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Resumo
BIONDO, G.A. Identificacdo e purificagdo de prostaglandinas e leucotrienos produzidos por
Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 106f. Tese (doutorado) - Faculdade de Medicina de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis. O estabelecimento da paracoccidioidomicose-infeccdo ou
paracoccidioidomicose-doenca depende das interacbes parasita-hospedeiro que podem resultar em
uma resposta imune mais ou menos eficaz por parte deste Gltimo. Embora varios dos mecanismos
decorrentes dessa interagdo ja estejam descritos, estudos sobre a participacdo de outros fatores
potenciais podem ampliar sobremaneira 0 nosso entendimento sobre a imunopatogénese da PCM.
Nesse sentido, os eicosandides como as prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs) devem ser
avaliados. Em trabalhos anteriores detectamos que o fungo induz a producdo de PGs e LTs por
mondcitos humanos que, de uma forma autdcrina, suprimem ou aumentam respectivamente, as
atividades antiflngicas dessas células. No entanto, os estudos tém mostrado que além de induzir a
producdo de eicosandides, os proprios fungos podem produzir esses mediadores, revelando um
mecanismo de viruléncia que tem potencialmente grandes implicagbes para o entendimento dos
mecanismos das infec¢des fungicas. Baseados nesses estudos detectamos que o P. brasiliensis produz
tanto PGs como LTs, usando fontes enddgenas e exdgenas de acido araquidonico, e que ambos sdo
importantes para a manutencdo da viabilidade do fungo. Adicionalmente, os resultados sugeriram que
o fungo utiliza as vias metabdlicas da ciclooxigenase (COX) para a producao de PGs e da lipoxigenase
(5-LO) para LTs. No presente trabalho, aprofundamos esses estudos objetivando avaliar se o fungo
produz outras classes de eicosandides, além da PGE, e LTB,, se as PGs e LTs liberados pelo P.
brasiliensis podem ser considerados como PGE, e LTB, auténticos, isto é semelhantes aos detectados
para 0s mamiferos, assim como estabelecer de uma forma definitiva se a COX e a 5-LO sdo as vias
metabdlicas utilizadas para essa produgdo. Detectamos que o fungo produz outras classes de
eicosandides além da PGE, e LTB,, como PGF,a, PGD,, TBX e 5-HETE. Adicionalmente mostramos
que os eicosanoides produzidos possuem estrutura molecular idéntica as dos mamiferos, podendo ser
considerados como auténticos. No entanto, ndo foram identificados genes codificadores das enzimas
COX e 5-LO no genoma do fungo, sugerindo a utilizagdo de vias enzimaticas diferentes das utilizadas

pelos mamiferos.

Palavras-Chave: Prostaglandina; Leucotrieno; Acido araquidonico; Eicosanddes; Paracoccidioides

brasiliensis; Cicloxigenase; Lipoxigenase.



Abstract

Biondo G.A. Identification and purification of prostaglandins and leukotrienes produced by
Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 106f. Thesis (Doctorate) - Faculty of Medicine of Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis. The establishment of paracoccidioidomycosis-infection or the evolution
to paracoccidioidomycosis-disease in its more or less severe forms, primarily depends on complex
host-parasite interaction, in which immune response mechanisms play an essential role. While many
of these mechanisms have been elucidated, studies on the participation of other potential factors can
greatly expand our understanding of PCM immunopathogenesis. Accordingly, eicosanoids such as
prostaglandins (PGs) and leukotrienes (LTs) should be evaluated. In previous studies we found that
the fungus induces the production of prostaglandins and leukotrienes by human monocytes that in an
autocrine way suppress and increase, respectively, the antifungal activities of these cells. However,
studies have shown that in addition to inducing the production of eicosanoids, fungi themselves can
produce these mediators, showing a mechanism for virulence that has potentially important
implications for understanding the mechanisms of fungal pathogenicity. Based on these studies, we
found that P. brasiliensis produces both PGs and LTs, using exogenous and endogenous sources of
arachidonic acid and that both are important for fungus viability. Additionally, the results suggested
that the fungus uses cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (5-LO) metabolic pathways for PGs and
LTs production, respectively. Here, we profound these studies evaluating whether PGs and LTs
released by P. brasiliensis can be considered as authentic LTB, and PGE,, i.e. similar to those
detected for mammals. We also asked whether the fungus, in addition to PGE, and LTB,, produces
other classes of eicosanoids. Finally, we intended to definitively determine whether COX and 5-LO
are the metabolic pathways used for this production. We found that fungus PGE, and LTB, have
molecular structure identical to mammals and then, can be considered as authentic eicosanoids.
Moreover, in addition of PGE, and LTB,, the fungus produces other classes of eicosanoids, such as
PGF,a, PGD,, TBX and 5-HETE. However, no genes have been identified encoding the 5-LO and
COX enzymes in the genome of the fungus, suggesting the use of enzymatic pathways different than

those used by mammals for this production.

Key word: Prostaglandin; Leukotriene; Arachidonic acid; Eicosanods; Paracoccidioides brasiliensis;

Cyclooxygenase; Lipoxygenase.
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1- Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que se manifesta
endemicamente na maioria dos paises da Ameérica Latina, especialmente Brasil, Argentina,
Colémbia e Venezuela. Seu agente etiologico, o Paracoccidioides brasiliensis, € um fungo
imperfeito e dimorfico, que se apresenta sob a forma de levedura in vivo e quando cultivado a
37°C em meios de cultura enriquecidos, e na forma de micélio a temperatura ambiente com
variacdo de 4 a 28°C *®.

Acredita-se que os agentes infectantes do P. brasiliensis sejam propagulos micelianos
provavelmente presentes no solo, na agua e nas plantas que penetram no hospedeiro pelas vias
aéreas, atingindo primeiramente os pulmdes, provocando um complexo priméario pulmonar.
Esse processo pode evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a
paracoccidioidomicose-infec¢do, identificada pela auséncia de sinais ou sintomas clinicos,
mas com desenvolvimento de uma resposta imune especifica, que pode ser evidenciada pelo

teste intradérmico com paracoccidioidina*®’

. Ao contrario, 0 processo pode progredir para a
paracoccidioidomicose-doenca com consequente disseminacdo para outros Orgaos como
figado, baco e adrenais, pela via linfo-hematogénica 8. As manifestagdes clinicas da micose
podem ser agrupadas em dois padrdes que definem as formas aguda e cronica da doenca. A
forma aguda é habitualmente grave, de evolucdo rapida e compromete o sistema fagocitico
mononuclear (baco, figado, linfonodos e medula 6ssea). A forma crbnica tem duragdo
prolongada, instalacdo lenta e gradual e as lesbes permanecem localizadas ou envolvem mais
de um 6rgdo ou sistema® 4%,

O estabelecimento da paracoccidioidomicose-infeccdo ou paracoccidioidomicose-
doenca nas suas formas mais ou menos graves depende principalmente das complexas
interacdes parasita-hospedeiro que podem resultar em uma resposta imune mais ou menos
eficaz por parte deste Gltimo. Neste contexto, muitos estudos clinicos e experimentais
realizados com o objetivo de caracterizar a resposta imune do hospedeiro infectado mostraram
uma importante participago tanto da resposta imune inata como da especifica” **.

Entre os varios mecanismos naturais de defesa, as células fagocitarias desempenham
papel central na resisténcia aos fungos, destacando-se a participa¢do na reacao inflamatoria e
na atividade fungicida/fungistatica®.

No caso do P. brasiliensis, cuja infeccdo atinge primeiramente os pulmdes, acredita-se

que a resposta inicial seja mediada pelos macrofagos alveolares. Estudos tém mostrado que
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apos serem inalados, os conidios do fungo sdo fagocitados por essas células e convertidos em
leveduras™*. Estas células podem fagocitar o P. brasiliensis através de receptores opsonicos e
ndo opsonicos. Nesse sentido, estudos tém mostrado que o reconhecimento e fagocitose
podem ocorrer através do receptor para complemento (CR3) presente nos macréfagos* uma
vez que o P. brasiliensis é capaz de ativar esse sistema pela via alternativa™’ ou pela via da

lectina®®. O reconhecimento pode ainda ocorrer via receptores do tipo Toll (TLRs)?*® * o

181

u
ainda do tipo manose™". Além da fagocitose do fungo, essas células liberam quimiocinas
importantes para o recrutamento de novas células ao pulmé&o. Assim, peptideos de baixo peso
molecular, detectados no sobrenadante de macrdfagos peritoneais murinos sdo capazes de

atrair neutréfilos para a cavidade peritoneal®

. Outros estudos mostraram a liberacdo de
quimiocinas especificas para neutrofilos e células mononucleares no pulméo de camundongos
infectados®™.

As células fagocitarias residentes ou as recrutadas deverdo apOs o processo de
fagocitose, destruir o fungo. No entanto, as funcbes efetoras diretas dessas células contra o
fungo, como atividade fungicida e ou fungistatica, assim como sua atividade moduladora
sobre a resposta inflamatoria que estd se formando, vdo depender das complexas interacdes
que essas células irdo estabelecer com o fungo. Esse processo podera culminar em ativagéo ou
desativacao dessas células, a medida que o fungo lancar mao de seus mecanismos de escape.
Entre os mecanismos de ativacdo estd a liberagdo de citocinas ativadoras das funcgdes
celulares, como IFN-y, TNF-a. e GM-CSF e outras como a IL-15. Vérios trabalhos in vitro
tém evidenciado a participacdo dessas citocinas no processo de ativacdo de mondcitos,
macrofagos e neutréfilos humanos e murinos para que essas células adquiram atividade
fungicida contra o fungo3>37: 4647, 50-52, 55,88, 122,124, 154, 156, 190, 215,225 'poyr gutro lado, fatores que
levam a uma desativacdo dessa resposta tém sido relatados, como a IL-10, que bloqueia a
ativagdo por IFN-y ou TNF-a de macrofagos murinos™ e neutréfilos humanos®?, culminando
com inibicéo da atividade fungicida dessas células. Estes resultados in vitro permitem inferir
que durante a resposta imune inata a acdo de macréfagos contra o fungo estaria inibida, uma
vez que estas células, em resposta ao fungo, poderiam produzir concentracdes
proporcionalmente baixas de citocinas ativadoras como 0 TNF-a ¢ altas concentragdes de IL-
10 que, de uma forma autocrina, desativaria as células. Nesse sentido, mondcitos de pacientes
produzem baixos niveis de TNF-a e IL-6, mas altos niveis de IL-1, IL-8 e IL-10 quando
comparados aos individuos controles'’?. Outro mecanismo de supressio das células
fagocitarias foi relatado por nosso grupo. Diferente de outros microrganismos que induzem

apoptose nas células fagocitarias, como um mecanismo de escape, o P. brasiliensis através da
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inducdo de IL-8, aumenta o tempo de sobrevivéncia de neutréfilos humanos. Esse processo
provavelmente permite que o fungo permanega por mais tempo dentro de um ambiente celular
propicio & sua multiplicacao®.

Outros mecanismos que culminam em inibi¢do das células fagocitarias envolvem a
ligagédo do fungo a determinados receptores de reconhecimento de estruturas padrdes (PRRs).
Calich et al*®, usando camundongos TLR4 deficientes e nocautes para TLR2 mostraram que
tanto o TLR2, como o TLR4 estdo envolvidos no reconhecimento do fungo. Esse
reconhecimento resulta em um aumento da capacidade fagocitica com infeccdo de macrofagos
e secrecdo de NO. No entanto, esse processo parece ndo levar a uma atividade macrofagica
eficiente e nem a diminuicdo significativa da carga flngica, pois tanto animais normais
guanto os deficientes apresentaram a mesma taxa de sobrevida a infec¢do. Estudos em nosso
laboratdrio, avaliando o papel dos receptores TLRs na atividade de neutrofilos humanos
desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis, sugerem que a interacdo do fungo com os
receptores TLR2 e TLR4 pode ser considerada um mecanismo de patogenicidade, uma vez
que esse fungo usa o TLR2 e principalmente o TLR4 para a sua entrada nas células e escapar
das suas funces efetoras, através da producdo de IL-8 e IL-10% Nakaira-Takahagi et al**®
mostraram que tanto o fungo como a gp43, seu principal antigeno, sdo capazes de modular a
expressdo de TLR2 e TLR4 e consequentemente a producdo de citocinas pro e
antiinflamatérias por monécitos humanos. Além disso, foi mostrado que a fracdo gp43 se liga
ao receptor de manose (MR) para inibir a capacidade fagocitica e fungicida de macr6fagos
peritoneais de camundongos resistentes e suscetiveis'®’. Esta descoberta levou os autores a
postular que a secrecdo de gp43 é um dos mecanismos de escape apresentados pelo P.
brasiliensis e que essa proteina exerce seus efeitos ligando-se ao MR. Trabalho recente em
nosso laboratério mostrou que a IL-18 induz um aumento do crescimento do P. brasiliensis
em mondcitos humanos. Esse efeito foi atribuido ao fato da IL-18 aumentar a expressdo de
MR. Apos a ligacdo do fungo a esses receptores, seriam emitidos sinais de ativagéo
importantes para a producéo de substancias, que de uma forma direta ou indireta estimulariam
o crescimento do fungo®.

Além dos fagdcitos, as células “Natural Killer” (NK) podem ter uma importante
atividade antifingica e moduladora durante a resposta imune inata. Estudos in vitro
demonstraram que células NK murinas podem inibir o crescimento do fungo®®. No entanto,
essas células apesar de serem encontradas em numero elevado em pacientes com PCM,
desempenham baixa atividade citotéxica”. Na infeccdo experimental no hamster foi

detectada uma significativa atividade dessas células no inicio da infeccdo que, no entanto, foi
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diminuindo & medida que a infeccéo progrediu®’*. Estudos recentes mostraram que células NK
podem participar ativamente da resposta contra o fungo, destruindo as leveduras atraves da
liberacdo de granulisina ou reconhecendo e destruindo células infectadas pelo fungo. Essa
atividade pode ser aumentada pela incubacdo com IL-15. Além dessa atividade efetora direta
essas células podem ter um importante efeito modulador, uma vez que sdo capazes de liberar
citocinas préinflamatérias como IFN-y e TNF-o em resposta a I1L-15. No entanto, 0 mesmo
estudo mostrou que pacientes com PCM apresentam menor atividade citotoxica dessas células
em comparacio com os individuos controles®.

Em relacdo a resposta imune adaptativa, a resisténcia na PCM relaciona-se a um
padréo de resposta do tipo Th1'*> 23 1%7 Nesse sentido, estudos mostraram que pacientes com
a forma aguda ou juvenil apresentam producéo aumentada de 1gG4, enquanto pacientes com a
forma cronica apresentam niveis mais elevados de IgG1l. Na forma juvenil, além de 1gG4,
ocorre producdo aumentada de IgE, IgA, eosinofilia periférica e baixos niveis de 1L-8% 3,
sugerindo que na PCM existe a predominancia de uma resposta do tipo Th2, particularmente
nas formas mais graves e disseminadas da doenga. Confirmando esses achados, animais
sensiveis a infeccdo apresentam altos niveis de anticorpos IgA, IgM, IgGl e IgG2b
especificos para o fungo*® *3. Reforcando os dados de subclasses de anticorpos, estudos sobre
0 padrdo de citocinas caracterizaram que o grupo de individuos com paracoccidioidomicose-
infeccdo apresenta resposta imune associada ao padrdo Thl, com alta resposta
linfoproliferativa a antigenos do fungo, teste cutaneo de HT positivo, auséncia de anticorpos,
niveis indetectaveis de IL-4, IL-5 e IL-10, e aumentados de IFN-y. No entanto, pacientes com
a forma juvenil, apresentaram depressdo da resposta linfoproliferativa e maiores niveis de IL-
4 e IL-5, citocinas representativas do padrdo Th2, quando comparados aos individuos somente
infectados e aqueles com a forma cronica da doenca'®’. Outros trabalhos reforcam esses
achados demonstrando que pacientes com PCM produzem baixos niveis de IL-2 e IFN-y, e
altos niveis de IL-10, que foram associados & depresséo da resposta imune celular'®, assim
como altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-1B. Outros estudos ainda mostraram que individuos com
paracoccidioidomicose-infeccdo expressam niveis altos e precoces de RNAm para IFN-y,
TNF-a e CXCL-9 e CXCL-10 quando comparados aos individuos com as formas mais graves
da infecgdo. Os pacientes com a forma menos grave apresentaram niveis semelhantes de
CXCL-10 e IFN-y e maiores de CXCL-9, quando comparados aos individuos
paracoccidioidomicose-infecgdo. As citocinas de padréo Th2, IL-4, IL-10, IL-5 e TGF-B

foram sempre maiores nas duas formas da doenca em relacdo aos individuos do grupo
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paracoccidioidomicose-infecgdo'®. Outros trabalhos associaram mais uma vez individuos
paracoccidioidomicose-infec¢do ao polo Thl de resposta, uma vez que estes possuem maior
namero de células CD8 produtoras de IFN-y e CD,4 produtoras de IL-2 e TNF-a, assim como
maior nimero de células CD3; expressando CXCL-9 e CXCL-10 e CXCR4 e um baixo
nGmero de mondcitos expressando 1L-10"°,

Os pacientes com PCM ainda liberam baixas concentracdes de 1L-12%, assim como
expressam baixos niveis dos receptores para essa citocina'®. Os trabalhos com animais de
experimentacdo, mais uma vez reforgam os achados humanos. Os camundongos suscetiveis
liberam um padrdo de citocinas do tipo Th2 e os resistentes um padrdo Th1" * 116128 Estydos
tém mostrado que outros mecanismos, além de polarizacdo para uma resposta do tipo Th2,
podem estar envolvidos na depresséo da resposta imune celular na PCM. Um deles seria a
producdo de 6xido nitrico que, embora seja um dos metabdlitos envolvidos na destruicdo do
fungo pelos macréfagos, quando produzido em excesso torna-se imunossupressor® %% 2%,
Células T com fendtipo regulador podem também contribuir para esse processo. Essas células

tém sido detectadas em pacientes®’” °

e modelo experimental, no qual foi demonstrado que a
migracdo das mesmas, mediada por CCRS, acarreta intensa imunossupressao e sobrevivéncia
do fungo®®.

