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RESUMO

A capacidade de Paracoccidioides brasiliensis agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM), de causar doencas mamifestacdes clinicas variadas,
depende de seus fatores de viruléncia, em pattidalqueles envolvidos na interacao e
invasdo celular. Estudos sobre o papel dos compemelo fungo como, por exemplo, a
glicoproteina de 43 kDa (gp 43), estdo entre osurdgs abordados na
paracoccidiodomicose. A gp 43 atua como ligant&nhénina, e por isso é importante na
adeséo celular. Neste trabalho foi realizado undestomparativo entre isolados de Pb18
e Pb265, que tém capacidades distintas de ades@&tufes Hela e Vero, sob influéncia da
temperatura e diversos fatores quimicos. Foram déemmdvaliados eventos em células de
epitélio pulmonar expostas a gp 43 e células de8Paites e apds inoculagdo animal,
representando, respectivamente, isolados menossevimadentos. Os resultados mostram
que as adesinas fungicas sdo termo-labeis, sugesima natureza protéica. Os acUcares
aminados glucosamina e galactosamina foram os sf@igntes para inibir a adeséo
celular, em relacdo a manose, glicose e galadtaieando (ou levantando a hipétese) que
esta atividade envolve mecanismos especificosldigi;ma. O estudo com componente da
matriz extracelular mostrou que a laminina, assima seus derivados sintéticos, inibiu a
adesédo do isolado Pb18, fato ndo verificado conbPb@anto com células Hela, quanto
com a linhagem Vero, mas variavel sob influéncidatieres quimicos. As distintas vias de
sinalizacao foram demonstradas pelos eventos RafkRa e AKT verificados, sendo que
0 isolado menos virulento causou menos estress®xiito, comprovado por menor sinal
Ras- Raf e AKT de proliferacdo. Os sinais intendesproliferacdo observados nos
experimentos com o isolado mais virulento e ex@msi gp 43 poderiam ser associados a
maior sobrevida do fungo que se internaliza maifdnfi@nte nas células do hospedeiro,

dificultando o seu reconhecimento por células dtesia monocitico-fagocitario, antes de
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causar apoptose, evadir e disseminar-se. As vigsRehe AKT agiram de modo sinérgico
nos efeitos de sobrevida celular. A diminuicdo denéo AKT implicou perda parcial de
sinal de sobrevida que se intensificou, a segdi enodo contrario, com a diminuicao de
Ras-Raf. A ativacédo das vias de sobrevida, assmaaihais citosolicos quando o Pb entra

na célula epitelial, foi demonstrada de modo irédéste trabalho.

Palavras-chave:Paracoccidiodes brasiliensifAdesao; Sinalizagao celular; Via Ras/Raf;

AKT; Rho-GTP.
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ABSTRACT

The capacity of theParacoccidioides brasiliensisthe etiological agent of
paracoccidioidomycosis (PCM), to provoke illnesssgh great variety of clinical
manifestations depends on its virulence factorstiquéarly on those involved in the
cellular interaction and invasion. Studies aboetrible of the fungus components such as
the 43 kDa glycoprotein (gp 43) are among the sibjebroached in the
paracoccidiodomycosis. The gp 43 acts as lantig@md e for this reason it is important
in the cellular adhesion. In this work it was acptished a comparative study between
isolates Pb18 and Pb265, which have distinct cpaadf adhesion to the cells Hela and
Vero under influence of temperature and severaiited factors. Events in pulmonary
epithelial cells exposed to gp 43 and in Pb18 cékdore and after animal inoculation,
representing, respectively, isolates less and motdent were evaluated as well. The
results show that the fungal adhesins are ternidabaggesting its proteical nature. The
aminated sugars glucosamine and galactosamine tverenost efficient, in comparison
with manose, glycose and galactose, in inhibitihg tellular adhesion, indicating (or
putting forward the hypothesis) that this activityolves specific mechanisms lectin-type.
The study with extracellular matrix component iraded that the laminin, as well as its
synthetic derivatives, inhibited the adhesion &f iolate Pb18 to the cells Vero and Hela,
what did not occur with Pb265, but it was variableer influence of chemical factors.
The distinct signaling pathways were demonstratethb Ras-Raf, Rho and AKT events,
considering that the less virulent isolate caus@&ubmcytotoxic stress, proved by minor
Ras-Raf and AKT proliferation signals. The intemseliferation signals observed in the
experiments with more virulent isolate and expositto gp 43 could be associated to
larger time of survival of the fungus that moreilgagoes inside the host cells, making it

difficult to the monocyte-macrophage system ceallseicognize it before the apoptosis, the
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evasion and the dissemination. The Ras-Raf and p#thways acted synergetically with
the effects of the cell survival. The decreasehef AKT event implied partial loss of the
survival signal that intensified, following and aopposite way, with Ras-Raf decrease.
The activation of the survival pathways, associatecitosolic signals when Pb goes inside

the epithelial cell, was for the first time demaastd in this work.

