitantes nutricionalmente do
que pat6genos que escapam para um citosol rico em nutrientes como a corrente sanguinea
(SHEN et al., 2020). Adicionalmente, como residentes intracelulares de macrofagos,
leveduras de H capsulatum devem adaptar-se metabolicamente aos nutrientes disponiveis no
fagossoma, visto que este ambiente € considerado pobre em nutrientes (SHEN; RAPPLEYE,
2020). Além disso, estudos apontam que ndo h& apenas uma limitacdo nutricional, como
também, a liberacdo em excesso de moléculas pelo hospedeiro como forma de defesa
tornando o ambiente toxico para o fungo (SUN et al.,, 2014; MACKIE et al., 2016;
WIEMANN et al., 2017). Neste contexto, H capsulatum é capaz de importar e exportar
micronutrientes metalicos através de transportadores durante a infecdo em macrofagos,
mantendo as concentracdes dos mesmos dentro dos limites homeostaticos, permitindo assim
sua sobrevivéncia e proliferacédo intracelular (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).

Dessa forma, identificamos a proteina SEC7 domain-containing protein (Tabela 6,
Anexo 2), que tem como funcdo o movimento direcionado de proteinas para dentro ou para
fora de uma célula, por meio de agentes transportadores ou poros na membrana plasmatica.
Assim, sugere-se gque essa proteina, provavelmente facilita o transporte de residuos tdxicas
para fora do fagossomo, bem como captura substancias que estdo no citoplasma para dentro
da célula, garantindo a sobrevivéncia e proliferacdo de Histoplasma dentro do macréfago.

A proteina Myosin type Il heavy chain também foi identificada (Tabela 6, Anexo 2), e
se caracteriza como componente do citoesqueleto. Em resumo, o citoesqueleto é uma rede
tridimensional que abrange elementos estruturais como filamentos de actina, filamentos

intermediarios, microttbulos e proteinas que se ligam a esses elementos, sendo responsaveis
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pelos processos de transporte e também pelo controle das conformagdes do citoesqueleto.
Modificagbes desta conformacdo concede o formato as células e possibilitam o seu
movimento, facilitando a unido entre as células (XU; HUANG, 2020). Curiosamente, muitas
das funcdes do citoesqueleto sdo realizadas por meio da interagdo de microfilamentos de
actina com moléculas motoras chamadas miosinas. As miosinas sdo encontradas em muitos
organismos e sdo categorizadas em classes de acordo com suas estruturas (SEBE-PEDROS et
al., 2014). Estudos tem demostrado que a miosina de classe Il € importante para processos
celulares como, endocitose, citocinese, exocitose e transporte de organelas em S. cerevisiae
(LUO et al., 2004). Taheri-Talesh e colaboradores (2012) através de uma analise de
sequenciamento do genoma, descobriram que A. nidulans exibe um homdélogo de miosina tipo
Il (myoB), e que a sua exclusdo pode causar defeitos no crescimento celular. Além disso, a
delecdo do gene myoB demonstrou afetar a viabilidade celular de A. fumigatus (RENSHAW
et al., 2016). Neste contexto, nossos resultados mostram o importante papel que este
componente do citoesqueleto parece ter frente a adaptacdo das células do biofilme de H.

capsulatum no ambiente do fagossomo.

4.5.5.2. Estresse, defesa e viruléncia

Os patdgenos quando fagocitados pelo hospedeiro sdo submetidos a moléculas
antimicrobianas como ROS que sdo gerados pelo complexo NADP oxidase (MISSAL et al.,
2004) e que consequentemente necessitam de detoxificacdo. Sendo assim, as estratégias
adotadas pelo fungo para escapar dessas moléculas incluem a detoxificacdo de espécies
reativas, resposta ao estresse e reparo do DNA (RUIZ et al., 2011). Em nosso trabalho, o
perfil protebmico de células do biofilme recuperadas de macréfagos revelou que o fungo
nessa condicdo estimula respostas moleculares para resistir aos danos causados por meio da
producdo de enzimas antioxidantes que atuam no processo de detoxificagdo. Existem varias
enzimas que constituem a defesa antioxidante, dentre elas as tioredoxinas.

Dessa forma, identificamos a proteina Putative thiol-specific antioxidant protein
(TSAL1) (Tabela 6, Anexo 2), que tem como fungdo catalisar a redugdo de perdéxido de
hidrogénio. Estudos tem demostrado que TSA1l pode desempenhar algumas fungdes
importantes para a sobrevivéncia de leveduras de C. albicans em um ambiente oxidativo
desfavoravel criado pelas células do hospedeiro (SHIN et al., 2005). Outros estudos relatam
gue a TSA1 mostrou-se ser essencial para resisténcia ao estresse oxidativo em C. albicans e S.
cerevisiae (URBAN et al., 2005; CHAE et al., 1993). Adicionalmente, Missal e colaboradores

(2004) relatam que mutantes em TSAL1 apresentam viruléncia reduzida em modelos in vivo
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infectados com C. neoformans, sugerindo que essa proteina parece ser essencial para a sua
viruléncia.