Outros estudos tém mostrado uma associacdo entre hiporresponsividade de células T
de pacientes com aumento na expressdo de enzimas indutoras de apoptose®, assim como alta
expressdo de moléculas de superficie celulares relacionadas a esse processo, como FAS-
FASL. A expressdo de moléculas co-estimulatérias responsaveis pelo envio de sinais de
desativacdo das células T, como a CTLA-4, também tem sido associada a ndo resposta de
células T aos antigenos fngicos*®. Outro mecanismo imunossupressor que envolve as células
T citotdxicas. Células CD8 de pacientes encontram-se menos ativadas e expressam niveis
mais baixos de receptores para a IL-15 e de granulos citotdxicos quando comparadas aos dos
individuos com paracoccidioidomicose-infecgdo®.

Os trabalhos citados acima mostram que 0s processos decorrentes da interacdo do P.
brasiliensis com o hospedeiro que culminam em protecdo ou ndo desse ultimo sdo altamente
complexos. Embora varios deles j& estejam relatados, estudos sobre a participacdo de outros
potenciais fatores podem ampliar sobremaneira 0 nosso entendimento sobre a
imunopatogénese da PCM. Nesse sentido, os eicosanoides sdo mediadores que devem ser
avaliados.

Eicosanoides sdo lipidios biologicamente ativos derivados da oxidagdo do acido

araquidénico (AA), que por sua vez, se originam de fosfolipidios da membrana celular,
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através da acdo de enzimas denominadas fosfolipases (PLs), especificamente a fosfolipase A,
(PLA,). Em seguida, 0 AA é metabolizado pela agdo de diferentes enzimas dando origem as
prostaglandinas (PGs) e aos leucotrienos (LTs)*.

As PGs sdo produzidas via acdo da enzima prostaglandina G/H sintase
(ciclooxigenase), originando um precursor comum, a prostaglandina H (PGH), que serve
como substrato para um ndmero de diferentes hidrolases e sintases especificas que produzem
as diferentes classes de PGs (PGD,, PGE, e PGF,,) e tromboxanas (TBXs)"® 2.

Em mamiferos existem duas isoformas de ciclooxigenases (COX), sendo que h&
diferencas significantes entre as mesmas, na distribuicdo tecidual e nos niveis de expressdo. A
COX-1 é expressa constitutivamente em muitos tipos celulares, particularmente no estbmago,

210 A COX-2 é uma isoforma induzivel, condicionada a estimulos

intestino, rins e plaquetas
inflamatorios™ ®. Essas enzimas s&o inibidas por acdo de uma classe de drogas conhecidas
como antiinflamatoérios nédo esterdides os quais incluem aspirina, indometacina, ibuprofeno e

outros®®*

. Além do seu tradicional papel como mediador dos primeiros estagios do processo
inflamatério promovendo vasodilatacdo local, quimiotaxia e ativacdo de neutréfilos,
macrofagos e mastocitos, as PGs, particularmente a PGE, desempenham um importante papel
modulador sobre as funces das células da resposta imune inata e adaptativa®”.

No que se refere a resposta imune inata, estudos pioneiros mostraram o papel
supressor da PGE, sobre a fagocitose e secrecdo de enzimas lisossomais por neutrofilos™®.
Esse mediador ainda atua sobre macréfagos alveolares inibindo a sua capacidade fagocitica®
9. Outros estudos mostraram que a alta producéo de PGE, ap6s o transplante de medula dssea
é um fator critico para a diminuicdo da resposta imune contra patdgenos. Nessas condicdes,
esse mediador além de inibir a fagocitose, atua sobre a capacidade bactericida de macr6fagos
alveolares e neutréfilos, assim como sobre a producdo de TNF-a'?. Os efeitos da PGE, sobre
a atividade bactericida das células fagocitarias envolvem a reducdo do metabolismo do
oxigénio®. Outros estudos sugerem o papel para a (IRAK)-M (IL-1R-associated kinase)
como mediadora da imunossupressdo induzida pela PGE, no modelo de transplante de
medula. Uma das a¢des dessa enzima é bloquear a fagocitose mediada pelo receptor do tipo
scavenger'®.

Ainda no que se refere a resposta imune inata, a PGE; inibe a atividade citolitica das
células NK** %, Esse efeito supressor sobre as células NK envolve a atuagdo da PGE, sobre
as citocinas importantes para a ativacio dessas células como a IL-12, 1L-18%%¢ e IL-15"1. A
PGE; ainda inibe as atividades imunoregulatdrias das células NK. Nesse sentido, essas células

podem se diferenciar em células com alta capacidade de migracdo aos linfonodos, produzirem
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IFN-y apos exposicdo as células dendriticas (DCs) ou sinais de ativacdo de células TCD, e
ainda, promoverem a producgéo de I1L-12 por DCs, e consequentemente o desenvolvimento de
respostas envolvendo células CD4 Thl e células CDg citotdxicas. Esse processo é altamente
induzido por IL-18, mas bloqueado pela PGE,™*.

A PGE;, também desempenha um importante papel modulador sobre a resposta imune
especifica, desde a fase de inducdo até a de efetuacdo dessa resposta. Embora o seu efeito
preponderante sobre o desenvolvimento da resposta imune especifica seja 0 de supressao,
alguns trabalhos mostram que a adi¢cdo de PGE; a um coquetel de citocinas como TNF-a, IL-
1B e IL-6 aumenta consideravelmente o processo de maturacdo das DCs com consequente
aumento da sua capacidade de migracdo aos tecidos linfoides secundarios, assim como a de
expressar moléculas coestimulatorias e de ativar células T. Assim, DCs cultivadas na presenca
das citocinas citadas acima, mais PGE, tornam-se Otimas células indutoras de células
CD.4/CDg" produtoras de IFN-y 9113187 Ng entanto, outros trabalhos tém demonstrado que
DCs diferenciadas na presenca de PGE; ndo induzem uma resposta do tipo Thi, de células T
citotoxicas ou de NK, enquanto aumentam respostas do tipo Th2, sendo esse efeito mediado
pela supressdo da producdo de IL-12 * ™2 Esse mediador ainda suprime diretamente a

2% e da expressdo do seu receptor'®®. Inibe

2245

funcdo das células T inibindo a producéo de IL-

11
3 9

ainda os niveis da proteina JAK e da expressdo do receptor para 1L-12°". Além desse

efeito supressor inespecifico sobre as células T, esse mediador regula o balanco entre as
atividades das células Thl e Th2 em favor de uma resposta do tipo Th2, uma vez que inibe
seletivamente a producdo de citocinas de padrdo Thl como o IFN-y, mas nédo as de padréo
Th2 como IL-4 e IL-5%* %!, Adicionalmente a PGE,, por alterar o balanco IL-12/IL-23 em
favor da I1L-23, promove diferenciagdo das células T em Th17%" 73 116,205 244.

A PGE; ainda inibe a atividade de células T citotdxicas indiretamente por induzir DCs

ndo produtoras de IL-122*

96, 179

e diretamente, atuando sobre a inducdo de atividade dessas

células e sobre a capacidade dessas células ja totalmente diferenciadas em interagirem

com seus alvos®”?**, A PGE, também diminui a produgéo de IFN-y pelas células CDg" %,
Além desse efeito supressor sobre as células efetoras da resposta imune, varios
trabalhos tém demonstrado que esse mediador induz a diferenciagéo de ceélulas que suprimem

a resposta imune, como as Tregs, tanto em processos tumorais® 2

COMO em Outros processos
de imunossupressdo®®, O mecanismo de acdo nesse caso envolve aumento da expressdo do
gene para o fator de transcricdo FOXP3". A PGE; ainda pode mediar a atividade das Tregs™®

e expandir as populacdes de células Tregs preexistentes, provavelmente por aumentar a
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interacéo dessas células com as DCs'® ', Durante o desenvolvimento de processos tumorais
a PGE; ainda pode induzir o acimulo e retencdo de células supressoras de origem mieloide
(MDSC)?®" que tém capacidade de bloguear a imunidade adaptativa inibindo a ativacdo de
células CD, e CDg> 127143208 o 3 imunidade inata inibindo as células NK?%,

A PGE_, liberada pelas células tumorais € ainda capaz de induzir macrofagos teciduais
a liberar grandes concentracdes de IL-10""" #°. Esse mediador ainda inibe a migracio de
monocitos em direcdo a estimulos quimiotaticos e de aderirem as células endoteliais
provavelmente via modulacéo do receptor CCR5 e da B2 integrina: Mac-12*". A PGE; ainda é
uma das moléculas liberadas por macréfagos que se tornam supressores apos a fagocitose de
linfocitos apoptéticos e ndo conseguem conter a replicacio de microrganismos®?.

Os efeitos da PGE, citados acima, de carater nitidamente supressor sobre a resposta
imune, tém levado os pesquisadores a investigar o papel desse mediador nos mecanismos de
imunossupressdo detectados em varias infeccdes. Assim, estudos utilizando inibicéo
farmacoldgica ou delecdo genética da COX demonstraram uma substancial melhora da
infeccdo in vivo e /ou aumento das funcBes das células fagocitarias in vitro, em infeccdes por
vérias bactérias como Klebsiella pneumonia®, Pseudomonas aeruginosa™®, Streptoccoccus

8 218 Edwards et al”, demonstraram que em camundongos infectados com

pneumonia
Mycobacterium avium intracellulare, a PG suprime a producdo de IFN-y pelos linfécitos com
consequente inibicdo da atividade microbicida de macréfagos. Da mesma forma,
camundongos infectados com Mycobacterium leprae liberam PGE,, que atua como um
modulador negativo enddgeno da resposta imune que ocorre no microambiente da reacdo
granulomatosa induzida por esse microrganismo®. Estudos em modelo experimental murino
de tuberculose demonstraram uma participacdo significativa da PGE, na patogénese da
tuberculose pulmonar, uma vez que durante a fase inicial da infeccdo, foram detectadas baixas
concentracdes de PGE, associadas a expressdao da enzima oOxido nitrico sintase induzivel
(iINOS), permitindo o controle do crescimento do bacilo. J&, durante uma fase mais tardia da
infeccdo, altas concentracdes de PGE; estiveram associadas com diminui¢do da expressao de
IFN-y, TNF-a, iNOS e alta expressdo de IL-4, permitindo a progressao da doenca'®. Farrel &
Kirkpatrick’®, demonstraram que células esplénicas de camundongos infectados com
Leishmania major produzem elevados niveis de PGs associados a exacerbagdo da doenca
cutanea nesses animais e depressdo da resposta linfoproliferativa a ConA. Alguns autores
demonstraram que camundongos BALB/c infectados com Leishmania major, suscetiveis a

infeccdo, desenvolvem resposta imune preferencialmente mediada por Th2. No entanto,
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quando tratados com indometacina passam a desenvolver resposta do tipo Thl, mostrando o
efeito da PGE; na inducéo de resposta néo protetora, mediada por Th2%. Da mesma forma,
tratamento com Glycyrrhizic acid de camundongos infectados com Leishmania donovani com
drogas inibidoras da expressdo da COX-2 por macréfagos infectados resultou em aumento da
expressao de No-sintase, IL-12, TNF-a ¢ proliferagdo de células T associado a inibigdo de IL-
10 e TGF- P e da carga parasitaria no figado e bagco?.

Schleifer e Mansfield*®” demonstraram que a ativacdo de macréfagos durante a
infecgdo por Trypanosoma brucei rhodesiense leva a liberagdo de dxido nitrico (NO) e PG
que inibem a resposta proliferativa de células T durante a infeccdo. De forma semelhante,
Pinge-Filho et al'”®, demonstraram que grandes quantidades de PGE,, TNF-o. e NO séo
produzidas durante a infec¢do por Trypanosoma cruzi e que esses mediadores participam de
um circuito que controla as respostas de linfoproliferacdo e de citocinas a infecgdo por esse
microrganismo. Assim, o0 TNF-a estimula a sintese de PGE,, e NO que inibem a sintese de
TNF-a.. A inibicdo combinada de PGE; e NO restaura a capacidade proliferativa das células
em resposta a ConA e antigeno. Da mesma forma, o tratamento durante a infeccdo com
melatonina e meloxicam inibe a producdo de PG com consequente aumento da resposta Thi,

NO e reducdo da parasitemia™®. Barros-Mazon et al*®

, demonstraram que existe uma
regulacdo diferenciada da resposta linfoproliferativa a antigenos do Trypanosoma cruzi em
pacientes com a forma cardiaca ou indeterminada da doenca de Chagas. A IL-10 esta
envolvida na supressdo da resposta em pacientes com a forma cardiaca, enquanto que as PGs
regulam a linfoproliferacdo de células tanto de pacientes com forma cardiaca, como
indeterminada da doenca.

Os LTs sdo mediadores lipidicos derivados do metabolismo do AA, pela acdo da
enzima 5-lipoxigenase (5-LO), em conjunto com uma proteina auxiliadora, a “5-LO-
activating protein” (FLAP). Esses metabolitos sdo formados a partir de um hidroperdxido (5-
HPETE) o qual é transformado em leucotrieno A, (LTA,). Este, por sua vez, é instavel e pode
sofrer hidrolise enzimatica gerando leucotrieno B, (LTB4) ou entdo receber um residuo de
glutationa gerando o leucotrieno C4 (LTC,4). A retirada enzimatica do acido glutdmico do
LTC, da origem ao leucotrieno D4 (LTD4) e com a retirada da glicina do LTD, forma-se o
leucotrieno E, (LTE4)'™®. As fungdes bioldgicas dos LTs dependem da ativacdo de receptores
que sdo mediadas via ligagdo da proteina G. Os LTB4 e os membros da familia dos CysLTs
interagem com dois receptores distintos, os BLT1/2 e CysLTs1/2 respectivamente™'*. Esses

mediadores proinflamatorios séo produzidos por varias células como mastécitos e eosinéfilos
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que sintetizam principalmente CysLTs, e neutrofilos, macrofagos e DCs que secretam LTB,.
Estdo envolvidos na patogénese de varias doencas incluindo a asma, na qual atuam como
broncoconstritores e vasoativos'?®. No entanto, outros estudos in vivo utilizando pacientes e
modelos animais, assim como outros usando células in vitro tém mostrado que varios
microrganismos induzem a producdo de LTs, chamando a atencdo para o papel desses
mediadores, particularmente na resposta imune inata a infeccdes'’® 7.

Nesse sentido, os LTs foram identificados inicialmente como potentes agentes
estimuladores da quimiotaxia e adesdo de leucdcitos as células endoteliais, com consequente
maior migracdo de neutrofilos® °% 8 94 117132206 Ng entanto, varias outras funcdes
moduladoras tanto sobre a resposta imune inata, quanto sobre a adaptativa tém sido atribuidas
a esses mediadores nos Gltimos anos®’. Assim sendo, em adigdo aos neutréfilos, os mondcitos
e macrofagos produzem leucotrienos e respondem a esses mediadores. O LTB,4 induz
recrutamento de macréfagos e mondcitos* e producio de TNF-a®” e MCP-1 por mondcitos'®.
Da mesma forma, 0 LTC, e LTD, induzem a liberacéo de MCP-1 e seu receptor, 0 CCR2B'%,
de TNF-a e metaloproteinase’® por essas células, resultados que reforcam o papel desses
leucotrienos nas fungdes de mondcitos e macréfagos no processo inflamatério.

Outros numerosos estudos com modelos in vitro e in vivo, tém revelado o importante

139, 242, 243 e

papel desses mediadores no aumento da fagocitose por mondcitos/macréfagos
neutréfilos™e. Além da fagocitose, esses mediadores aumentam a capacidade microbicida
dessas células contra vérios microrganismos'! 0 6% 5. 224 246 " Eoqe efeito dos LTs estd
associado a sua capacidade de estimular os mecanismos efetores das células fagocitarias,
como o metabolismo oxidativo. Nesse sentido, esse mediador promove a geracdo de NO por

125,198 & macréfagos*® e dos metabolitos do oxigénio em neutr6filos®® 2.

106, 203

neutrofilos humanos

Estimula ainda a liberacdo de enzimas lisossomais e de peptideos antimicrobianos por

77,78, 85 78, 238

neutréfilos, como as o - defensinas e as catelicidinas

As células dendriticas também produzem e respondem aos leucotrienos®®. O LTB,
promove a migracao das DCs maduras e imaturas aos sitios inflamatérios e aumenta a funcao
e expressdo do receptor para quimiocina CCR7, envolvido no acimulo e organizacdo dessas
células e das células T nos linfonodos®*. O LTB, também esta envolvido na inducdo de IL-12
pelas DCs, mostrando o importante papel desse mediador na instrucdo de uma resposta do
tipo Th1??’. Além do LTB,, os CYSLTs tém uma importante participacdo na circulacdo de

DCs para o sitios de encontro com o antigeno assim como para os linfonodos*®® *°.