Palavras-chave: Paracoccidiodes brasiliensisAdhesion; Cellular signalling; Ras/Raf

pathway; AKT; Rho-GTP.
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1-INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.P.brasiliensis e Paracoccidioidomicose

O agente etiologico da paracoccidioidomicose (P@A)m fungo dimorfico
denominadoParacoccidioides brasiliensisclassificado taxonomicamente no Reino
Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo Ascomycota,egéiaracoccidioides espécie
brasiliensis(UNTEREINER et al., 2004). Recentemente, foi siggen existéncia de
trés diferentes espécies filogenéticas (S1, PRLP&3) dd°. brasiliensigMATUTE et
al., 2006).

P. brasiliensis € fungo dimorfico, termo-dependente, apresentaadfase
miceliana (M), saprobiética, em temperaturas da 28C. O aspecto das culturas nesta
fase € cotonoso, esbranquicado e microscopicamebserva-se a presenca de
filamentos hialinos, finos e septados. A fase levidokme (L) constitue a forma
parasitaria do fungo, sendo reproduzida em cultdl®85 a 3%C. Apresenta-se com
células arredondadas, de parede dupla e brotamentd8plos caracteristicos,
formando a denominada “roda-de-leme” (LACAZ,1994).

Muito pouco se sabe a respeito do habitat do fuAgbados dé°. brasiliensis
foram relatados em solos de areas endémicas (B@dibdmbia e Venezuela), mais
recentemente em tatus, mas nenhum desses estt@asmmmento, péde estabelecer
definitivamente seu nicho ecoldgico (FRANCO et2000; BAGAGLI et al., 2006).

A maioria dos pesquisadores considera a via iné@atdmo principal meio de
infeccdo, em que propégulos da fase micelianaotamididos e aleuroconididos) séo
inalados, invadindo vias aéreas terminais (alvéotsbronquiolos terminais)
transformando-se em formas leveduriformes (RESTREPEB5). A doenca afeta,

principalmente, agricultores do sexo masculino edadeé produtiva. Como



consequéncia, pode-se estabelecer a condicdo deopeidioidomicose-infeccdo, em
que o0 individuo permanece assintomatico ou, alieammente, a
paracoccidiodomicose-doenca. O desenvolvimento aengh pode se dar de duas
formas: aguda ou subaguda e cronica. A forma agoai@promete, preferencialmente, o
sistema monocitico-fagocitario, levando a linfadaagalia e hepatoesplenomegalia,
engquanto que a crbnica, acomete preferencialment®sas de via respiratoria baixa
até cavidade oral, sendo considerada resultanteatiszacao do fungo a partir de focos
gue permaneceram, provavelmente, quiescentes durans (FRANCO, 1986). Sabe-
se ainda que a paracoccidiodomicose-doenca podeardsiequielas nos 0Orgaos
comprometidos, mesmo apoOs tratamento, como: margiusantestinal, estenose de
laringe, Doenca de Addison, fibrose pulmonar, etc.

A capacidade d®. brasiliensisde provocar doenca humana, e causar micose
com grande variedade de manifestacfes clinicadedesmas localizadas até doenca
disseminada evoluindo para Obito, depende provardkn da relacdo entre a
patogenicidade do fungo, e a habilidade deste &aramir com as estruturas superficiais
do hospedeiro, e invasao celular e a resposta iidgica. O conhecimento dos eventos
que ocorrem no processo de interacdo do fungo corelalas do hospedeiro e, ou,
matriz extracelular € essencial para se desenvateeiuturo, terapias que possibilitem
a inibicdo do patdbgeno em sua capacidade de calomizstabelecer a infec¢do; para
isto, o bloqueio da interagéo € o local ideal. @ ds peptideos sintéticos ou anticorpos
dirigidos contra as moléculas de adesdo ou as mfeeferem com 0S mecanismos
usados para internalizar parasitas intracelularepossibilidade que surge dos
conhecimentos advindos dos estudos de interagélacdPor outro lado, a participacao
do sistema imunolégico na PCM é evidenciada petenso envolvimento do sistema

monocitico-fagocitario, em casos graves, e pelagmga de altos titulos de anticorpos



especificos; o que mas que parecem nao apreseotecdo contra o fungo (FRANCO
et al., 1989). Sabe-se, no entanto, da importateianunidade celular em promover
resisténcia a infeccdo por este fungo e por issi@ & tornou o principal alvo das
investigacdes imunoldgicas.