O sistema tioredoxina ou sistema antioxidante € composto por varias moléculas que
interagem com residuos de cisteinas, sendo um dos principais reguladores no processo de
reducdo de tidis na célula. A producdo de ROS modula o estado tiol-redox celular e neste
cenario, o sistema tioredoxina torna-se muito importante, visto que pode restaurar o balanco
entre reducdo e oxidacéo celular, favorecendo assim o funcionamento normal da célula em
condicdes de estresse (YOSHIHARA et al., 2010). Gomez-Pastor et al., 2010 observou que a
superexpressdo do gene codificante para a tioredoxina em S. cerevisiae aumenta a defesa
redox, e que o sistema tioredoxina pode funcionar como uma alternativa na reducdo da
glutadiona oxidada in vivo, 0 que aumentaria a resisténcia destas leveduras ao estresse
oxidativo (TAN et al., 2010). Neste contexto, nossos estudos mostraram que a expressao da
TSAL em células do biofilme ap6s a infeccdo em macrofagos, provavelmente esta relacionada
com a protecdo da célula contra os danos oxidativos derivados do hospedeiro, garantindo

assim a sobrevivéncia no ambiente do fagossomo.

4.5.5.3. Ciclo celular e processamento de DNA

Com relacdo a categoria funcional de proteinas envolvidas no ciclo celular e
processamento de DNA, identificamos a proteina TAF domain-containing protein (Tabela 6,
Anexo 2), que se assemelha a histona H4 e é encontrada no componente central do
nucleossoma. Interessantemente, o nucleossoma é caracterizado como a unidade basica da
cromatina, uma estrutura dindmica, composta de DNA e proteinas ligantes de DNA que
permitem o armazenamento e utilizacdo da informacdo genética de forma eficiente, e as
histonas atuam como reguladores primarios da atividade da cromatina (ROTHBART,;
STRAHL, 2014). Zachi e colaboradores (2010) avaliaram o impacto do déficit de histona H4
no crescimento e na morfologia de C. albicans. Os resultados mostraram que a dosagem
reduzida de H4 esta associada a defeitos no crescimento e também na filamentagdo. Da
mesma forma, a deplecdo de histonas H4 apresentou danos no ciclo celular de S. cerevisiae
(KIM et al., 1988). Além disso, estudos tém demonstrado que mutantes em histona, bem
como remodelagem da cromatina apresentam falhas na transicdo micélio-levedura, na adeséo
em células epiteliais, na resisténcia ao estresse, e também na atividade antifungica,
promovendo um efeito direto na viruléncia de C. albicans (SMITH; EDLIND, 2002; MAO et
al., 2006; RAMAN et al., 2006; LU et al., 2008). Dessa forma, hipotetizamos que a

identificacdo de proteinas nucleares é fundamental para a regulacdo de varios processos
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importantes relacionados ao crescimento e principalmente a patogénese, visto que a
capacidade das células de H. capsulatum de proliferar intracelularmente é fundamental para
sua patogénese, como também proposto para C. glabrata (KUMAR et al., 2019).

Em nosso estudo buscou-se a identificacdo de proteinas expressas por células do
biofilme de H. capsulatum durante a infeccdo em macrdfagos, nossos resultados revelou o
envolvimento de proteinas em processos metabdlicos essenciais a sobrevivéncia e adaptacao
do fungo ao ambiente do hospedeiro. Além disso, o perfil protebmico da resposta do fungo
nessa condicao durante a infeccdo, sugere remodelamento do metabolismo frente ao estresse
oxidativo e limitacdo de nutrientes, permitindo a captacdo de nutrientes e ressalta o

desenvolvimento de novas estratégias de sobrevivéncia do fungo.

4.5.6. Localizacdo Subcelular

Os dados de localizacdo subcelular de proteinas ¢ uma importante fonte de informacao
util para elucidar as fungdes das proteinas eucariéticas, bem como muitas vezes pode revelar
seu mecanismo de acdo (KUMAR et al., 2002). Sendo assim, a predicdo da localizagédo
subcelular das proteinas exclusivas no crescimento plancténico e em biofilme da cepa EH-315
de H. capsulatum, bem como no controle (células do biofilme da cepa EH-315 de H.
capsulatum durante a condi¢do controle) e na infeccdo pelas células do biofilme da cepa EH-
315 de H. capsulatum em macrdfagos J774 A.1 foram representadas na Fig 63. Os resultados
indicam que a maioria das proteinas identificadas nas células planctdnicas foram classificadas
como mitocondriais (27; 34%), citoplasmaticas (26; 33%), nucleares (19; 24%), citosélicas
(4; 5%), citoesqueleto (2; 3%), reticulo endoplasmatico e extracelulares (1; 1%). Ja para as
proteinas identificadas no biofilme foram classificadas como citoplasmaticas (25; 42%),
seguidas das mitocondriais (16; 27%), nucleares (9; 15%), membrana plasmatica (4; 7%),
citosélicas (3; 5%), citoesqueleto e extracelulares (1; 2%). Para as proteinas identificadas nas
células do biofilme de H. capsulatum durante a condicdo controle, a localizacdo subcelular
mostra que a maioria das proteinas foram classificadas como citoplasmaticas (66; 45%),
seguidas das mitocondriais (27; 18%), nucleares (26; 18%), citosélicas (12; 8%), membrana
plasmatica (8; 5%), reticulo endoplasmatico (4; 3%), citoesqueleto (2; 1%) e extracelular (1;
1%). Ja na infeccdo em macrdfagos pelas células do biofilme os resultados mostram que a
maioria delas foram classificadas como nucleares (2; 40%), seguidas das citoplasmaticas,