Introducéo 23

No que se refere a resposta imune adaptativa, o LTB, especificamente, é um
importante mediador para o recrutamento de linfocitos T efetores dos 6rgéos linféides para o0s
tecidos periféricos®™ 2?2, Adicionalmente, modula a ativacdo e adesdo de células B por
aumentar a expressdo de CD23 e CD54 respectivamente'**,

Os estudos citados acima, mostrando as agOes estimuladoras dos LTs sobre a
resposta imune, associados aos achados que varios microrganismos induzem a sua producdo
chamam a atencdo para o papel desses mediadores na protecdo contra as diversas infeccdes'’®
177 Neste contexto, trabalhos pioneiros mostraram que LTB, adicionado & cultura de
macréfagos murinos peritoneais aumentou a capacidade dessas células fagocitarem e
destruirem Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa®. Outros estudos mostraram
um aumento na producédo de LTs por macréfagos de camundongos infectados por Klebsiella
pneumonia. Esse aumento esteve associado ao aumento da fagocitose, atividade microbicida e
ativacéo da enzima NADPH oxidase™ *** ?®. Peres et al'™*, mostraram que os leucotrienos
por aumentarem a atividade micobactericida das celulas fagociticas, desempenham um papel
protetor na infec¢do in vivo com Mycobacterium tuberculosis.

|61

Coffey et al”", observaram que a sintese de LT endégeno por PMNs apos a fagocitose

de Mycobacterium bovis tem um importante papel na capacidade bactericida destas células.

Em relago aos virus, Chen et al*®

, mostraram que os LTs estdo envolvidos na protecéo contra
a encefalite causada pelo virus da estomatite vesicular e na inibicdo da reativacdo do
citomegalovirus apés transplantes de medula®. Esse mediador também é importante na defesa
contra o virus da AIDS, pois pacientes com baixos niveis de CD, apresentam uma expressao
diminuida de 5-LO e FLAP®. Adicionalmente, a administracéo de LTB, a pacientes induziu o
aumento de dois peptideos anti-HIV importantes como as a-defensinas e a MIP-1 beta
(“macrophage inflammatory protein”), que evita a entrada do HIV e ou inibe a sua
replicacdo’”.

O papel protetor dos LTs foi identificado também em infecgdes por protozoarios e
helmintos e envolve a acdo desses mediadores sobre 0s mecanismos das respostas imunes
inata e adaptativa que incluem o aumento da atividade microbicida de macréfagos, a indugéo
da quimiotaxia de células CD4" e a producéo de citocinas de perfil Thl, como o IFN-y. No
caso da infeccdo por helmintos, os LTs sdo produzidos por eosindfilos e mastdcitos e
especificamente os CysLTs contribuem para a expulsdo desses microrganismos aumentando a
producdo de muco, contracdo da musculatura lisa intestinal e aumentando a permeabilidade

das células endoteliais. O LTB, induz quimiotaxia de células CD, e regula a producdo de IL-5
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por essas células, assim como recruta e ativa eosindfilos, importantes na destruicdo dos
helmintos™®*.

Os primeiros trabalhos sobre o papel dos LTs na infeccdo por protozoarios foram
realizados com Leishmania e mostraram que células esplénicas e macrofagos de

camundongos infectados produzem LTC4 in vitro'™® 8

Camundongos resistentes a
Leishmania amazonensis produzem maiores niveis de LTB4 quando comparados a cultura de
células dos animais suscetiveis que produzem niveis baixos desse mediador. Adicionalmente,
maiores niveis de LTs nos camundongos resistentes estiveram associados a maior producéao
de NO e atividade leishmanicida de macréfagos®®. No caso da toxoplasmose, 0s primeiros
estudos mostraram que macréfagos peritoneais infectados in vitro com taquizoitos de
Toxoplasma gondii liberam concentraces substanciais de LTC, e Ds**°. Por outro lado,
macrofagos de camundongos resistentes ndo liberam LTs apo6s a fagocitose de Toxoplasma
gondii'®®. Outros estudos com macréfagos humanos mostraram que o toxoplasma inibe a
producdo de LTBy, por essas células. Essa inibicdo representa um mecanismo de escape do
Toxoplasma gondii do importante papel desempenhado por esse mediador na atividade anti-

246

toxoplasma induzida pelo IFN-y“™. Os LTs também exercem um importante papel protetor na

infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. O LTB, e o LTC, aumentam as atividades fagocitica e
microbicida de macréfagos incubados com as formas tripomastigotas do protozoario®? 2%,
Talvani et al®®, descreveram que a adicdo de LTs nas culturas de macré6fagos peritoneais
murinos, induzem producdo de NO, aumento da sintese de TNF-o. e da atividade microbicida
contra 0 Trypanosoma cruzi. Outros estudos mostraram que apesar de o0os LTS
desempenharem um papel ndo protetor durante a infeccdo chagasica participando do stress
oxidativo dos eritrécitos mediado por NO, podem desempenhar ao mesmo tempo um papel
protetor controlando o parasitismo cardiaco durante a fase aguda da infeccéo®!. Estudos mais
recentes tém confirmado o papel do LTs no controle da parasitemia, mediado por NO durante
a infeccao'®®. Em relacdo aos helmintos, trabalhos tém mostrado que o LTC,4 e LTB, liberado
de mastdcitos intestinais participam de uma resposta protetora contra Trichinella spiralis,
induzindo répida expulsdo desse helminto provavelmente devido aos efeitos do LTC,,
aumentando a contracdo da musculatura lisa, permeabilidade vascular, secre¢cdo de muco e do
LTB, no recrutamento e ativacdo de células inflamatérias®>’. Nas infecgdes por Strongyloides
venezuelensis, 0 LTB, estd envolvido no aumento da producédo de IgE e IL-5 e consequente
no controle da carga parasitaria'. Os LTs ainda tém um importante papel na inflamagéo

eosinofilica durante a infec¢do por Toxocara canis, por induzirem recrutamento de leucocitos
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e modularem a expressdo de moléculas de adesdo™. O LTB, aumenta a destruicdo mediada
pelo sistema complemento da larva de Schistosoma mansoni por neutréfilos e eosindfilos*™.
No que se refere a infecgbes fungicas, os estudos sobre o papel dos LTs tém sido
realizados principalmente na histoplasmose® 1447 161 199 ' Nesse sentido, trabalhos iniciais
mostraram que 0s LTs estdo envolvidos no recrutamento de leucocitos induzidos pelo

Histoplasma ou componentes de sua parede'®’.

Adicionalmente, mostraram que a
administracdo de MK®886, um inibidor da sintese de leucotrieno, induz alto indice de
mortalidade em camundongos infectados ao mesmo tempo em que diminui a sintese de 1L-2,
IL-5 e IL-12 e IFN-y145. Outros estudos mostraram que a protecdo de camundongos
imunizados com antigenos de Histoplasma esteve associada a um aumento na producdo de
LTB,4 e IFN-y assim como o recrutamento de células T de meméria no pulm&o™*. Estudos
recentes mostraram que animais nocautes para a 5-LO apresentam maior carga fangica no
pulmdo, diminuicdo da capacidade fagocitica dos macréfagos, da producdo de NO e na

1990 papel dos LTs também tem sido

geracdo e recrutamento de células T efetoras ao pulméo
estudado nas infeccbes por Candida albicans. Estudos iniciais mostraram que o fungo
estimula macrofagos a liberarem LTB, e LTD, via seus componentes de parede como f3-
glucana e a a-manana®. Trabalhos mais recentes mostraram que LTB,4 e CysLTs liberados
por macrofagos alveolares em resposta a Candida albicans, estdo envolvidos no aumento da
fagocitose e destruicdo do fungo por essas células, por um mecanismo que envolve ativacdo
da enzima NADPH oxidase. Adicionalmente, os resultados mostraram que o LTB, aumenta a
fagocitose mediada pelos receptores de manose e dectina-1, enquanto que o LTD, é
necessario para que ocorra uma 6tima resposta via dectina-1°2

Os trabalhos avaliando os efeitos moduladores dos eicosantides na PCM sdo bastante
escassos. Estudos pioneiros foram realizados em relagdo ao efeito das PGs. Os resultados
mostraram que durante a infeccdo experimental pelo fungo ocorre uma grande liberacdo de
PGE, que medeia & imunossupressdo em fases precoces da infeccdo por um mecanismo
dependente de IL-4 e IL-10*°. Com relacdo aos efeitos dos LTs na PCM, um estudo
demonstrou que a infecgdo in vitro ou in vivo com o P. brasiliensis induz a produgéo de LTs.
Nesse estudo, camundongos susceptiveis (B10.A) apresentam maiores niveis de LTs nos
pulmdes bem como aumento da infec¢do, quando comparados com 0s animais resistentes.
Além disso, foi avaliado o efeito do inibidor de LTs (MK-0591) na infec¢éo in vitro e in vivo
com o P. brasiliensis. O tratamento de macréfagos alveolares com MK-0591 reduziu

significantemente a recuperacdo de células leveduriformes do fungo; por outro lado, o
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tratamento in vivo dos animais com MK-0591 néo alterou a severidade da PCM pulmonar.
Assim, os autores sugerem que os LTs atuam na resposta de macréfagos apds a interagdo com
o fungo, como importante modulador da resposta destas células em murinos™®.

Nos ultimos anos, estudos em nosso laboratério tém avaliado o papel modulador
desses eicosandides sobre as atividades antifingicas de mondcitos humanos. Os resultados
mostraram que o P. brasiliensis induz monadcitos humanos a produzirem PGs que inibem a
atividade fungicida dessas células. O mecanismo de acdo das PGs envolve diminuicdo da
producdo de TNF-a pelas células, com consequente reducdo dos niveis de H,O,, 0 metabdlito
envolvido na destruicdo do fungo por mondcitos humanos. Esse efeito inibidor das PGs pode
ser revertido pela pré-ativacdo das células com IFN-y e principalmente TNF-a ¢ GM-CSF.
Essas citocinas induziriam as células a produzir mais TNF-a e consequentemente mais
H,0,%% ¥ 212 compensando a inibicdo desses fatores pelas PGs. Além das PGs, estudos
preliminares em nosso laboratdrio, mostraram que o fungo induz a producao de LTs que, ao
contrario das PGs, modulam positivamente a atividade fungicida de monécitos humanos”.
Esses estudos demonstraram de forma clara a capacidade do P. brasiliensis em induzir a
producdo de eicosandides por mondcitos humanos que, de uma forma autdcrina, modulam a
funcéo dessas celulas.

Os estudos citados acima mostram claramente a capacidade dos diversos
microrganismos, incluindo o P. brasiliensis de induzir a producdo de eicosandides pelas
células do hospedeiro. No entanto, a literatura tem mostrado cada vez mais que 0s proprios
microrganismos, tém capacidade de produzir esses mediadores’® "% 164 185229 g gytores
discutem que a descoberta de que fungos patogénicos produzem e respondem aos
eicosandides imunomoduladores revela um mecanismo de viruléncia que pode ter grandes

162 Assim, além da

implicacdes para o entendimento dos mecanismos das infec¢des fangicas
investigacdo da producdo de eicosanoides, os estudos se voltaram para a investigacdo do
papel desses mediadores lipidicos na biologia fungica. Noverr et al'®*, demonstraram que
Cryptococcus neoformans e Candida albicans produzem PGs através da conversdo do AA de
fonte enddgena e/ou exdgena. Essa producdo esta diretamente relacionada com o crescimento
destes fungos, uma vez que o tratamento com inibidores da sintese de COX reduz
significativamente a viabilidade das leveduras. Esses autores mostraram ainda que a adicdo de
diferentes acidos graxos como AA, &cidos oléico, linoleico ou y-linoléico e também de PGs
ou tromboxanas nas culturas de Candida albicans, induzem o crescimento deste fungo e

também a formac&o de tubo germinativo®®. Em outro estudo, Noverr et al*®®, mostraram que
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outros fungos patogénicos como Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum e Penicillium notatum produzem PGs e LTs na auséncia ou presenca
de fonte exdgena de AA.

Além da participacdo na biologia dos fungos, alguns autores testaram a capacidade
desses mediadores modularem a atividade de algumas células da resposta imune. Para isso,
purificaram PGs das culturas de células fangicas e adicionaram a outras culturas de celulas
fangicas e a culturas de células de camundongos. As PGs purificadas foram capazes de
induzir o crescimento e também a transicdo de micélio-levedura nas culturas fungicas. Nas
culturas de esplendcitos isolados de camundongos da linhagem CBA/J, as PGs modularam de
forma negativa a producdo de quimiocinas e de TNF-o. bem como a proliferacdo celular,
enquanto estimularam a producéo de 1L-10"%.

Em estudos posteriores, 0 mesmo grupo de autores, investigou se a PG produzida por
esses fungos pode ser classificada como PGE, auténtica, isto é, semelhante a liberada pelas
células de mamiferos e se é derivada da oxidacdo do acido araquiddnico via a acdo da enzima
COX. Assim, Erb-Downward & Noverr’?, mostraram que a Candida albicans produz PGE;
auténtica, utilizando para essa producdo a via metabolica da COX. Por outro lado, Erb-
Downward & Huffnagle™, mostraram que o fungo Criptococcus neoformans também é capaz
de produzir PGE; auténtica, no entanto a oxidacdo do AA para a producdo deste metabolito
ndo envolve a participacdo de COX, uma vez que, o tratamento das culturas com inibidores
desta enzima (aspirina e indometacina) ndo afetou a producédo de PGE,.

Baseados nesses estudos, tivemos interesse em avaliar se cepas de alta e baixa
viruléncia do P. brasiliensis produzem PGs de forma semelhante, e se essa produ¢do envolve
a via metabdlica da COX, como ocorre nas células dos mamiferos. Os ensaios foram
realizados incubando as culturas de células leveduriformes com ou sem indometacina. Os
resultados revelaram que as duas cepas produziram niveis similares de PGs mostrando que a
producdo desses mediadores ndo estd associada a diferentes padrdes de viruléncia. Os niveis
apresentaram-se diminuidos na presenca de indometacina, sugerindo a utilizacdo da via da
COX. Adicionalmente, a producdo esteve diretamente relacionada com a manutencdo da
viabilidade do fungo®®. Outros estudos utilizando um niimero maior de cepas confirmaram a
ndo diferenca entre elas em relacdo a producdo de PGs e mostraram que o fungo pode também
utilizar fontes exégenas de AA para a producdo desses mediadores?. Recentemente,
mostramos que o P. brasiliensis tem capacidade de produzir LTs, possivelmente utilizando a
via metabdlica da 5-LO, que de forma semelhante as PGs estdo envolvidos na viabilidade e

crescimento do fungo®.
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No entanto, os ensaios realizados até 0 momento, ndo permitiram identificar se as PGs
e LTs liberados pelo P. brasiliensis podem ser considerados como PGE; e LTB, auténticos,
como jé identificados para os eicosandides liberados por Candida albicans’® e Cryptococcus
neoformans’. Alem disso, torna-se importante avaliar se o fungo produz os demais
metabolitos do AA, como as outras classes de PGs e LTs, e as TBXs. Da mesma forma, ha a
necessidade de confirmar se as vias metabolicas utilizadas sdo as mesmas utilizadas pelas
células de mamiferos, isto €, a da COX para a producédo de PGs e 5-LO para LTs. Em relacéo
a esta Ultima questdo, a abordagem experimental utilizada tem sido a identificacdo de genes

codificadores dessas enzimas.
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2- Objetivos

1. Avaliar a producédo de todos os possiveis metabdlitos resultantes do metabolismo do &cido

araquidénico por cepas de diferentes viruléncias do P. brasiliensis.

2. Avaliar se a PGE; e LTB, produzidos pelo P. brasiliensis sdo eicosandides auténticos.

3. Avaliar se o P. brasiliensis produz PGE; e LTB, usando as vias metabdlicas da COX e da

5-LO respectivamente.
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3- Material e Métodos

3.1. Cultivo de P. brasiliensis

Foram utilizadas as cepas 18 e 265 de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) mantidas em
nosso laboratorio através de cultivo em meio GPY, (2% glicose, 1% peptona e 0,5% extrato
de levedura) a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm, com subcultivos semanais. As culturas foram

usadas ap6s 5 ou 6 dias de cultivo.

3.2. Obtencéo das suspensdes de P. brasiliensis

Células leveduriformes de Pb18 e Pb265 cultivadas de acordo com o item 3.1 foram
coletadas da superficie de cultivo com auxilio de al¢a de platina, transferidas para tubos
estéreis com pérolas de vidro de 4 mm de didmetro e aproximadamente 10 ml de meio RPMI
1640 (Gibco) e homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em
seguida, a suspensdes celulares foram mantidas a 37° C durante 5 minutos para sedimentagéo
de grumos ndo desfeitos durante a agitacdo. Apos este periodo, os sobrenadantes foram
coletados, e uma aliquota foi utilizada para contagem em cémara hemocitométrica tipo
Neubauer, em microscopio com contraste de fase. Foram consideradas como células viaveis
as que se apresentaram com aspecto brilhante (refringente), uma vez que as células mortas
apresentam-se com coloracao escura. Foram utilizadas as suspensdes que apresentarem pelo

menos 95% de viabilidade®*.

3.3. Culturas de células leveduriformes de Pb18 e Pb265

Para a realizacdo das culturas, a concentracdo das suspensdes de Pbl8 e Pb265
(obtidas de acordo com o item 3.1) foi ajustada para 4x10* células leveduriformes/mL de
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), suplementado com 2 nM de L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 40
Kg de gentamicina. A seguir, a suspensao foi plaqueada em placas de macroculturas (1000
pL/poco) de fundo chato com 24 pocos e cultivadas em tensdo de 5% de CO, & 37°C por

diferentes periodos e na presenca de diferentes substancias na dependéncia do experimento.
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3.4. Analise da producdo de PGE; e LTB, por Pb 18 e Pb265 utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Para avaliacdo da producéo de PGE;, e LTB, pela técnica de HPLC as suspensfes de
células leveduriformes foram cultivadas como descrito no item 3.2 por 4, 8 ou 12 horas, em
agitacdo orbital (aparelho SteadyShake 757- Amerex Intruments Inc.) somente com meio
RPMI (Sigma-Aldrich), ou com RPMI adicionado de &cido araquiddnico (AA) (Sigma-
Aldrich) nas concentracdes de 500 e 1000 uM. Apos os diferentes periodos, os sobrenadantes

foram coletados e submetidos a um processo de purificacao.