Variacdes nos diferentes isoladosRierasiliensissao evidenciadas em relagcéao
a componentes da parede celular (SAN-BLAS & SAN-BL.A977), em determinacdes
de curvas de crescimento (KASHINO et al., 1985@atgenicidade e antigenicidade
(KASHINO et al., 1985; BIAGIONI et al., 1986; SINGEVERMES et al.,, 1989;
SINGER-VERMES et al.,, 1994). Em 1989, Singer-Vernssal., estudando sete
diferentes isolados d®@.brasiliensis Pb265, IVICPb267, Pb192, IVICPb9, PbSN,
Pb2052 e Pb18, quanto aos aspectos de patogemicelaiunogenicidade, verificaram
que, estes poderiam se comportar como de vir@dé&ita, média e baixa. Os isolados
de viruléncia baixa apresentavam também capacicei®r de induzir a producao de
anticorpos especificos e que os marcadores deenaial poderiam estar associados a
fatores relacionados a antigenicidade. O isoldaltBRBe mostrou mais virulento que o
isolado Pb265, em relacdo a suaspPem camundongos da linhagem B10A. Com
excecdo do isolado Pb265, todos os outros induzurara peritonite granulomatosa
epiteliéide que variou em intensidade. O isolad&8thsseminou-se em 0rgaos, como
figado, bacgo, pulmdes, nddulos linfaticos e coragimuanto que o isolado Pb265
atingiu fracamente os nodulos linfaticos.

Os isolados de°. brasiliensisvariam quanto a viruléncia, fato este que pode
auxiliar na explicacdo quanto a existéncia de eifexs manifestacdes clinicas da
doenca (FRANCO et al., 1989). Os resultados exmeiais demonstraram variagdes
entre os isolados deste fungo quanto a viruléngiaeeesta é também influenciada pela

estocagem e passag@mvitro dos isolados (ZACHARIAS et al., 1986; BRUMMER et



al., 1990; KASHINO et al., 1990; PERACOLI et al99P; ANDREOTTI, 2002).
Varios grupos estudam a obtencao e purificacaomie wasta gama de antigenosRde
brasiliensis(MENDES-GIANNINI et al., 1990; CAMARGO et al., 129PUCCIA et
al., 1991; BLOTTA & CAMARGO, 1993). Um dos antigenmais estudados, a gp43,
foi inicialmente identificada como fracéo E por Xaoal et al. (1977) e, posteriormente,
caracterizada por Puccia et al. (1986). A gp43aétigeno mais utilizado para o estudo
da resposta imune humoral na PCM, por ser considerantigeno imunodominante de
P. brasiliensis como demonstrado nos primeiros estudos sorolggiealizados pelo
grupo da Micologia da FCF-UNESP Araraquara (MENDEHSNNINI et al. 1990) e
por Camargo et al. (1991). Esta fracdo foi majodtaente reconhecida por
praticamente 100% dos soros de pacientes com PCENDES-GIANNINI et al.
1990; CAMARGO et al., 1991). Por outro lado, temiosdemonstrado que diferentes
isolados deste fungo podem produzir diferentegpestde gp43, variando de pl (ponto
isoelétrico) 5,8 a 8,5 (SOUZA et al., 1997) e gete® sdo diferentemente expressos
entre os isolados.

Com intuito de estudar os passos envolvidos ncatmimicial deP. brasiliensis
com a superficie celular até os eventos que culmie@ sua entrada na célula, o grupo
da Micologia da FCF-UNESP de Araraquara utilizomadelo de culturas celulard3.
brasiliensis pode desenvolver varios fendtipos (crescimentwasao e metastase)
dependendo do isolado fungico, hospedeiro e otdtoses (LENZI et al., 2000).