mitocondriais e citoesqueleto (1; 20%).
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Figura 63. Localizacdo subcelular das proteinas exclusivas identificadas nas células plancténicas, no biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum, no controle
(células do biofilme de H. capsulatum durante a condicdo controle) e na infeccao pelas células do biofilme de H. capsulatum em macréfagos alveolares J774
A.1, ap6s 24 horas com base no servidor WoLF PSORT.
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Com base nos resultados apresentados, o presente trabalho contribui para um melhor
entendimento da formag&o do biofilme por H. capsualtum em condigdes in vitro e trazem
respostas importantes acerca das vias utilizadas por H. capsulatum para o desenvolvimento
dessas comunidades. Além disso a anélise protedmica do biofilme de H. capsulatum durante a
infeccdo em macrdfagos elucidou vias importantes associadas a sobrevivéncia e adaptacdo
utilizadas por esse fungo no ambiente do hospedeiro, podendo contribuir para um melhor
entendimento no estabelecimento da infec¢do. Estudos complementares acerca da validagédo
dos dados protedmicos poderiam esclarecer tais resultados. Sendo assim, esses resultados
apresentam avancos significativos no campo dos biofilmes e podem contribuir para estudos
futuros que podem provar o papel dessas comunidades na interacdo patdgeno-hospedeiro.
Além disso, abre portas para estudos posteriores com o intuito de estabelecer futuras opcdes

de tratamento para a histoplasmose.
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5. CONCLUSOES

Com a analise dos resultados do presente trabalho pode-se concluir que:

e Com relacdo a carga fungica e a viabilidade por meio de coloracdo com o azul de
Tripan, o melhor meio de cultura para a manutencao de H. capsulatum é o HAM-F12,
tanto para a condicdo de microaerofilia quanto para a condicdo de aerobiose;

e Nos ensaios de caracterizacdo dos biofilmes, verificou-se que em todas as condigdes
testadas, as cepas EH-315, G186A e G217B foram capazes de formar biofilmes in
vitro e 144 horas foi 0 tempo necessario para a maturacao de todas as cepas;

e Em geral, as condi¢des de atmosfera de microaerofilia, além de preferencialmente o
meio HAM-F12, foram mais propicias para o desenvolvimento dessas comunidades;

e A cepa EH-315 apresentou maior viabilidade celular, producdo de biomasssa e
material polissacarideo comparada as cepas G186A e G217B;

e Nos ensaios de infeccdo as células derivadas de biofilme parecem exibir maior
formacdo de aglomerados em macréfagos alveolares (AMJ2-C11) e apresentou uma
intensidade de fluorescéncia da proteina Hsp60 mais intensa apds 1, 5 e 24 horas de
infeccdo comparada as células planctonicas;

e A maior taxa de infeccdo ocorreu no tempo de 24 horas tanto pelas células
plancténicas quanto pelas células derivadas de biofilme;

e As células derivadas de biofilme exibiram maior habilidade em invadir macréfagos
alveolares (AMJ,-C11) apds 1, 5 e 24 horas de infecgdo quando comparadas as células
planctonicas;

e A cepa EH-315 de H. capsulatum € capaz de formar biofilme in vitro em pH &cido e
144 horas foi 0 tempo necessario para a maturacao;

e A andlise do perfil proteico de H. capsulatum em biofilme demonstrou diferencas
quanto a intensidade das bandas e a expressdo de proteinas exclusivas comparado as
células plancténicas;

e A anélise protebmica do biofilme de H. capsulatum apresentou um aumento de
proteinas envolvidas no estresse oxidativo e na obtengdo de energia e uma reducgéo de
proteinas envolvidas na sintese proteica e no metabolismo celular quando comparada

as celulas planctonicas;
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A identificacdo das proteinas exclusivas do biofilme de H. capsulatum permitiu um
entendimento parcial sobre as vias utilizadas por H. capsulatum para o
desenvolvimento do biofilme;

A identificacdo das proteinas exclusivas do biofilme de H. capsulatum durante a
infeccdo em macrofagos nos possibilitou um entendimento parcial sobre as vias
associadas a sobrevivéncia e adaptacdo do fungo ao ambiente do hospedeiro;

A localizacdo subcelular das proteinas exclusivas identificadas no biofilme da cepa
EH-315 de H. capsulatum e na infeccdo pelas células do biofilme de H. capsulatum
em macréfagos alveolares J774 A.1 mostra que a maioria das proteinas identificadas
no biofilme foram classificadas como citoplasmaticas, enquanto na infeccdo foram

classificadas como nucleares.
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