3.4.1. Purificacdo das amostras para analise por HPLC

Para purificacdo das amostras a serem analisadas quanto a producdo dos diferentes
eicosandides pela técnica de HPLC utilizamos o protocolo anteriormente descrito por Peters-
Golden et al (1990). Os sobrenadantes das culturas de células leveduriformes foram coletados
e filtrados utilizando filtros PVDF com membrana de 0,22 um. Apds esse processo, foram
adicionados 2,0 mL de metanol e 3,0 mL de PBS, aos sobrenadantes, sendo o volume final da
solucdo de 10,0 mL contendo 20% de metanol. Em seguida esta solucdo foi aplicada em
cartucho SepPack Cartridges C18, (Waters Corporation), previamente preparado por lavagens
com 20 mL de metanol e em seguida 20 mL de agua destilada para acondicionamento do
mesmo. ApoOs a aplicacdo da amostra, foram realizadas seguidas lavagens do cartucho,
primeiramente com 5,0 mL de metanol a 20% em PBS, seguido de 5,0 mL de agua destilada,
sendo estes volumes desprezados. Posteriormente o cartucho foi lavado com 3,0 mL de
metanol 80% em 4agua destilada para o desprendimento dos compostos de interesse que
ficaram retidos no cartucho e a coleta dos mesmos. As amostras coletadas foram submetidas a
centrifuga SpeedVac SC110 (Savant) para evaporacdo do sobrenadante. Em seguida, 0s
microtubos contendo 0s compostos concentrados foram submetidos a exposicdo em
nitrogénio liquido, por 5 minutos e posteriormente armazenados em freezer -80°C até o

momento da analise.

3.4.2. Analise por HPLC

Para analise por HPLC as amostras foram submetidas a coluna C18 (Phenomenex) de
50 x 4,60 mm, com medida interna de 2,5 um e granulacdo de 2,5 microns. Uma solucao
composta por acetonitrila, agua e 4&cido acético em uma proporcdo de 35:65:0,1
respectivamente, foi utilizada como fase movel para as analises de PGE,. Outra solugdo

composta pelos mesmos reagentes descritos acima na proporcdo de 73:27:0,1
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respectivamente, foi utilizada como fase mével para as anélises de LTB,. Todos os reagentes
apresentaram alto grau de pureza para HPLC e foram filtrados antes das andlises. A fase
movel foi escolhida baseando-se em dados coletados do manual do padrdo de Mix Eicosanoid
HPLC Mixture (6-keto PGFia, TBX;, PGF,0, PGE; e PGD,) (Cayman Chemicals). As
amostras a serem analisadas foram previamente ressuspensas em 500 pul de fase mével, sendo
100ul injetadas na coluna C18 acoplada ao aparelho de HPLC Shimatzu, com coletor modelo
SIL-10AF e detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL com condic¢des de analise de 142
Atm de pressdo, com um fluxo de injecdo de 1 mL/min e comprimento de onda variando de
acordo com o eicosanoide analisado por um periodo total de 30 minutos. Os resultados da
andlise sdo demonstrados através do tempo de retencdo (RT) comparados com o RT das
concentracdes conhecidas dos padrbes de PGE;, e LTB, (Cayman-Chemical) com pureza >
99%, que foram diluidos nas concentragdes de 62.5, 125, 250 e 500 ng/mL para a obtencéo de

curva padréo.

3.5. Avaliacdo quantitativa e caracterizacdo de PGE, e LTB,; produzidos pelo P.
brasiliensis utilizando a técnica de Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (LC/MS-MS)

Suspensoes de celulas leveduriformes foram cultivadas como descrito no item 3.2, por
4 horas, em agitacdo orbital (aparelho SteadyShake 757- Amerex Intruments Inc.) somente
com meio RPMI (Sigma-Aldrich), ou com RPMI adicionado de AA (Sigma-Aldrich) nas
concentracdes de 500 e 1000 UM, a 37°C por 4 horas. Apds, os sobrenadantes foram coletados

e submetidos a um processo de purificacdo, como descrito no item 3.3.1.

3.5.1. Coleta das frac6es contendo PGE; ou LTB,

As amostras purificadas foram ressuspensas em 500 pL de fase movel (descrita no
item 3.3.2) para PGs ou LTs respectivamente e submetidos ao aparelho GPC (Gilson),
composto de uma bomba injetora modelo 231XL e de um coletor de fragdes modelo 206. O
volume total das amostras foi injetado no aparelho e as fragdes foram coletadas baseando-se
nos tempos de retengdo, que foram padronizados inicialmente pelos resultados obtidos na
técnica de HPLC, de cada composto. Para PGE; foi coletada a fracdo no tempo de 12 a 15
minutos de retencédo e para LTB, a fracdo coletada corresponde ao tempo de 5 a 7,30 minutos
de retencdo. Em seguida as fragOes coletadas foram submetidas a analise por LC/MS-MS para

avaliacdo da producéo e confirmacdo da estrutura molecular da PGE; e LTB,.
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3.5.2. Analise por LC/MS-MS

Para avaliar quantitativamente a producdo e a estrutura molecular da PGE; e do LTB,
produzidos nos sobrenadantes das culturas de células leveduriformes do P. brasiliensis, as
fracdes coletadas conforme descrito no item 3.4.1, foram analisadas por espectrémetro de
massas quadripolo de dupla andlise (Applied Biosystems) ligado a um sistema HPLC
(Shimatzu) (LC/MS/MS). Um volume de 100 pL das fracdes foi injetado no aparelho através
de um injetor de amostras (SIL-20AC) com um fluxo de injecédo de 0,4 mL/min com tempo de
anélise de 30 minutos.

As andlises quantitativas da producdo PGE; e LTB, foram realizadas através da quebra
(ionizag&o) dos compostos nas ligagcdes mais fracas entre carbonos. Cada composto analisado
apresenta esta fraca ligacdo em locais especificos e Unicos. Os parametros de andlise para
cada amostra foram inicialmente padronizados a partir de padrdes comerciais de PGE; e LTB,
(Cayman Chemical). As concentracGes de PGE; e LTB, foram adquiridas a partir de dilui¢cbes
conhecidas dos padrdes de PGE; (96.6, 49.2, 25.7, 13.8 e 5.85 ng/mL) e de LTB, (98.4, 49,
27,12.6 e 6.02 ng/mL) para obtencdo de curva padrao.

3.6. Avaliacdo qualitativa da producdo de diferentes classes de PGs e LTs pelo P.
brasiliensis utilizando a técnica LC/MS-MS

Para avaliar a producdo das diferentes classes de PGs e LTs produzidas nos
sobrenadantes das culturas de P. brasiliensis obtidas de acordo com o item 3.2, culturas foram
incubadas somente com AA 1000 uM (Sigma-Aldrich) a 37°C por 4 horas, em agitacdo
orbital (aparelho SteadyShake 757-Amerex Intruments Inc.). ApOs esse periodo, 0s
sobrenadantes foram coletados, submetidos ao processo de purificacdo conforme descrito no
item 3.3.1 e as fracBes contendo PGs e LTs foram coletadas em aparelho GPC, conforme
descrito no item 3.4.1. Em seguida as amostras foram submetidas a analise por LC/MS-MS
para avaliacdo qualitativa da producdo de PGD,, PGF,a, TBXs, LTC4, LTDy4, LTE,4 € 5-
HETE, baseados no tempo de retengédo e da ionizagdo inicialmente padronizados a partir de

padrbes comerciais (Cayman Chemical) dos respectivos eicosanoides.
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3.7. Pesquisa de genes que codificam as enzimas COX e 5-LO, ou enzimas
funcionalmente homélogas no P. brasiliensis.

Para avaliar a presenca de genes que codificam as enzimas COX e 5-LO, ou enzimas
funcionalmente homdlogas no P. brasiliensis, foi realizada inicialmente a busca por
sequéncias génicas codificadoras para tais enzimas, utilizando banco de dados gendmico do
Broad Institute (BLAST Similarity Search) (http://www.broadinstitute.org) com o auxilio da
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Em seguida as sequéncias
encontradas foram submetidas ao alinhamento génico e a analise filogenética utilizando o
programa MEGA 5.04 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).

Adicionalmente, as informacGes obtidas ap6s com o alinhamento das sequéncias
génicas, foram confirmadas quanto a identidade utilizando o programa de consulta de
alinhamentos multiplos Pfam (Protein Families Data Base)

(http://www.sanger.ac.uk/software/Pfam).

3.8. Quantificacdo relativa de mRNA para enzima Linolate diol sintase (LDS) por RT-
PCR em tempo real

Culturas de células leveduriformes na concentracdo de 4x10* células
leveduriformes/mL foram plaqueadas em placas de culturas contendo 24 pocos (1000
puL/pocgo) e incubadas somente com meio RPMI (Sigma-Aldrich), ou com AA 1000 uM
(Sigma-Aldrich) a 37°C por 0, 4, 8 ou 12 horas, em agitacdo orbital (aprelho SteadyShake
757- Amerex Intruments Inc.). Apds os diferentes periodos, as amostras foram avaliadas pela
técnica de RT-PCR em tempo real para a deteccdo de mRNA para LDS.

3.8.1. Extracdo de RNA

Inicialmente foi realizado o processo de digestdo da parede celular das leveduras de P.
brasiliensis utilizando Tampé&o de Liticase, composto por 50 mM de Tris (pH7.5), 10 mM de
EDTA, 1mM de sorbitol, 0.1 % de 2-mercaptoetanol e 1 unidade/mL de liticase (todos os
reagentes da Sigma-Aldrich). Apds os diferentes periodos de incubagdo, o volume total das
culturas foi coletado, transferido para microtubos e centrifugado a 14.000 RMP por 1 minuto.
Em seguida o sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo células leveduriformes foi
ressuspenso em 100 pL do tampdo de liticase e incubado por 10 minutos a 37°C.

Posteriormente, a extracdo do RNA total das culturas de células fungicas foi realizada

utilizando Kit de extracdo e purificacio de RNA — Total RNA Purification Kit (Norgen
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Biotek, Canada). Com o objetivo de eliminar o DNA residual gendmico extraido junto com o
RNA, as amostras foram tratadas com a enzima DNAse (DNAse 1) (GE Healthcare). Ao final,
0 RNA foi eluido em 50 pL de agua livre de RNAse.

O RNA obtido foi quantificado com o auxilio de espectrofotdmetro NanoDrop (NP-
1000) a 260 nm e 280 nm.

3.8.2 Obtencao do cDNA

Apo0s a extracdo do RNA foi obtido o cDNA utilizando o Kit de Transcricdo Reversa
High-Capacity (Applied Biosystems). A cada 2 g de amostra de RNA foram adicionados 2,0
pL de Tampdo da reacdo (RT 10X), 0,8 pL da mistura de nucleotideos (ANTP- 25x) 100 mM,
2,0 uL de Random Primers, 1,0 uL da enzima Transcriptase Reversa, 1,0 yuL de inibidor de
RNAse (GeneAmp — Applied Biosystems) e 3,2 pL de H,O deionizada tratada com 0,1% de
DEPC (dietilpirocarbonato).

Para obtencdo do cDNA, foi programado o aparelho Termociclador Mastercycler
(Eppendorf) com as condicbes especificadas pelo Kit de Transcricdo Reversa High-Capacity
com ciclo de 25°C por 10 min para ligacdo dos primers, 37°C por 120 min para a transcricao
reversa e 85°C por 5 min para a desnaturacdo da Transcriptase Reversa. O volume final da
reacéo foi de 20 pL.

3.8.3. RT-PCR em tempo real

Para deteccdo da producdo de mRNA para LDS foram utilizados 2 primers
especificos. Para LDS-1 primer sense 5’-GGAGCCTGGAGACCGGGTCC-3’ e anti-sense
5’-CCCCTGTCCCAGGTGGACGT-3’ e para LDS-2 primer sense 5’-
GTTGCGGAGTCGGCGTCGAG-3’ e anti-sense 5’-CTGCCGTTGCCAGTTCGGGT-3".
Como controle enddgeno foram utilizados sequéncias de primers para B-tubulina, primer
sense  5’- TTCGCCCAAAGTCTCCGTACAAA -3 e primer anti-sense 5’-
GCTCAACGAGCTGATGAACCGACA -3°. Os primers foram desenhados utilizando o
software IDTSciTools (http:// www.idtdna.com) a partir de sequéncia publicada no Genebank.

A reacdo de RT-PCR em tempo real para a quantificagdo relativa de mRNA de LDS,
foi desenvolvida no aparelho de PCR em tempo real modelo 7300 (APPLIED Biosystems,
EUA) com o uso do Kit Maxima Syber Green / ROX gPCR Master Mix (2X) (Fermentas
Molecular Biology) conforme as instrugdes do fabricante, em um volume final de 20 pL, com
adicéo de 4 pL da amostra de cDNA (obtido conforme item 3.7.2) por reagéo e 300 nM de

cada primer. As condi¢bes da reacdo foram: 95°C /10 minutos, 40 ciclos de 95°C /15
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segundos, 60°C /1 minuto e o estagio de dissociacdo foi de 95° /15 segundos, 60°C /15
segundos e 95° /15 segundos. Em todos os ensaios as amostras foram processadas em
duplicata.

Para a construcdo da curva padrdo, em todas as placas foi adicionado o cDNA de uma
mesma amostra diluida de forma seriada na concentracdo de 1:10. Os valores de expressdo
relativa para LDS foram obtidos com o auxilio do programa SDS versdo 1.2.3 (Sequence
Detection Systems 1.2.3 — 7300 Real Time PCR System — Applied Biosystems, EUA) e
posteriormente normalizados pelos valores de expressdo relativa do gene controle endogeno

B-tubulina.

3.9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software Graphpad Instat San
Diego, Califérnia - USA. Diferencas significativas entre os diversos grupos foram
determinadas pelo teste de Analise de Variancia para amostras dependentes, e as médias
comparadas pelo teste de Correlagdes Multiplas de Tukey-Kramer, assumindo como

verdadeira cada hipdtese em que a probabilidade de erro foi menos que 5% (p <0,05).
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4- Resultados

4.1. Avaliacao da producédo de PGE; e LTB,por P. brasiliensis pela técnica de HPL
Inicialmente foi avaliada a capacidade do P. brasiliensis produzir PGE2 e LTB4
utilizando a técnica de HPLC (High-Performance Liquid Cromatography), em diferentes
periodos de incubacdo e com diferentes concentragdes de AA. Essa técnica, mostra o tempo
de retencdo especifico para cada eicosanoide. Tempo de retencdo é o tempo que o analito leva
para percorrer a coluna analitica e atingir o detector-UV, ou seja, 0 tempo decorrido entre o

momento da injegdo da amostra até o aparecimento do pico maximo no detector.

Os resultados foram analisados com base em dados obtidos a partir de uma curva com
diferentes concentracdes dos padrdes comerciais para PGE; e LTB, (Cayman Chemicals), e
foram representados em cromatogramas que demonstram o pico de producao dos eicosanoides
com tempo de retencdo (RT) em minutos e a intensidade de fluorescéncia (IF). A figura 1
mostra 0 cromatograma representativo de um ponto da curva para PGE; (1A) e LTB4 (1B) na
concentracdo de 500 ng/ml. Para PGE; o tempo de retencdo (RT) foi 15.556 e intensidade de
fluorescéncia (IF) de 9.974 e, para LTB,4 observamos 0 RT de 7.052 e IF de 28.346.

A figura 2 mostra os resultados das andlises feitas nas culturas de Pbl8 tratados
somente com RPMI, com AA 500 ou 1000 uM, nos periodos de 4 (A), 8 (B) e 12 (C) horas
para a producdo de PGE,. Podemos observar que apés o periodo de incubacdo de 4 horas foi
possivel detectar pico de producdo para PGE; nas culturas tratadas somente com meio RPMI
com RT de 13.126 e IF de 5.133 que corresponde a concentracdo de 257,3 ng/ml. O
tratamento com AA 500 e 1000 puM, aumentou a producdo de PGE,, que apresentou RT de
13.185, IF de 12.262 e concentracdo de 614,6 ng/ml e, RT de 13.274, IF de 11.366 e
concentracdo de 569,78 ng/ml respectivamente. Apds o periodo de incubacdo por 8 horas foi
observado aumento no pico de producdo de PGE; nas culturas tratadas somente com meio
RPMI, RT: 13.600, IF 88.510 e concentracdo de 4.437 ng/ml, comparadas com as mesmas
culturas apds o periodo de 4 horas de incubag&o. No entanto, apos o tratamento com AA 500 e
1000 puM foi detectada diminuicdo na producdo deste eicosanoide para 123,8 ng/ml (RT:
13.896 e IF: 2.470) e para 250,45 ng/ml (RT: 13.393 e IF: 4.996). Ap6s o periodo de 12 horas
foi observado que as culturas tratadas somente com RPMI apresentaram diminuicdo da
producdo de PGE; (1.374 ng/ml; RT: 13.422, IF: 27.410), em relacdo ao observado nas

culturas de 4 e 8 horas de incubagdo. Apos o tratamento com AA 500 foi observada uma
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producdo de 615 ng/ml (RT: 13.422 e IF: 12.279) e com 1000 uM, foi observada novamente
diminuicdo nas concentracdes de PGE; para 161 ng/ml (RT 13.452 e IF: 3.229).