A capacidade de aderéncia as moléculas especifiaasuperficie celular,
confere ao patdégeno a habilidade para seleciomarqual componente do hospedeiro
vai interagir e, a partir dai, colonizar os teciddsnteracdo de adesinas (constituintes

do microrganismo) com receptores celulares, qu@oesbrmalmente envolvidos no



contato célula-célula ou célula-matriz (especialim@nmtegrinas), podem ser usados pelo
patdgeno para invadir e se manter como parasrtcaitlar.

No estudo da viruléncia dB. brasiliensis Mendes-Giannini et al., (1994)
utilizando culturas de células epiteliais da likragVero (rim de macaco verde da
Africa), demonstraram que este agente apresentanisems de adesdo e de invasio.
Em estudo posterior, foi demonstrado que difereistdados do fungo apresentam grau
de adesao diferente a essas células. Correlag@oagigréncia e viruléncia para animais
foi mostrada, sendo que o isolado mais patogébal@) fosse também mais aderente
em comparagcdo com 0 menos virulento (Pb 265). RortaHanna et al., 2000
confirmaram estes dados e estabeleceram a q@wetatre aderéncia e viruléncia.

Perda da capacidade de aderéncia de isolados attaraderentes indicou-se
tratar da influéncia dos (GIANNINI et al.ndo publio), fato observado também por
outros autores em modelos animais pela passagessssie (KASHINO et al., 1985;
BRUMER et al., 1990). A capacidade de adesdo e iddéncia para animais é
restaurada quando se obtém retro-cultivos aposuliag@o ou a partir de culturas de
células infectadas (MENDES-GIANNINI et al., 2006).

O agente da paracoccidioidomicose, como muitososutnicrorganismos,
sintetiza varias substancias que participam dioetandiretamente da relacdo fungo-
hospedeiro. A estrutura antigénicaRlebrasiliensisé bastante complexa; cerca de 60
componentes sollveis foram descritos incluindooglioteinas e proteinas, com e sem
atividade enzimatica (YAZARBAL, 1982). Estudos darrelagio entre alguns destes
componentes e a patogenicidade estdo entre ost@ssabordados de grande
importancia na paracoccidiodomicose. A glicopraedie 43 kDa, ligante de laminina,
tem papel na adesao (VICENTINI et al., 1994); faste confirmado pela inibicdo de

85% do processo de adesdo, pelo soro anti-gp43NKAA et al, 2000).



Provavelmente, outros componentes do fungo tenhapel mo processo de adesao
(MENDES-GIANNINI et al., 2000). Recentemente, undesina de 30 kDa dPf.
brasiliensisfoi isolada e demonstrou capacidade de ligacamanina, mas nao a outros
componentes da matriz extracelular (MEC). Estagbnatfoi mais expressa num isolado
de P. brasiliensisque apresentava alta capacidade de adesédo. Odempas adesinas
foi investigado e a adesdo d® brasiliensisfoi intensamente inibida pelo preé-
tratamento das células epiteliais com as moléada’0 e de 43 kDa (ANDREOTTI et
al., 2005). Além dissoP. brasiliensisapresenta, em sua superficie celular, duas
proteinas com massas moleculares de 19 e 32 kDantgragem com diferentes
proteinas da MEC, tais como laminina, fibronecteni@rinogénio (GONZALEZ et al.,
2005). A enzima gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenéGAPDH), recombinante, que é
um componente dB. brasiliensis,foi capaz de se ligar a laminina, colageno tipo |
fibronectina. O tratamento de formas leveduriforntkesP. brasiliensiscom anti-
GAPDH e de pneumacitos com GAPDH recombinante prx@ua@ inibicdo da infeccao
do fungo as células epiteliais (BARBOSA et al., @0CColtri et al., 2006 estudaram
uma proteina de 70 kDa , que foi designada comeoatpacin”, ligante de n- acetil
glucosamina (GIcNAc) que se liga a laminina e m@uproducdo de TN&-por
macrofagos, com aumento de NO (6xido nitrico), istipdo as células do sistema
imunoldgico e, consequentemente, favorecendo daséa e invasdo das células do
hospedeiro, sugerindo ser um fator importanteatagénese da PCM.