A figura 3 mostra os resultados das analises feitas nas culturas de Pb265 tratados
somente com RPMI, com AA 500 ou 1000 uM, nos periodos de 4 (A), 8 (B) e 12 (C) horas
para a producdo de PGE,. Da mesma forma que o observado para as culturas de Pb18, foi
detectada producdo de PGE; nas culturas tratadas somente com meio RPMI apos 4 horas de
incubacdo, com RT de 13.393, IF de 13.553 e concentracdo de 679,4 ng/ml. No entanto, ao
contrario do observado para as culturas de Pb18, ndo foi detectado aumento na producao deste
eicosanoide ap6s o tratamento com AA 500 uM que resultou na produgdo de 87,17 ng/ml
(RT: 13.442 e IF: 13.553) ou com AA 1000 uM (65,52 ng/ml, RT: 13.442 e IF: 1.307). Além

disso, a producao de PGE; nestas culturas foi menor do que a observada nas culturas de Pb18.

Apdbs 8 horas de incubacdo, as culturas tratadas somente com RPMI apresentaram
menor producgdo de PGE; (304 ng/ml, RT 13.481 e IF 6.067) quando comparadas com as
culturas de 4 horas e também com as culturas de Pb18. No entanto, ao contréario do que foi
observado para as culturas de Pb18, a concentracdo de PGE, aumentou ap0s o tratamento com
AA 500 uM (608,23 ng/ml, RT: 12.711 e IF: 12.133) ou com AA 1000 uM (833 ng/ml, RT:
12.089 e IF: 16.617).

Apo0s 12 horas de incubacgdo, a concentracdo de PGE; nas culturas tratadas com RPMI
foi de 345,19 ng/ml (RT: 11.556 e IF: 6.886), aumentou apds o tratamento com AA 500 uM
para 441,7 ng/ml (RT: 11.022 e IF: 8.813) e diminuiu apos o tratamento com AA 1000 uM
para 103,16 ng/ml (RT: 10.489 e IF: 2.058).

A producéo de LTB4 pela cepa Pb18 do P. brasiliensis pode ser observada na figura 4.
Da mesma forma, as culturas foram tratadas somente com RPMI ou com AA 500 e 1000 uM,
nos periodos de 4 (A), 8 (B) e 12 (C). Foi possivel observar um mesmo padrdo de resposta,

em relacédo ao obtido para as mesmas culturas quando avaliadas para a producdo de PGE-.

As culturas tratadas somente com RPMI por 4 horas apresentaram producéo de 13,79
ng/ml (RT: 6.281 e IF: 0.782), que aumentou ap6s o tratamento com AA 500 uM (778,59
ng/ml, RT: 6.341 e IF: 44.140) e com AA 1000 uM (540,25 ng/ml, RT: 6.370 ¢ IF: 30.628).
Apos 8 horas de incubacdo, foi observado aumento na producdo de LTB, nas culturas tratadas
com RPMI, quando comparadas com as mesmas culturas apos 4 horas de incubagdo, com

concentracdo de 2.178 ng/ml, RT de 6.370 e IF de 123.531. No entanto, a concentracdo de
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LTB,4 diminuiu apos o tratamento com AA 500 uM (194,29 ng/ml, RT: 6.370 e IF: 11.015) e
com AA 1000 uM (45,27 ng/ml, RT: 6.370 e IF: 2.567) quando comparadas com as

concentracdes obtidas nas culturas tratadas somente com RPMI.

Ap0s 12 horas de incubacédo os valores de LTB,, foram menores nas culturas tratadas
com RPMI (224,31 ng/ml, RT: 6.341 IF: 12.717), com AA 500 uM (130,4 ng/ml, RT: 6.281 ¢
IF: 7.398) e nas culturas tratadas com AA 1000 uM (8,62 ng/ml, RT: 6.281 e IF: 0.489).

A figura 5 mostra as concentracdes de LTB, obtidas a partir das analises feitas em
culturas de Pb265 tratadas somente com RPMI, com AA 500 ou 1000 uM, nos periodos de 4
(A), 8 (B) e 12 (C) horas. Da mesma forma que o observado para todas as culturas, foi
observada producdo de LTB,4 nas culturas tratadas somente com RPMI ap6s 4 horas de
incubacdo (146 ng/ml, RT: 6.311 e IF: 8.327), que diminuiu apés o tratamento com AA 500
uM (41,54 ng/ml, RT: 6.281 e IF: 2.355) bem como apos o tratamento com AA 1000 uM
(12,6 ng/ml, RT: 6.281 e IF: 0.719).

Ap6s 8 horas de incubacdo, da mesma forma que o observado nas culturas de Pb18,
foi detectado um aumento na concentracdo de LTB,4 nas culturas tratadas somente com RPMI
(266,70 ng/ml, RT: 6.281 e IF: 15.120) que diminuiu apds o tratamento com AA 500 uM
(69,78 ng/ml, RT: 6.281 e IF: 3.956) e com AA 1000 uM (32 ng/ml, RT: 6.281 e IF: 1.818).

Apos 12 horas, os niveis de LTB, foram ainda menores: 9,01 ng/ml (RT: 6.281 e IF:
0.511) nas culturas tratadas somente com RPMI, 28,04 ng/ml (RT: 6.252 e IF: 1.590) nas
culturas tratadas com AA 500 uM e 9.38 ng/ml (RT: 6.281 e IF: 0.532) nas culturas tratadas
com AA 1000 uM.
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Figura 1: Cromatogramas da analise por HPLC dos padrfes comerciais para PGE, (A) na concentracdo
de 500 ng/ml e para LTB, (B) na concentragdo de 500 ng/ml.
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Figura 2: Cromatogramas da analise por HPLC da producdo de PGE, nas amostras de sobrenadantes das
culturas da cepa Pb18 incubadas somente com RPMI (controle) ou com AA 500 e 1000 uM nos periodos de
4 (A), 8 (B) e 12 (C) horas de incubacao.
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Figura 3: Cromatogramas da analise por HPLC da produgdo de PGE, nas amostras de sobrenadantes das
culturas da cepa Pb265 incubadas somente com RPMI (controle) ou com AA 500 e 1000 uM nos periodos de
4 (A), 8 (B) e 12 (C) horas de incubacdo.
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Figura 4. Cromatogramas da analise por HPLC da producdo de LTB, nas amostras de sobrenadantes das
culturas da cepa Pb18 incubadas somente com RPMI (controle) ou com AA 500 e 1000 uM nos periodos de

4 (A), 8 (B) e 12 (C) horas de incubacéo.
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Figura 5: Cromatogramas da andlise por HPLC da producéo de LTB, nas amostras de sobrenadantes das
culturas da cepa Pb265 incubadas somente com RPMI (controle) ou com AA 500 e 1000 1M nos periodos

de 4 (A), 8 (B) e 12 (C) horas de incubacéo.
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4.2.Confirmacao da producéo de PGE; e LTB4auténticos pelo P. brasiliensis pela técnica
de LC/MS-MS

ApOs detectarmos que as cepas Pbl8 e Pb265 do P. brasiliensis sdo capazes de
produzir PGE; e LTB4 nos diferentes periodos de incubacéo e com diferentes concentragdes
de AA, bem como obtermos o tempo de retencdo especifico para a PGE; e para o LTB, pela
técnica de HPLC, realizamos ensaios com o objetivo de confirmar se esses eicosanoides
produzidos sdo PGE; e LTB, auténticos, utilizando a técnica de Espectrometria de Massas
(LC/MS-MS). Essa técnica é uma importante ferramenta para a andlise de pequenas
moléculas em diversas matrizes bioldgicas, e os beneficios deste acoplamento sdo decorrentes
da combinacdo do alto poder de separacdo da cromatografia liquida com a seletividade e
sensibilidade da espectrometria de massa, garantindo uma andlise especifica da estrutura
molecular dos produtos avaliados.

Para a analise e confirmacdo da estrutura molecular de PGE; e LTB, produzidos nos
sobrenadantes das culturas das cepas Pbl8 e Pb265 do P. brasiliensis, as mesmas foram
incubadas por 4 horas na presenca ou nao de AA 500 ou 1000 uM. A escolha deste periodo de
incubacdo foi baseada nos resultados prévios obtidos pela técnica de HPLC.

O processo de avaliacdo da espectrometria de massas baseia-se na quebra (ionizagéo)
dos compostos nos carbonos com ligagcdo mais fraca da molécula resultando em fragmentos
unicos de massas conhecidas. Para a PGE,, que tem massa de 351.132 daltons, a ionizacéo

ocorre de forma positiva, com massas 271.000, 315.100 e 333.100 daltons.

A figura 6 mostra o cromatograma representativo da producdo de PGE; por LC/MS-
MS. Foi observado que o padrdo comercial de PGE; (fragmento de 271.000 daltons) apresenta
pico com RT de 4,04 minutos (figura 6A). Nos sobrenadantes das culturas das cepas Pb18 e
Pb265 incubadas somente com RPMI, ndo foi detectada a producdo de PGE,. Apds a
incubagcdo com AA 500 ou 1000 uM foi observado que as culturas da cepa Pb18 produzem
PGE; auténtica, uma vez que a ionizacao desta molécula resulta em um fragmento com massa
e com RT idénticos ao obtidos para o padrdo comercial, com 271.000 daltons e RT: 4,11 AA
de 500 uM e 271.000 daltons e RT: 4,09 apés a incubagdo com ou 1000 pM (figura 6B). O
mesmo foi observado para as culturas da cepa Pb265, com fragmentos de 271.00 daltons e RT
de 4,09 apos a incubagdo com AA 500 ou 1000 puM.
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Para a confirmagéo da estrutura molecular da PGE; e do LTB,4, bem como a obtengdo
das concentracOes exatas de cada eicosandide produzidos em nossas amostras, foi realizada
adicionalmente a analise quantitativa dos mesmos nos sobrenadantes das culturas das cepas
Pb18 e Pb265. Assim, a figura 7 mostra as concentracdes de cada fragmento obtido apos a
ionizacdo da molécula de PGE, produzidas nos sobrenadantes das culturas cepas Pb18 e
Pb265 do P. brasiliensis, incubadas por 4 horas na presenca ou ndo de AA 500 ou 1000 puM,
apos a andlise por LC/MS-MS. Observamos que ndo foi detectada producdo de PGE; nas

culturas tratadas somente com RPMI nas analises de nenhum dos 3 fragmentos das 2 cepas.

Para a cepa Pb18 foi detectada a producdo de 160 ng/ml de PGE; ap0s a incubagéo
com AA 500 uM e 434 ng/ml apds a incubacdo com AA 1000 pM, para o fragmento de
271.000 daltons (Figura 7A). Para o fragmento de 315.100 daltons (Figura 7B) as
concentracfes foram de 138 ng/ml e 216 ng/ml apds a incubacdo com AA 500 e 1000uM,
respectivamente; e para o fragmento de 333.100 daltons (Figura 7C) de 260 ng/ml e 361
ng/ml de PGE; ap6s a incubacdo com AA 500 e 1000 puM, respectivamente.

Nas culturas da cepa Pb265 foi observada a producdo de 164 ng/ml de PGE; apos a
incubacdo com AA 500 puM e 218 ng/ml apds a incubacdo com AA 1000 uM, para o
fragmento de 271.000 daltons (Figura 7A), 170 ng/ml ap6s a incubagdo com AA 500 uM e
237 ng/ml apds a incubacdo com AA 1000uM, para o fragmento de 315.100 daltons (Figura
7B). Para o fragmento de 333.100 (Figura 7C) as concentracGes detectadas foram de 301
ng/ml e 393 ng/ml de PGE; apds a incubacdo com AA 500 e 1000uM, respectivamente.

Na figura 8 esta demonstrado o cromatograma representativo da producdo de LTB,
por LC/MS-MS. Esse eicosanoide apresenta massa de 335.026 daltons e ioniza-se de forma
negativa, com massas 58.900, 195.100 e 317.200 daltons. Foi possivel observar que o padréo
comercial de LTB, (fragmento de 58.900 daltons) apresenta pico com RT de 6,47 minutos
(figura 8A). Da mesma forma como observado par a producdo de PGE,, ndo foi detectada a
producéo de LTB4 nas culturas incubadas somente com RPMI. A producéo de LTB,4 auténtico
pela cepa Pb18 foi observada apos incubacdo com AA 500 ou 1000 pM, ja que a ionizagédo
desta molécula resultou em um fragmento com massa e com RT idénticos ao obtidos para o
padrdo comercial, com 58.900 daltons e RT: 6.43 (figura 8B). Para as culturas da cepa Pb265,
foi detectado fragmento de 58.900 daltons com RT de 6,41 ap0s a incubagdo com AA 500 pM
e com RT de 6,42 ap6s a incubagdo com AA 1000 puM.
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A figura 9 mostra as concentragdes de cada fragmento obtido apo6s a ionizacdo da
molécula de LTB,4 produzidas nos sobrenadantes das culturas das cepas Pb18 e Pb265 do P.
brasiliensis, incubadas por 4 horas na presenca ou ndo de AA 500 ou 1000 M, apos a analise
por LC/MS-MS. Da mesma forma que o observado para a producdo de PGE,, ap6s o
tratamento somente com RPMI, néo foi detectada a presenca de nenhum dos 3 fragmentos de
LTB, nas culturas das cepas Pbl8 e Pb265. Para o fragmento de 58.900 daltons as
concentracdes foram de 14 ng/ml apds incubacdo com AA 500 uM e 19,7 ng/ml apds a
incubacdo com AA 1000 uM, para a cepa Pb18, e 13,7 ng/ml apds incubacdo com AA 500
UM e 19,4 ng/ml apds a incubacdo com AA 1000 puM, para a cepa Pb265.

Para o fragmento de 195.100 daltons foi observada a producdo de 9,26 ng/ml apds
incubacdo com AA 500 uM e 10,1 ng/ml apds a incubagdo com AA 1000 uM para a cepa
Pb18 e 14,4 ng/ml ap6s incubacdo com AA 500 uM e 13,2 ng/ml apés a incubagdo com AA
1000 puM para a cepa Pb265.

N&o foi detectada a producdo do fragmento de 317.200 daltons de LTB,, apds a

incubacdo de 4 horas com os diferentes tratamentos, nas culturas das cepas Pb18 e Pb265.
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Figura 6: Cromatogramas da andlise por LC/MS-MS da produc¢do de PGE,. Padrdo comercial de
PGE,, fragmento de 271.000 daltons (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de
Pb18 (B) e Pb265 (C) tratadas com AA 500 uM ou 1000 uM por 4 horas.
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Figura 7: Concentracdes dos diferentes fragmentos ionizados da molécula de PGE, produzidas
nos sobrenadantes das culturas de Pb18 e Pb265, tratadas ou ndo com AA 500 ou 1000 uM por
4 horas obtidas pela técnica de LC/MS-MS. Fragmento de 271.000 daltons (A). Fragmento de
315.100 daltons (B). Fragmento de 333.100 daltons (C).
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Figura 8: Cromatogramas da analise por LC/MS-MS da produc¢do de LTB,. Padrdo comercial de LTB,,
fragmento de 58.900 daltons (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e

Pb265 (C) tratadas com AA 500 uM ou 1000 pM por 4 horas.
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Figura 9: ConcentracOes dos diferentes fragmentos ionizados da molécula de LTB, produzidas
nos sobrenadantes das culturas de Pb18 e Pb265, tratadas ou ndo com AA 500 ou 1000 uM por 4
horas obtidas pela técnica de LC/MS-MS. Fragmento de 58.900 daltons (A). Fragmento de
195.100 daltons (B). Fragmento de 317.200 daltons (C).

4.3. Analise qualitativa das diferentes classes de PGs e LTs pelo P. brasiliensis pela
técnica de LC/MS-MS

Uma vez que detectamos producdo de PGE; e LTB, auténticos nos sobrenadantes das
culturas das cepas Pb18 e Pb265 do P. brasiliensis, avaliamos adicionalmente a capacidade de
o fungo produzir outras classes de PGs e LTs, como PGD,, PGF,a, Tromboxanas (TBX),
LTC4, LTDy, LTEs e 5-HETE.

Para esta analise, as culturas foram tratadas somente com AA 1000uM por 4 horas, ja
gue nos resultados anteriores obtidos pela LC/MS-MS ndo foram observadas diferencas
significativas na producdo de PGE; e LTB, ap0s o tratamento somente com RPMI ou com
AA 500 uM.

A figura 10 mostra a andlise qualitativa da producdo de PGF,a. Esta molécula tem
massa exata de 353.258 daltons e a ionizagdo ocorre de forma positiva, gerando fragmentos
de 193.300, 165.200 e 309.000 daltons. O pico analisado foi o de 193.300 daltons que
apresenta RT de 4,79 minutos (figura 10 A). Os resultados da anélise dos sobrenadantes das

culturas de Pb18 e Pb265 foram mostrados nas figuras 10B e 10C respectivamente. Em ambas
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as culturas foi detectado pico de producdo de PGF,a, fragmento de 193.300 daltons com RT
de 4,74 para as culturas de Pb18 e RT de 4,88 para as culturas de Pb265.

A figura 11 mostra a analise qualitativa da producdo de PGD,. Esta molécula tem
massa exata de 351.190 daltons e a ionizacdo ocorre de forma positiva, gerando fragmentos
de 271.300, 351.200 e 232.800 daltons. O pico analisado foi o de 271.300 daltons que
apresenta RT de 4,78 minutos (figura 11 A). Os resultados da analise dos sobrenadantes das
culturas de Pb18 e Pb265 sdo mostrados nas figuras 11B e 11C respectivamente. Em ambas as
culturas foram detectados picos de producdo de PGD,, fragmento de 271.300 daltons com RT
de 4,79 para as culturas de Pb18 e RT de 4,85 para as culturas de Pb265.