A maioria das moléculas com funcdes de ligantespsateinas-glicomananas,
presentes na parte externa da parede celular. [isdasn ter homologia com receptores
tipo integrina, iC3b, e receptores para fibromegtiaminina e fibrinogénio ou entéo
tipo lectina reconhecendo residuos de fucose atetilglucosamina e em alguns casos

interacbes ainda ndo definidas como a secrecacsptih proteinase e do fator 6



(CALDERONE & FONZI, 2001). Mudancas nas condic@$0o meio de cultivo
influenciam nas caracteristicas de superficie aelude P. brasiliensis e
consequentemente na adesao a tecidos (BOUCHARIA &080; VESPA et al., 1995).
Assim, polissacarideos, proteinas e lipideos dedeacelular tém sido implicados como
tendo alguma funcdo adesiva, principalmente, €andida albicans(MENDES-
GIANNINI et al., 2005).

Ha fortes evidéncias de que a ligacdo entre a fodmalevedura deP.
brasiliensise células epiteliais € mediada por adesinas dadaraxterna da parede
celular, denominada de fibrilar-flocular (HOWLET &QUIER, 1980). Outras
experiéncias tém sugerido que o grau de desenvehtondesta camada depende de
nutrientes como galactose ou sacarose (POULAIN.,e1@/8). Células d€. albicans
cultivadas em meio suplementado com altas cong@sadestes dois acgucares tiveram
um incremento na adesédo as células epiteliais. @@uestas leveduras foram inoculadas
em animais houve um aumento na viruléncia de 5e2ds, comparados aos isolados
inoculados sem o0 acréscimo destes acucares (SAMARANKE & MCFARLANE,
1981). As leveduras cultivadas em meio suplementama galactose ou sacarose
passaram a apresentar um material polimérico ettiac, composto principalmente
por manose, além de glucosamina e proteinas, gaegloporcionaram um aumento do
namero de sitios adesivos e um aumento do numerdet®minantes antigénicos
(CALDERONE & BRAUN, 1991).

A parede celular de ambas as formas Herasiliensis € composta
principalmente de polissacarideos (quitinas e les)ps proteinas e lipidios
(KANETSUNA, 1972). A forma de levedura apresentadses constituidas de longas
cadeias de alfa-1,3 glucana mais externamente tma@ beta glucana na sua parte

mais interna. A forma miceliar apresenta paredelaelconstituida de uma Unica



camada, em que a quitina e beta glucana estadagatias. (SAN-BLAS & SAN-
BLAS, 2000). Em ambas as formas, uma galactomaeat#a presente, a qual reage
cruzadamente com estruturas similares de outrogofudimorficos (AZUMA et al.,
1974).

A parede celular d®.brasiliensistem sido separada em trés fracdes: a) uma
fracdo alcali insolavel, b) outra fracdo acido ilasel e, c) fracédo alcali e acido soluvel
(KANETSUNA et al , 1969; KANETSUNA el al., 1972).

A quitina é comum nas duas formas em @uebrasiliensisse apresenta. A
parede celular da forma leveduriforme contém gécoemo uma cadeia de acucar
neutro na fracdo 1 e 2, como alcali soltuvel alfa dlucana (95%) e uma pequena
quantidade (5%) de um alcali insoltvel beta-1,3ghac (KANETSUNA et al., 1969;
KANETSUNA et al., 1970). Pequenas quantidades (pouais de 2%) de galactose e
manose foram encontradas na fracdo 3. A glicose pgingipal hexose na forma

miceliana, ocorrendo quase exclusivamente comolh@tglucana.

1.2. Estudos da interacdo d@.brasiliensiscom células epiteliaisn vitro

A aderéncia aos tecidos do hospedeiro € considenadaetapa crucial para o
estabelecimento da doenca e parece ser mediadargmdahecimento de alguns
componentes da matriz extracelular. Varias prosettea matriz podem ser receptores
potenciais para 0s microrganismos. A laminina fprieneira destes componentes a ser
implicada na patogénese da paracoccidioidomicoBeENTINI et al., 1994).