A andlise qualitativa da producdo de tromboxanas (TBX) esta demonstrada na figura
12. Esta molécula tem massa exata de 368.997 daltons e a ionizacdo ocorre se de forma
positiva, gerando fragmentos de 169.000, 195.100 e 125.300 daltons. O pico analisado foi o
de 169.000 daltons que apresenta RT de 4,67 minutos (figura 12 A). Os resultados da analise
dos sobrenadantes das culturas de Pb18 s&o mostrados nas figuras 12B. Foi detectado pico de
producdo de TBX, fragmento de 169.000 daltons com RT de 4,67. Nas culturas da cepa
Pb265 nao foi detectado pico de producdo para TBX (figura 12C).

A molécula de 5-HETE apresenta massa exata de 319.038 daltons e ioniza de forma
negativa gerando os fragmentos de 114.700, 301.100 e 59.000. A figura 13A representa a
analise do pico 319.038 daltons que apresenta RT de 6,97 minutos. Os resultados da analise
dos sobrenadantes das culturas de Pbl8 e Pb265 sdo mostrados nas figuras 13B e 13C
respectivamente, e mostram a producdo de 5-HETE através do pico representativo do
fragmento de 319.038 daltons com RT de 6,91 para Pb18 e 6,97 para Pb265.

Na figura 14 € demonstrada a anélise da producdo de LTC,. Esta molécula tem massa
exata de 626.234 daltons e a ionizagdo ocorre de forma negativa, gerando fragmentos de
189.500, 105.100 e 91.200 daltons. O pico analisado foi o de 189.500 daltons que apresenta
RT de 6,048 minutos (figura 15A). Os resultados da analise dos sobrenadantes das culturas de
Pb18 e Pb265 sdo mostrados nas figuras 14B e 14C respectivamente. Nao foi observada a

producdo de LTC,4 nas culturas das duas cepas do P. brasiliensis.

O LTD4 apresenta massa exata de 497.235 daltons e ioniza de forma negativa gerando
os fragmentos de 198.300, 105.100 e 91.100. A figura 15A mostra a analise do pico 189.500

daltons que apresenta RT de 6,04 minutos. Da mesma forma como observado para o LTC,,
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néo foi detectada a producdo de LTD,4 nos sobrenadantes das culturas de Pb18 (figura 15B) e
Pb265 (figuras 15C).

A analise qualitativa da producdo LTE, estd demonstrada na figura 16. A massa exata
deste eicosanoide é de 440.182 daltons e a ionizacdo ocorre se de forma negativa, gerando
fragmentos de 189.200, 105.100 e 91.100 daltons. O pico analisado foi o de 189.300 daltons
que apresenta RT de 6,27 minutos (figura 16A). Os resultados da analise dos sobrenadantes
das culturas de Pb18 e Pb265 sdo mostrados nas figuras 16B e 16C e ndo foi detectado pico

de producéo de LTE,.

Figura 10: Cromatogramas da analise por LC/MS-MS da producdo de PGF,a. Padrdo comercial de PGFya,
fragmento de 193.300 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e
Pb265 (C) tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.

Figura 11: Cromatogramas da analise por LC/MS-MS da produgdo de PGD,. Padrdo comercial de PGD,,
fragmento de 217.300 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e
Pb265 (C) tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.
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Figura 12: Cromatogramas da andlise por LC/MS-MS da producdo de TBX. Padrdo comercial de TBX, fragmento
de 169.000 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e Pb265 (C)

tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.

Figura 13: Cromatogramas da andlise por LC/MS-MS da producdo de 5-HETE. Padrdo comercial de 5-HETE,
fragmento de 114.700 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e

Pb265 (C) tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.

Figura 14: Cromatogramas da analise por LC/MS-MS da producdo de LTC,. Padrdo comercial de LTC,,
fragmento de 189.500 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B)

e Pb265 (C) tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.
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Figura 15: Cromatogramas da analise por LC/MS-MS da produgdo de LTD, Padrdo comercial de LTDy,
fragmento de 189.500 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e

Pb265 (C) tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.

Figura 16: Cromatogramas da andlise por LC/MS-MS da producdo de LTE, Padrdo comercial de LTE,,
fragmento de 189.300 daltons (pico azul) (A). Amostras dos sobrenadantes das culturas das cepas de Pb18 (B) e
Pb265 (C) tratadas com 1000 uM de AA por 4 horas.

4.4. Avaliacdo da expressdo genes que codificam a enzima Linoleate Diol Sintase

(LDS) pelo P. brasiliensis

Uma vez que os resultados descritos anteriormente mostram claramente a producdo de
PGE; e LTB, auténticos, bem como de PGD,, PGF;a, TBX e 5-HETE pelo P. brasiliensis,
nosso objetivo seguinte foi avaliar a presenga de genes que codificam a enzima responsavel
por esse processo. Para isso, inicialmente tivemos como referencia, estudos da literatura que
demonstram a expressao de genes que codificam a enzima dioxigenase, que desempenha a
funcdo de converter &cidos graxos em PGs, por Gaeumannomyces gramini, um fungo descrito
na literatura como ancestral para a expressdo da enzima dioxigenase®, Aspergillus nidulans e
Aspergillus fumigatus (ppoA, ppoB e ppoC)??® 2022 As sequéncias apresentadas pelos
autores foram: ppoA2f (5’-TTCCCTGAATTCGTTTAGGGTAGC-3’) e ppoA2r (5°-
GTTGAAAAGCTTGCAATGATCAACG-3’) para o gene AfppoA; ppoB2f (5°-
TACCCTGGAGCAATACCCACC-3’) e ppoB2r (5 ACCGGCTACCCAGATCAAAGCA-
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3’) para o gene AfppoB e ppoC2f (5’-ATCCAAGCGCACGTTCGCCG-3’) ¢ ppoC2r (5°-
TGAACTCCTTGCTGGCCTTTCC-3") para o gene AfppoC.

Estas sequéncias foram depositadas no banco de dados gendémico Broad Institute e
com o auxilio da ferramenta BLAST, foi pesquisada a presenca de sequéncias génicas
homologas no P. brasiliensis. Esta ferramenta compara sequéncias génicas de DNA, RNA ou
proteinas com rapidez e sem perder a sensibilidade. Os valores dados s&o baseados em
interpretacdo estatistica facilitando a escolha de identidades reais e ndo semelhancas que
ocorram ao acaso. Foram encontradas as sequéncias genémica, codificadora e protéica para a
enzima Linolate Diol Sintase (LDS) que apresenta o codigo de acesso no GenBank:
EEHA47374.1 (LOCUS: EEH47374 / 1066aa).

>Sequéncia genébmica
Linolate Diol Sintase do Paracoccidioides brasiliensis

ATGCATCTCAAGAGTTTCGGTTCCAGCATTGTCTTATGCATTTATTGTTATCGCACCACAGCGCTAATATCTGACCCAGAGCGCGCTGTTCCAT
GTCATTGCCGTTGCGGAGTCGGCGTCGAGAATGAAAGGGTTTGATGGGAATTCGTCCATCCGTGGAAAGGTGGGGAATAGTATTTCTCAGGTCA
GCCAACTCATTCACTCTTCACTGCGTCCGCTGCCCACCCGAACTGGCAACGGCAGTTATATCGATGACACCCCACCCGAACCCGGTTTAATAGC
CGATTTAAAGAGCGTCGGCATTAAGGATATCGATACGCTGGTTGAAGTTGTTCGGAATGCTGCCACGGGAAAACCAGTCAATGACAAAGATTAT
ATCCTAGAAAGAGTGATACAGGTAGGCTTCATGGTTTAAGGCGACATCCGTGACAAATATTTATTCGGATCATGTAGCTCGCTTCATCTTTACC
CTCAAGATCCCCCAATGCGGATAGATTAAACCATGCTCTTCTGTCTCTGCTCTGGAACGATCTCAAGCATCCGCCATTGTCGTAGGTATACCTT
CTGCATTTTACCACATTTTTTACTGACGTTCTGATCCCAGATATCTTGGTGACCAATATGTGTATAGACAGGCAGATGGTTCGCATAATGTAAA
AATGATATCAATTATTCCTGTCCTGTTGCTAAACAAGCTAATGTTGGGATAGAATGTCCTTTGGCCGCAAATTGGTGCTGCGGGCTCCTCATAT
GCAAGGACTGTGCCACCGAAATCGATACAACCAACTGTACTTCCAGACCCGGGTACACTCTTCGATAGCCTCTTGGTTAGGAAAAGGTTTGAAC
CTCATCCTAATAGAATATCAAGCATGTTGTTCTACATGGCCACTGTCATTACCCATGGTAACCACCTACAGTCCTGTCCAGTAGCTTTTGCCGC
GATTCTTACGTGTGAATAGACTTGTTTCGCACTGACCGTCAGGACAACACCCGCTCCCTTACTTCCTCGTACCTTGATCTTTCCCCTCTATACG
GTAGTAATCAGGAAGAGCAGAATGCAGTCCGCACCTTCAAGGGCGGGAAGCTAAAGCCAGACTGCTTTTCGAACAAGGGAATTCTAGGATTCCC
CCCAGGTGTCGGCGTGCTTCTTATAATGTTTAACCGGTTCCATAACTATGTTGTTGAGAATCTCGCTGTGATCAACCAAGACGGTCGTTTCACC
AAACCAGATGTGCTTAATGCTAAGGGTTACTCCAAATACGACAATGACCTTTTCCAAACCGGACGCCTTATCACATGTGGCCTATACATAAATC
TAATTTTAAAAGATTACGTGCGAACTATTCTCAACGTCAACAGGGCCAAAAGTGATTGGAGTCTTGATCCCCGTTTAGAATCTACAAAAGGTCT
GTTTTGTACAGAGATTAACGAGGCAAGCGGCAACCAGGTATCTGCGGAATTTAACTTGATATATCGCTGGCATTCATGTATTTCAGAGCGCGAC
GACAAATGGATCCAAGGTGTTTTAAAAGAGCTCTTTGGCGATAGTAAGGACCTGAGGAATATCACTTTTTCTGAATACTTGCGGGTTCTTGAAA
AATGGGAGGCAGGACTTTCTGAGGATCCTCCGAAGCGACCTTTCGCAAATCTGGAGCGTGAGCCCAATAGTTTGTTCAGCGATGACGACCTGGT
TAATATTCTTGCGGAAAGCATCGAAGACTGTGCGGGTCGGTTTGGCGCTTCACAAATACCTCCCGTCCTCCGGGTTGCGGAAATCCTGGGTATC
AAGCAAGCGCGATCATGGAGACTTTCGAGTCTCAATGAGTTTCGCAAATATTTCAATCTCAAGCCCCACGAAACTTTCGAAGACATCAACTCTG
ACCCCTACATTGCTGATCAACTCAAGCATTTGTATGATCATCCCGACAACGTTGAACTCTATCCTGGTGTCATTGTCGAGGAGGCAAAGGCACC
CATGGTACCTGGCAGTGGCCTCTGTGCGAGTTTTACTATTTCTCGGGCAATTCTTTCCGATGCCGTTGCCTTGGTGCGCGGTGACCGCTTCTAT
ACAGTGGATTATTGTCCAAAGAATCTAACAAACTGGGGCTTTAGGGAAGCAAACTTCGACAACTCTGTTGACCAGGGTCATGTGTTTTATAAAC
TATTCCTTAGGGCTTTTCCAAATCACTTCAAATCGAATTCAGTTTATGCACACTTCCCGCTAGTGATCCCGGGTGAAAACAAAGAAGTCCTTAC
GAAATTGGATCTTGTAGGGAATTATTCATGGGATAGGCCAGCCAGAATTCAACATCCAATTATGATCGAGTCGTACGCTGCATGCGATGCAATC
CTAAAAAACCAAAGGGATTTTAAAGTTACATGGGGTGAAGCCATCGAGTTTTTAATGCATAAAGGGGCCAAACCGTTTGGCAGAGACTTTATGC
TGGCTGGAGATGATCCAGCCAACGTAGCTTCGAGGGAGATGATGAGAAAGGCGTTATATCAAAGAACATGGGAAGGGGAAGTGAAAAAGTTTTA
TGAGCAGATATCCCTCAAACTTCTTCACCGCAAATCATACAAGATTGCCGGAGTCAGCCAGGTGGACATCGTGCGAGATGTTGCAAATCTTGCC
CATGTCCATTTTGCAGCCGCTGTCTTTTCGCTTCCGCTCAAGACAGAGGAGAATCCACGCGGTATATATACCGAGACCGAAATGTACGGGATCA
TGGCTCTTGTTTTCACCTGCATATTTTTCGATGCAGATCCTGCAAAAAGCTTCCCGCTTCGTCAAGCGGCTCGGAAGTTAACTCAACAGCTTGG
GGACATTGTCATGTTACACGTGCTATTGATCAGGCAAACTGGATTTCTTGCAAGCATGGCTGGACGGTTATATGGAAGTGATGTGTTGATGGAG
TACGGGGTCCATATGATTCGCCGTTTACTGGCTACGGGATTGCTCCCGGAGGAAATTGTCTGGACACATATGCTCCCCACGGCAGGGGGAATGG
TAGCAAACCAGGCACAGCTATTCTCGCAGTGTCTCGAGTACTATTTGTCAGAGGAAGGTTCTATCCATTGGCCTGAAATCCATCGGCTGTCGAA
GTTAGATACCGCGGAGGCTGATGCGCTCCTCTTGAAATAGTAGGTCTCTTTGTCATCAAATCGCCGTACAACGGCACATGTATATTATATTGAC
TAAATCGCAGTGCCCTGGAGGGAGCCCGACTTCGAGGAACGGTAGCTTTGTACCGGGATGTTGTCACGAAGACTTCAATCAACGATGGCGAAAA
CGAGTTTAATTTGGAGCCTGGAGACCGGGTCCTTTGTAACTTGGTAGGTCAAAATGAGACCAGAATGCTGCCAGAACGAAATGCTGATTCCACT
ATTAGGTTCAGGCATCTATGGATCCCAAGAGGTTCCCTGAGCCCAGCAAGGTTGATTTGACGCGTGACATTAACTCATACGTCCACCTGGGACA
GGGGCCCCATAAATGCTTGGGTTTCGGGATCTGCAATGTAGCGCTGTCGACAATGTTGAAAACGGTGGGGAAACTGGAAAACCTGCGCCGAGCA
CGGGGCCCTCAAGGTGAATTAAGGAGGATTCCTGGACCTGGTGGCATCAGCAAATATTTAATGGCAGATTATACATCCTACTCTCCCTTCCCAT
CCACGATGAAGGTACAGTGGGATGGGGAATTGCCGCTTCTTACGGAGTAA
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>Sequéncia codificadora
Linolate Diol Sintase do Paracoccidioides brasiliensis

ATGCATCTCAAGAGTTTCGGTTCCAGCATTAGCGCGCTGTTCCATGTCATTGCCGTTGCGGAGTCGGCGTCGAGAATGAAAGGGTTTGATGGGA
ATTCGTCCATCCGTGGAAAGGTGGGGAATAGTATTTCTCAGGTCAGCCAACTCATTCACTCTTCACTGCGTCCGCTGCCCACCCGAACTGGCAA
CGGCAGTTATATCGATGACACCCCACCCGAACCCGGTTTAATAGCCGATTTAAAGAGCGTCGGCATTAAGGATATCGATACGCTGGTTGAAGTT
GTTCGGAATGCTGCCACGGGAAAACCAGTCAATGACAAAGATTATATCCTAGAAAGAGTGATACAGAATGTCCTTTGGCCGCAAATTGGTGCTG
CGGGCTCCTCATATGCAAGGACTGTGCCACCGAAATCGATACAACCAACTGTACTTCCAGACCCGGGTACACTCTTCGATAGCCTCTTGGTTAG
GAAAAGGTTTGAACCTCATCCTAATAGAATATCAAGCATGTTGTTCTACATGGCCACTGTCATTACCCATGACTTGTTTCGCACTGACCGTCAG
GACAACACCCGCTCCCTTACTTCCTCGTACCTTGATCTTTCCCCTCTATACGGTAGTAATCAGGAAGAGCAGAATGCAGTCCGCACCTTCAAGG
GCGGGAAGCTAAAGCCAGACTGCTTTTCGAACAAGGGAATTCTAGGATTCCCCCCAGGTGTCGGCGTGCTTCTTATAATGTTTAACCGGTTCCA
TAACTATGTTGTTGAGAATCTCGCTGTGATCAACCAAGACGGTCGTTTCACCAAACCAGATGTGCTTAATGCTAAGGGTTACTCCAAATACGAC
AATGACCTTTTCCAAACCGGACGCCTTATCACATGTGGCCTATACATAAATCTAATTTTAAAAGATTACGTGCGAACTATTCTCAACGTCAACA
GGGCCAAAAGTGATTGGAGTCTTGATCCCCGTTTAGAATCTACAAAAGGTCTGTTTTGTACAGAGATTAACGAGGCAAGCGGCAACCAGGTATC
TGCGGAATTTAACTTGATATATCGCTGGCATTCATGTATTTCAGAGCGCGACGACAAATGGATCCAAGGTGTTTTAAAAGAGCTCTTTGGCGAT
AGTAAGGACCTGAGGAATATCACTTTTTCTGAATACTTGCGGGTTCTTGAAAAATGGGAGGCAGGACTTTCTGAGGATCCTCCGAAGCGACCTT
TCGCAAATCTGGAGCGTGAGCCCAATAGTTTGTTCAGCGATGACGACCTGGTTAATATTCTTGCGGAAAGCATCGAAGACTGTGCGGGTCGGTT
TGGCGCTTCACAAATACCTCCCGTCCTCCGGGTTGCGGAAATCCTGGGTATCAAGCAAGCGCGATCATGGAGACTTTCGAGTCTCAATGAGTTT
CGCAAATATTTCAATCTCAAGCCCCACGAAACTTTCGAAGACATCAACTCTGACCCCTACATTGCTGATCAACTCAAGCATTTGTATGATCATC
CCGACAACGTTGAACTCTATCCTGGTGTCATTGTCGAGGAGGCAAAGGCACCCATGGTACCTGGCAGTGGCCTCTGTGCGAGTTTTACTATTTC
TCGGGCAATTCTTTCCGATGCCGTTGCCTTGGTGCGCGGTGACCGCTTCTATACAGTGGATTATTGTCCAAAGAATCTAACAAACTGGGGCTTT
AGGGAAGCAAACTTCGACAACTCTGTTGACCAGGGTCATGTGTTTTATAAACTATTCCTTAGGGCTTTTCCAAATCACTTCAAATCGAATTCAG
TTTATGCACACTTCCCGCTAGTGATCCCGGGTGAAAACAAAGAAGTCCTTACGAAATTGGATCTTGTAGGGAATTATTCATGGGATAGGCCAGC
CAGAATTCAACATCCAATTATGATCGAGTCGTACGCTGCATGCGATGCAATCCTAAAAAACCAAAGGGATTTTAAAGTTACATGGGGTGAAGCC
ATCGAGTTTTTAATGCATAAAGGGGCCAAACCGTTTGGCAGAGACTTTATGCTGGCTGGAGATGATCCAGCCAACGTAGCTTCGAGGGAGATGA
TGAGAAAGGCGTTATATCAAAGAACATGGGAAGGGGAAGTGAAAAAGTTTTATGAGCAGATATCCCTCAAACTTCTTCACCGCAAATCATACAA
GATTGCCGGAGTCAGCCAGGTGGACATCGTGCGAGATGTTGCAAATCTTGCCCATGTCCATTTTGCAGCCGCTGTCTTTTCGCTTCCGCTCAAG
ACAGAGGAGAATCCACGCGGTATATATACCGAGACCGAAATGTACGGGATCATGGCTCTTGTTTTCACCTGCATATTTTTCGATGCAGATCCTG
CAAAAAGCTTCCCGCTTCGTCAAGCGGCTCGGAAGTTAACTCAACAGCTTGGGGACATTGTCATGTTACACGTGCTATTGATCAGGCAAACTGG
ATTTCTTGCAAGCATGGCTGGACGGTTATATGGAAGTGATGTGTTGATGGAGTACGGGGTCCATATGATTCGCCGTTTACTGGCTACGGGATTG
CTCCCGGAGGAAATTGTCTGGACACATATGCTCCCCACGGCAGGGGGAATGGTAGCAAACCAGGCACAGCTATTCTCGCAGTGTCTCGAGTACT
ATTTGTCAGAGGAAGGTTCTATCCATTGGCCTGAAATCCATCGGCTGTCGAAGTTAGATACCGCGGAGGCTGATGCGCTCCTCTTGAAATATGC
CCTGGAGGGAGCCCGACTTCGAGGAACGGTAGCTTTGTACCGGGATGTTGTCACGAAGACTTCAATCAACGATGGCGAAAACGAGTTTAATTTG
GAGCCTGGAGACCGGGTCCTTTGTAACTTGGTTCAGGCATCTATGGATCCCAAGAGGTTCCCTGAGCCCAGCAAGGTTGATTTGACGCGTGACA
TTAACTCATACGTCCACCTGGGACAGGGGCCCCATAAATGCTTGGGTTTCGGGATCTGCAATGTAGCGCTGTCGACAATGTTGAAAACGGTGGG
GAAACTGGAAAACCTGCGCCGAGCACGGGGCCCTCAAGGTGAATTAAGGAGGATTCCTGGACCTGGTGGCATCAGCAAATATTTAATGGCAGAT
TATACATCCTACTCTCCCTTCCCATCCACGATGAAGGTACAGTGGGATGGGGAATTGCCGCTTCTTACGGAGTAA

>Sequéncia proteica
Linolate Diol Sintase do Paracoccidioides brasiliensis

MHLKSFGSSISALFHVIAVAESASRMKGFDGNSSIRGKVGNSISQVSQLIHSSLRPLPTRTGNGSYIDDTPPEPGLIADLKSVGIKDIDTLVEV
VRNAATGKPVNDKDYILERVIQNVLWPQIGAAGSSYARTVPPKSIQPTVLPDPGTLFDSLLVRKRFEPHPNRISSMLEFYMATVITHDLERTDRQ
DNTRSLTSSYLDLSPLYGSNQEEQNAVRTFKGGKLKPDCFSNKGILGFPPGVGVLLIMENRFHNYVVENLAVINQDGREFTKPDVLNAKGY SKYD
NDLFQTGRLITCGLYINLILKDYVRTILNVNRAKSDWSLDPRLESTKGLFCTEINEASGNQVSAEFNLIYRWHSCISERDDKWIQGVLKELEGD
SKDLRNITFSEYLRVLEKWEAGLSEDPPKRPFANLEREPNSLEFSDDDLVNILAESIEDCAGRFGASQIPPVLRVAEILGIKQARSWRLSSLNEF
RKYFNLKPHETFEDINSDPYIADQLKHLYDHPDNVELYPGVIVEEAKAPMVPGSGLCASFTISRAILSDAVALVRGDREFYTVDYCPKNLTNWGE
REANFDNSVDQGHVFYKLFLRAFPNHFKSNSVYAHFPLVIPGENKEVLTKLDLVGNYSWDRPARIQHPIMIESYAACDAILKNQRDFKVTWGEA
IEFLMHKGAKPFGRDFMLAGDDPANVASREMMRKALYQRTWEGEVKKEFYEQISLKLLHRKSYKIAGVSQVDIVRDVANLAHVHFAAAVEFSLPLK
TEENPRGIYTETEMYGIMALVFTCIFFDADPAKSFPLRQAARKLTQQLGDIVMLHVLLIRQTGFLASMAGRLYGSDVLMEYGVHMIRRLLATGL
LPEEIVWTHMLPTAGGMVANQAQLFSQCLEYYLSEEGSIHWPEIHRLSKLDTAEADALLLKYALEGARLRGTVALYRDVVTKTSINDGENEFNL
EPGDRVLCNLVQASMDPKRFPEPSKVDLTRDINSYVHLGQGPHKCLGFGICNVALSTMLKTVGKLENLRRARGPQGELRRIPGPGGISKYLMAD
YTSYSPFPSTMKVQWDGELPLLTE

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides brasiliensis/Blast.ntml?sp
=Shlastn

Em seguida, foi realizado o alinhamento da sequéncia proteica da enzima LDS do P.

brasiliensis com as sequéncias das enzimas dioxigenase ja descritas para Gaeumannomyces


http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/Blast.html?sp=Sblastn
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/Blast.html?sp=Sblastn
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gramini, Asperguillus fumigatus e com as sequéncias das prostaglandina H, sintase 1 e 2
(COX-1 e COX-2) humanas, utilizando o programa MEGA 5.04 para alinhamento de
sequéncias multiplas. O programa calcula os melhores pareamentos para cada sequéncia e
mostra alinhamentos de tal forma que as identidades e diferencas fiqguem claras. Assim, a
Figura 17 mostra o alinhamento parcial das cinco sequéncias proteicas e, 0S asteriscos

representam os nucleotideos idénticos ao longo das mesmas.

Além disso, o programa MEGA 5.04 mostra os relacionamentos evolucionarios entre
as sequéncias alinhadas, possibilitando a analise filogenética das mesmas. Desta forma, foi
possivel propor uma arvore de gene baseada nas informacgdes obtidas apds o alinhamento das
sequéncias génicas. A figura 18 mostra que a sequéncia proteica da enzima LDS é
filogenéticamente mais proxima das sequéncias encontradas em Aspergillus nidulans e
Aspergillus fumigatus, e filogenéticamente mais distante das sequéncias da prostaglandina H,
sintase 1 e 2 humanas. Para a proposta da arvore de gene, as sequéncias sao analisadas por
diferentes possibilidades de alinhamento e os resultados sdo expressos em % das
probabilidades testadas. Assim, ap0s as diferentes analises os resultados mostram que o
alinhamento das sequéncias do P. brasiliensis com as do Aspergillus fumigatus e Aspergillus
nidulans apresentaram homologia estrutural em 21% dos alinhamentos analisados. Por outro
lado, o alinhamento das sequéncias do P. brasiliensis com as sequéncias das prostaglandina
H, sintase 1 e 2 humanas apresentaram diferencas estruturais em 100% das dos alinhamentos

analisados.
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Figura 17: Alinhamento parcial das sequéncias proteicas para LDS do Paracoccidioides brasiliensis, com as sequéncias
dos fungos Gaeumannomyces graminis e Asperguillus fumigatus e com as sequéncias das prostaglandina H, sintase 1 e 2
(COX-1 e COX-2) humanas. Os aminodacidos idénticos estdo marcados com asterisco. A analise parcial e multipla do
alinhamento foi realizada utilizando o programa ClustaW, Mega 5.04.
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Figura 18: Anélise filogenética das sequéncias protéicas para LDS do Paracoccidioides brasiliensis, com as
sequéncias dos fungos Gaeumannomyces graminis e Asperguillus fumigatus e com as sequéncias das prostaglandina
H, sintase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) humanas. A &rvore de gene foi construida utilizando o método Maximun
Likelihood, com o programa MEGA 5.04.




Resultados 62

Para confirmar a identidade proteica da enzima LDS do P. brasiliensis com a
ciclooxigenase humana, foi realizada analise adicional a partir do alinhamento das sequéncias
maultiplas utilizando o programa Pfam. As informacdes contidas na figura 19 mostram que
ambas as enzimas pertencem a familia das peroxidases que sdo um grupo de enzimas
oxirredutases responsavel por oxidar substratos organicos, se alinham a partir do nucleotideo
117 até o 508 e apresentam sitios ativos idénticos localizados nos dominios 352 e 180 e o E-
value de 1.5e-88 que representa a confiabilidade da homologia funcional e estrutural com a
prostaglandina H; sintase. O valor E-value corresponde a probabilidade de se obter, com outra
sequéncia aleatdria de mesmo tamanho e composi¢do de letras, outro alinhamento com score
igual ou superior. Desta forma, quanto mais proximo de zero for o E-value, mais confiavel

sera o resultado.

ﬁ wellcome trust
institute g I ‘o m
Significant Pfam-A Matches keyword search (1)

Show or hide all alignments.

An peroxidase Animal haem peroxidase Family 591 117 568 08 297.3 1.5e-88 352,352,180,180

Figura 19: Analise da identidade funcional das sequéncias proteicas da enzima LDS Paracoccidioides brasiliensis,
com as prostaglandina H, sintase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) humanas, utilizando o programa Pfam.

Com relagdo a pesquisa por genes que codificam a enzima LO ou enzima
funcionalmente homologa no genoma do P. brasiliensis, da mesma forma que realizado para a
enzima COX, foram depositadas as informac6es no banco de dados gendmico Broad Institute
e com o auxilio da ferramenta BLAST, no entanto ndo foram encontradas sequencias

semelhantes a LO no genoma do fungo.

Além disso, a analise de alinhamento das sequéncias da LDS no genoma do P.
brasiliensis com a LO de mamiferos ndo revelou nenhuma semelhanga estrutural entre as

sequéncias de aminoacidos.

4.5. Expressdo de mRNA para a enzima LDS

Uma vez que detectamos a presencga de genes para a enzima LDS no P. brasiliensis,

tivemos interesse em avaliar se ocorre a expressdo de mMRNA para esta enzima, em nossas
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condigdes experimentais. Para isso, as culturas de células leveduriformes das cepas Pb18 e
Pb265 do fungo foram tratadas ou ndo com AA 1000 pM por 0, 4, 8 e 12 horas de incubacéo
e avaliadas quando a expressdo da enzima LDS, utilizando dois primers distintos, que foram

desenhados utilizando o software IDTSciTools (http://www.idtdna.com) com informacdes de

duas regides distintas da sequéncia proteica da enzima.

Inicialmente avaliamos se as cepas Pb18 e Pb265 séo capazes de expressar mRNA
para a regido LDS-1 ou LDS-2 ap0s incubacdo somente com RPMI, nos diferentes periodos.

Observamos que a cepa Pb18 expressa substanciais concentracbes de mRNA para a
regido LDS-1 da enzima ja no periodo de 0 hora, que aumentam de forma significativa apds
4, 8 e 12 horas de incubacdo. O mesmo perfil de resposta foi detectado para a Pb265, na qual
também observamos expressao da enzima ja no periodo de 0 hora. No entanto, um aumento
significativo dessa expressdo foi detectado somente apds os periodos de 8 e 12 horas de
incubagdo (figura 20A). Observamos ainda, que a Pb265 expressa concentragdes
significativamente menores de mRNA para a regido LDS-1, quando comparadas com a cepa

Pb18, em todos os periodos de incubacao.

Na figura 20B sdo mostrados os resultados da expressdao de mRNA da regido LDS-2
da enzima pelas cepas Pb18 e Pb265. Apesar de as concentragcdes serem menores, do que as
expressas pela LDS1 detectamos um perfil de resposta semelhante, isto €, ja no periodo de 0
hora, foi possivel observar a expressdo de mRNA para a enzima, pelas duas cepas. Essa
expressao aumentou significativamente nos periodos de 4,8 e 12 horas para a PB18 e nos de 8
e 12 para a Pb265. Novamente, a cepa Pb265 expressou menores concentracbes de mRNA

para LDS-2 quando comparada a Pb18 em todos os periodos de incubacao.

Apos a confirmagdo da expressdo das regides LDS-1 e LDS-2 da enzima nas culturas
de P. brasiliensis incubadas somente com RPMI, avaliamos se a incubagdo com AA 1000 uM
seria capaz de alterar as concentragcbes de mMRNA para esta enzima. A figura 21A mostra que
a incubagdo com AA aumentou significativamente a expressdo de mRNA da LDS-1 pela
Pb18 em todos os periodos de incubagédo. Nas culturas da cepa Pb265, o tratamento com AA
aumentou significativamente a expressdo de mRNA para esta regido, somente apds 4 horas de
incubacdo. Apos 8 e 12 horas a expressdo se manteve nas mesmas concentracdes antes e apds

o tratamento com AA (figura 21B).


http://www.idtdna.com/
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Para a regido LDS-2 da enzima o tratamento com AA aumentou significativamente a
concentracdo de mRNA em todos os periodos de incubacdo nas culturas da cepa Pb18 (figura
22A), bem como da cepa Pb265 (figura 22B).
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Figura 20: Concentracdo relativa de mRNA para LDS-1 (A) e LDS-2 (B) expressa por células leveduriformes
das cepas Pb18 e Pb265 incubadas somente com meio RPMI por 0, 4, 8 e 12 horas. Os resultados sdo
expressos em média + erro padrdo obtidos a partir de 3 experimentos distintos. Andlise estatistica: Teste de
Tukey. *p<0.05 x respectivo Oh, + p<0.05 x respectivo Pb18.
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Figura 21: Concentragdo relativa de mRNA para LDS-1 expressa por células leveduriformes das cepas Pb18 (A) e
Pb265 (B) incubadas somente com RPMI ou com AA 1000 uM por 4, 8 e 12 horas. Os resultados sdo expressos em
média + erro padrdo obtidos a partir de 3 experimentos distintos. Analise estatistica: Teste de Tukey.

*p<0.05 x Sem AA.
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Figura 22: Concentracdo relativa de mRNA para LDS-2 expressa por células leveduriformes das cepas Pb18 (A)
e Pb265 (B) do P. brasiliensis incubadas somente com RPMI ou com AA 1000 uM por 4, 8 e 12 horas. Os
resultados sdo expressos em média * erro padrdo obtidos a partir de 3 experimentos distintos. Analise estatistica:
Teste de Tukey. * p<0.05 x Sem AA.
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5. Discussao

O presente projeto foi desenvolvido com o objetivo de confirmar a producdo e
principalmente caracterizar molecularmente os diferentes eicosanoides resultantes do
metabolismo do AA, ou de outros acidos graxos, pelo P. brasiliensis, bem como as vias
enziméticas utilizadas para esta producdo. Essa proposta se fez necessaria, uma vez que
estudos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério® 2 2 demonstraram que o P.
brasiliensis é capaz de produzir PGs e LTs utilizando fontes enddgenas ou exdgenas de AA e
que essa producdo esta diretamente relacionada com a sobrevivéncia do fungo. No entanto,
nesses trabalhos, para a deteccdo da producdo destes eicosanodides nos sobrenadantes das
culturas de ceélulas leveduriformes do P. brasiliensis, foram utilizados kits de ELISA, que
podem apresentar reacdes cruzadas com outros metabdlitos. Por exemplo, os kits comerciais
para PGE, podem apresentar reatividade entre PGs da classe E, as quais incluem PGE;, PGE,
e PGEs. Porém, esse kit ndo reconhece outros prostandides como PGA, PGB, PGD, PGF ou
TBXs. Os Kits comerciais para LTB4 podem apresentar reacGes cruzadas para 5-HETE, LTC,,
LTD4 e LTE4. Assim, a abordagem experimental utilizada nos trabalhos anteriores, ndo nos
permitiu afirmar se o fungo é capaz de produzir PGE; e LTB, auténticos, com estrutura
molecular idéntica aos produzidos pelas células de mamiferos. Desta forma, para a realizacao
do presente estudo utilizamos técnicas experimentais mais confiaveis de deteccdo rapida e
sensivel como a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e principalmente a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS-MS).

Nossos resultados utilizando a técnica de HPLC mostraram que as cepas Pbl8 e
Pb265 do fungo produzem PGE; e que essa producdo aumenta apds a incubacdo com AA
(ap6s 4 horas para a cepa Pb18 e 8 horas para a cepa Pb265). A Pb18 também produz LTB,
cujas concentracdes, de forma semelhante ao observado para a PGE,, aumentam apds a
incubacdo com AA 4 horas. A cepa Pb265 produz LTB, cujas concentra¢Bes, no entanto ndo
aumentaram de forma significativa apos a incubacdo com AA nos periodos 4, 8 e 12 horas.

Os resultados apresentados confirmaram 0s nossos achados anteriores, mostrando
que o P. brasiliensis produz PGE; e LTBy, e estdo de acordo com os dados da literatura para
outros fungos como Aspegilus fumigattus, Blastomyces dermatitidis, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Fusarium dimerum e Penicilium notarium que produzem PGE; e
LTB,; bem como outras classes de PGs e LTs™ 064 165 232 A producdo de diferentes

metabolitos do AA tem sido ainda detectada para diversas leveduras da familia
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Lipomycetaceae (Dipodascopsis, Lipomyces, Myxozyma, e Zygozyma)®® *® % bem como em
Saccharomyces cerevisiae®.

Outra confirmacdo refere-se ao aumento da producdo desses eicosandides em
presenca de AA exdgeno, como ocorre também com outros fungos*®. Este processo torna-se
extremamente importante no sentido de que o fungo, durante uma infeccdo “in vivo”, além de
seu préprio acido araquiddnico pode usar fontes do hospedeiro, aumentando sobremaneira a
sua capacidade de producdo. Outro aspecto que merece ser discutido é se o substrato
enddgeno utilizado pelo fungo para a producdo de PGs e LTs é realmente 0 AA. Apesar da
deteccdo de AA em algumas leveduras'™, considera-se de uma forma geral que ela é
esporédica. Por exemplo, esse &cido ndo foi detectado em Cryptococcus neoformans e
Candida albicans, os principais fungos estudados em relacdo & producdo de eicosandides®
192 E possivel, no entanto, que as condicdes de crescimento e ou metodoldgicas para extragdo
e identificacdo desses acidos ndao tenham sido adequadas para a detecgdo de acidos graxos de
cadeia longa como é o caso do AA. Nesse sentido, os estudos devem ser aprofundados para a
identificacdo dos reais substratos usados por esses fungos, incluindo o P. brasiliensis, para a
sintese de eicosandides.

Uma vez que detectamos a producdo de prostaglandinas e leucotrienos, indicados
como sendo PGE; e LTB, pela técnica de HPLC, buscamos realizar ensaios que pudessem
definitivamente caracterizar os mesmos como PGE; e LTB, auténticos. Para isso, utilizamos a
técnica de LC/MS-MS, que permite a andlise especifica da estrutura molecular dos produtos
avaliados. Nossos resultados mostraram que a PGE; e os LTB, produzidos nos sobrenadantes
das culturas de células leveduriformes de P. brasiliensis apresentam massa e tempo de
retencao idénticos aos apresentados pelos padrGes comerciais especificos para PGE; e LTB,.
Além disso, através da andlise quantitativa destes resultados foi possivel avaliar as
concentracdes exatas destes compostos produzidos em nossas culturas, que foram somente
detectados, apos a incubagdo com AA, tanto nas culturas da cepa Pb18 como da cepa Pb265.
Nossos resultados mostram ainda que a producdo de PGE; e LTB, néo foi significativamente
diferente entre as duas cepas analisadas, confirmando nossos resultados e mostrando que as
diferencds de viruléncia entre as cepas de P. brasiliensis ndo estdo relacionadas com a
producdo de diferentes concentracdes de PGE, e LTB,** * %, Sdo raros os estudos que
mostram a caracterizagdo molecular de eicosanoides produzidos por fungos. Erb-Downward
& Noverr’®> demonstraram por LC/MS-MS que Candida albicans produz PGE, auténtica,
somente em culturas incubadas com AA. Segundo os autores a PGE, produzida nestas

culturas ndo € um produto da auto-oxidacdo do AA, 8-isso-PGE,, uma vez que este produto
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apresenta tempo de retencdo diferente da PGE,. No presente estudo, também podemos afirmar
que a PGE; produzida ndo é resultante da auto-oxidacdo do AA, j& que além de utilizarmos
um padrdo especifico para PGE; para identificar a massa e o tempo de retencdo exatos,
tivemos o cuidado de avaliar uma amostra contendo somente AA, que ndo resultou em pico
de producéo aparente (dados ndo mostrados). Erb-Downward & Huffnagle’, observaram que
Cryptococcus neoformans produzem PGE, com massa, caracteristicas cromatogréficas e
padrdo de fragmentacdo idénticos a PGE, de mamiferos, através da técnica de LC/MS-MS.
Essa identificacdo somente foi possivel apos o tratamento das culturas com AA. Em relacdo a
identificagdo de LTB, por fungos, ndo foram encontrados relatos na literatura que mostrem a
caracterizagdo do mesmo, como auténtico. Assim, 0s nossos resultados demonstraram de
forma inédita, a autenticidade do LTB, produzido em cultura de células fangicas.

Além de demonstrar a producdo de PGE; e LTB, auténticos pelo P. brasiliensis, a
LC/MS-MS nos permitiu a avaliar a producdo de outras classes de PGs e LTs por este fungo.
A andlise qualitativa permitiu detectar a producdo de PGF,, PGD,, TBX e 5-HETE
auténticos nos sobrenadantes das culturas de células leveduriformes, uma vez que 0s
compostos produzidos apresentaram massa e tempo de retencdo idénticos aos respectivos
padrdes comerciais analisados. Noverr et al'® demonstraram a produgdo de PGD,, PGF,,,
PGE,, TBX e 5-HETE nos sobrenadantes de culturas de Cryptococcus neoformans
suplementadas com AA, utilizando a técnica de HPLC. Em outro estudo, Noverr et al*®,
demonstraram por ELISA que os fungos Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis,
Fusarium dimerum, Histoplasma capsulatum, Penicillium notatum, entre outros, produzem
diferentes classes de PGs (PGE,, PGD,, PGF,,) e LTs (LTB, e Cis-LTs). Kupfahl et al*?,
identificaram a producdo de PGE,, 6-keto-PGF,, (produto estavel da prostaciclina PGIy),
PGF,,, 0s isoprostanos 15(S)-8-iso-PGF,, and 15(S)-8-iso-PGE,, e tromboxana B, na culturas
de Aspergillus fumigatus tratadas com AA (10uM) através da técnica de cromatografia gasosa
de massas (GC/MS-MS). Segundos os autores, esses eicosandides produzidos nas culturas de
Aspergillus fumigatus sdo idénticos aqueles produzidos por mamiferos.

A producéo pelo P. brasiliensis de outras classes de eicosandides merece atengao,
uma vez que estes podem apresentar efeitos diversos e muitas vezes contrastes, sobre a
biologia do fungo. Além disso, podem modulara resposta imune do hospedeiro de modo
diferente da PGE; e do LTB,4. Assim, devemos considerar que “in vivo” o resultado final pode
ser uma somatéria dos efeitos de todos esses eicosanoides produzidos pelo fungo, em

combinacdo com aqueles produzidos pelo préprio hospedeiro.
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Outra questdo importante que tentamos responder € se a via enzimatica para a
producdo destes eicosandides também envolve a COX e 5-LO como ocorre nos mamiferos ou
se ha a participacdo de enzimas funcionalmente homologas. Nos estudos anteriormente
desenvolvidos em nosso laboratdrio, que mostraram a producdo de prostaglandinas e
leucotrienos pelo P. brasiliensis através da técnica de ELISA* % 2 investigamos a
participagdo das vias enziméticas de COX e/ou 5-LO utilizando inibidores que atuam nestas
diferentes vias. Para a inibicdo da COX, as culturas foram incubadas com indometacina
(INDO), um antiinflamatdrio ndo esterdide, potente inibidor ndo seletivo da COX, isto &, atua
tanto na via da COX-1 como da COX-2. Para a inibicdo da 5-LO usamos o MK886, um
inibidor da proteina ativadora da 5-lipoxigenase (FLAP), e 0 NDGA um inibidor ndo seletivo
de 5-LO, que pode atuar tanto na inibi¢do da producéo de LTs como na inibicao de Cisteinil-
LTs. No entanto, esta abordagem experimental ndo nos garantiu de forma definitiva se o
fungo utiliza estas vias para a producdo de PGs e LTs, uma vez que se discute que a
diminuicdo na producdo desses eicosandides, na presenca desses inibidores, poderia ocorrer
devido a um efeito toxico direto dos mesmos e ndo em funcdo de suas agdes inibitdrias
especificas sobre as vias enzimaticas de producdo desses mediadores. Varios outros estudos
tém investigado de forma insistente a presenca da COX, ou enzima funcionalmente homologa
em diferentes fungos. Noverr et al*®, demonstraram a presenca da enzima COX para a
producdo de PGE; pelos fungos Candida albicans e Cryptococcus neoformans, identificada
em ensaios utilizando Western-blotting. No entanto, em estudo posterior Erb-Downward &
Noverr’?, observaram que a producdo de PGE, por Candida albicans ndo foi inibida por
inibidores especificos da COX-2 e que o genoma da Candida albicans ndo possui enzima
homdloga a da COX, indicando a ndo participacdo dessa via na producao de PGE, detectada.
Os autores discutem que a deteccao de enzimas envolvidas na sintese da PG por fungos é um
processo bastante dificil, mas que enzimas estruturalmente distintas as dos mamiferos, mas
contendo algumas caracteristicas funcionais da COX e também da 5-LO s&o expressas pela
Candida albicans e provavelmente por outros fungos. Assim, identificaram que uma enzima
homologa a enzima “A9 fatty acid stearyl-coenzyme A desaturase”, codificada pelo gene
denominado Ole2 assim como uma enzima homoéloga da enzima codificada pelo gene Fet3
participam da sintese de PGs pela Candida albicans, uma vez que amostras mutantes desses
genes liberam concentracBes reduzidas do mediador. Os genes Olel e Ole2 ja haviam sido

identificados na Candida albicans por Krishnamurthy et al**°

, como sendo genes homdlogos
do gene denominado Olel, identificado em Saccharomyces cerevisiae e que codifica uma

enzima com atividade de desaturase de &cido graxo, a “A9 fatty acid stearyl-coenzyme A
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desaturase”, importante para a sintese de acido oléico e envolvida no crescimento e
morfogénese da Candida albicans. Em relagéo ao Cryptococcus neoformans, Erb-Downward
& Huffnagle™ demonstraram que a incubacéo das culturas com aspirina ou INDO no inibiu a
producdo de PGE,, mostrando que de forma semelhante & Candida albicans, esse fungo
produz eicosanoides auténticos, mas independentes da enzima COX.

Estudo na literatura mostrou que a enzima Linoleate diol sintase, uma heme-
proteina férrica, que catalisa a dioxigenacdo de acido linoleico, foi primeiramente
demonstrada no fungo Gaeumannomyces graminis e apresenta similaridades cataliticas e
estruturais com as enzimas prostaglandina H, sintase 1 e 2 (COX-1 e COX-2)®. Os estudos
desenvolvidos para Aspegilus nidulans mostram que os genes ppoA, ppoB e ppoC codificam
a enzima 7,8 linoleato diol sintase, e que esta enzima apresenta 40% de aminoacidos
semelhantes as enzimas da familia da mieloperoxidase®?. Segundo estes autores, 0s genes
ppo descritos apresentam importancia bioldgica no processo de esporulacdo deste fungo. Foi
descrito ainda, pelo mesmo grupo de autores, que a delecdo destes genes afetou a proporgéo
de esporos assexuados (conidios) para 0s esporos sexuais (ascoporos), a biossintese dis acidos
graxos polinsaturados e a producdo de micotoxinas em Aspergillus nidulans??® 2% 233 Além
do impacto sobre os processos de esporulacdo, a delecdo desses genes também provocou

alteracBes da viruléncia deste fungo®*

. A supressdo de genes ppoB aumentou a formacéo de
conidios, enquanto a delecdo de ppoC diminui a formacdo de conidios®®® 2**. A baixa
expressao dos genes ppo através da tecnologia de RNA de interferéncia (iRNA) resultou em
cepas hipervirulentas, e a supressdo de genes ppoC resultou na hiperproducéo de conidios e

aumento da viruléncia em modelo experimental para aspergilose em ratos?*?

. Adicionalmente,
esses genes apresentam sequéncias conservadas que sdo homologas as encontradas no gene da
COX de mamiferos. A enzima codificada por esses genes é utilizada pelo Aspergillus
nidulans e Aspergillus fumigatus para a realizacdo do metabolismo dos &cidos oléico e
linoléico que resulta na producdo de eicosanéides, principalmente PGs**2.

Diante do exposto, no presente estudo buscamos por sequéncias homologas as
apresentadas por Aspegilus fumigatus e Aspegilus nidulans no genoma do P. brasiliensis no

banco de dados Broad Institute (http://www.broadinstitute.org) com o auxilio da ferramenta

BLAST. Detectamos a presenca da sequéncia génica para a enzima Linoleate diol sintase
(LDS), e confirmamos que esta sequéncia apresenta homologia estrutural e funcional com a
COX-1 e COX-2 de mamiferos que foram identificadas com o auxilio da analise de
alinhamento de sequéncias pelos programas MEGA 5.04 e Pfam. No entanto, embora a

enzima LDS encontrada em nossos resultados apresente homologia estrutural e funcional com


http://www.broadinstitute.org/
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a COX de mamiferos, estudos mais aprofundados sobre a funcdo desta enzima neste fungo,
devem ser conduzidos.

Com relacdo a presenca de genes para a enzima 5-LO ou enzima funcionalmente
homologa, efetuamos analises exaustivas no banco de dados Broad Institute, bem como em
outros bancos de dados e ndo fomos capazes de identificar qualquer sequéncia que apresente
homologia com a 5-LO de mamiferos.

Alguns autores descreveram que os fungos Aspergillus terreus e Lasiodiplodia
theobromae ndo apresentam genes para a enzima 5-LO em seus genomas, mas apresentam a
enzima 9R-dioxigenase (9R-DOX) que apresenta atividade de dioxigenase em Aspergillus e
de lipoxigenase no Lasiodiplodia theobromae'® sugerindo que a mesma enzima pode ter
homologia funcional com a COX e a 5-LO. Outros dados reforcam a ideia.

Como citado acima, a producdo de micotoxinas e a esporulacdo em Aspegilus
nidulans sdo regulados pela producdo de oxilipinas enddgenas. Essas oxilipinas sdo
sintetizadas pela acdo da enzima dioxigenase codificada pelos genes ppoA, ppoB e ppoC.
Oxilipinas estruturalmente semelhantes foram encontradas em sementes de plantas, e sdo
produzidas pela acdo da enzima lipoxigenase. O tratamento das culturas de Aspegilus nidulans
com as oxilipinas derivadas destas sementes resultou na alteracdo da esporulacdo e produgéo
de micotoxinas. Além disso, foram introduzidos genes que codificam a enzima 5-LO nestas
sementes (ZmLOX3) em Aspegilus nidulans resultando no aumento da producdo de
conidios™.

A oxidacdo do acido linoléico por Aspegilus terreus foi estudada através da analise
por LC/MS-MS. Foi identificado o acido 9(R)-hidroperoxi-12(Z)-octadecadiendico (9R-
HPODE). No entanto, no genoma de Aspegilus terreus ndo foram encontrados genes para a
enzima 5-LO, mas sim para 5,8-Linoleate Diol Sintase que apresenta funcdo homdloga a 5-
LolOBl

Estudos mostram que o é&cido jasmonico (AJ), uma molécula sinalizadora
importante para o desenvolvimento de plantas é formado a partir de fontes de acidos graxos
polinsaturados como o 4cido linoléico, pela acéo de enzima 13(S)-lipoxigenase®® 19 239240 o
AJ apresenta atividades biolégicas importantes em plantas como defesa e adaptacdo ao
estresse, além de inibir a producéo de aflatoxinas, a germinacdo em fungos®. A producéo
deste &cido foi essencialmente descrita em plantas, no entanto, alguns fungos também podem
produzir AJ com idéntica estrutura molecular ao produzido por plantas. O patégeno de plantas
Lasiodiplodia theobromae secreta o préprio acido jasménico e também utiliza fontes

ex6genas. No entanto, a via enziméatica para a producdo de AJ em fungos é desconhecida™®”.
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Estes dados encontrados na literatura mostram que assim como o P. brasiliensis,
outros fungos ndo apresentam genes para a enzima 5-LO em seu genoma. Nestes fungos fica
claro que a dioxigenase LDS pode exercer o papel da enzima 5-LO de mamiferos. Assim, no
presente estudo, embora ndo tenhamos encontrado semelhancas entre a enzima 5-LO de
mamiferos com a LDS do P. brasiliensis, ap6s a analise de alinhamento de sequéncias,
podemos considerar inicialmente que a enzima LDS encontrada no genoma do fungo pode
exercer a funcdo de oxidacdo de &cidos graxos polinsaturados para a producao tanto de PGs
como de LTs. No entanto, estudos mais aprofundados avaliando a importancia da expressdo
desta enzima para a producdo de diferentes eicosandides e para o desenvolvimento do P.

brasiliensis devem ser conduzidos.
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6- Conclusdo

Nossos resultados mostram o P. brasiliensis produz PGs e LTs idénticos aos
sintetizados por mamiferos, através da acdo da dioxigenase linoleato diol sintase, um via de

sintese diferente da utilizada por células de mamiferos.
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