Nosso grupo vem trabalhando nesta abordagem esardroponentes da matriz
como colageno tipo | e IV, fibronectina e entactestdo envolvidos na adesdo aos
tecidos do hospedeiro. Pela primeira vez, foi destrado padréo de reconhecimento

diferencial ao se compararem estes componentesatt& raxtracelular (MEC) frente



aos componentes antigénicos das cepas Pb18 e PBWRBSENZI, 2000; MENDES-
GIANNINI et al., 2000). Os ensaios usando Pbl8 destraram a saturabilidade das
ligacdes, conferindo caracteristicas de receptressitios de ligacdo para as diferentes
proteinas da matriz extracelular analisadas. Tanmd®nerificou que ha sequéncias da
gp43 que mais contribuem para a ligacdo as célva® (VINCENZI, 2000;
MENDES-GIANNINI et al., 2006). Por outro lado, ogeptideos RGDS (arginina-
glicina-acido aspartico-serina) e RGD (argininaigk-acido aspartico), que séao parte
da molécula de fibronectina, e as sequéncias CDBGRINH: e YIGSR, partes da
molécula de laminina, reduziram a aderéncia da gs4&lulas Vero. Estes resultados
reforcam a contribuicdo do processo de adesdo fasermtes proteinas da matriz
extracelular na patogénese Eebrasiliensis Por outro lado, moléculas de adesao de
células eucarioticas sao utilizadas por variaslagle moléculas extracelulares na
defesa do hospedeiro contra infeccdo (KERR et H)99). Recentemente, 0
envolvimento de ICAM-1 foi demonstrado na migrag@tular e na organizacdo de
lesbes granulomatosas causadadpdrrasiliensigMOREIRA et al., 2006).

Estas proteinas sdo frequientemente utilizadas porgtande ndamero de
microrganismos para facilitar a aderéncia e/ou Sdga Assim, a interacdo com
receptores celulares, que estdo normalmente edwslviio contato ceélula-célula ou
célula-matriz (integrinas) sdo usados pelos patimjgrara invadir e coexistir como
parasita intracelular. Desta forma, os microrgansrmpatogénicos podem ligar-se as
moléculas de adesdo do hospedeiro visando suadantpgomovendo sua prépria
sobrevivéncia e disseminagao.

Na disseminacao déandida albicansestdo envolvidos componentes da matriz
extracelular como laminina, fibronectina e colagé¢ipo IV e as adesinas até agora

identificadas incluem receptores para os fragmemloscomplemento i§ e Gqg
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(CALDERONE et al., 1988; ALAEI et al., 1993), lanma (BOUCHARA et al., 1990;
LOPEZ-RIBOT et al., 1994), fibrinogénio (BOUALI al., 1987; CASANOVA et al.,
1992), fibronectina (SKERL et al., 1983; KALO et,d988; KLOTZ & SMITH, 1991)

e diferentes componentes da matriz extracelulduimio colageno tipo IV (KLOTZ,
1990; KLOTZ et al, 1993) e mais recentemente ¢én&@ac(LOPEZ-RIBOT &
CHAFFIN, 1994). A maioria destas adesinas sao @hemo)proteinas presentes na
parte externa da parede celular e possuem prodesdaimilares as lectinas ou
integrinas, reconhecendo nas células hospedei@ssigleos com residuos fucosil ou
peptideos contendo a sequéncia RGD (CALDERONE,)1993

O parasitismo intraepitelial como mecanismo de cgde em
paracoccidioidomicose humana € um aspecto poudoraxlp. Os trabalhos de BRITO
et al., (1972 e 1973) apontaram para a preseng&ldi&as fungicas sem parede nas
porcdes intracelulares dos constituintes ectoderchaiembrides de galinha, bem como
a presenca de células tipicasRidrasiliensissobre células epiteliais e dentro delas. Os
autores sugeriram que o fungo se apresenta na fdenpeotoplasto para penetrar nas
células do hospedeiro e a parede fuangica regeeepdsteriormente, adquirindo sua
morfologia caracteristica.

O P. brasiliensindo € um parasita essencialmente intracelulatydorpode ser
observado no citoplasma de células epiteliaisivo (BRITO et al, 1973) ein vitro
(MENDES-GIANNINI et al., 2000). Esta interacdo potlmbém ser considerada
importante como mecanismo de escape do sistemeishiospedeiro, fato este que
tem sido explorado e que pode oferecer outra petrspeao estudo da patogénese deste
fungo (MENDES-GIANNINI et al. 1994; HANNA, 1996; MONTEIRO DA SILVA,
2000; HANNA et al, 2000). Um isolado d®. brasiliensissem qualquer tratamento

prévio foi capaz de aderir e invadir células ef@ielde linhagem continua (MENDES-
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GIANNINI et al., 1992). Inicialmente, pequenos lm®apareceram aderidos as células,
mudando aparentemente sua morfologia e, decorlilmnatempo, estruturas esféricas
foram observadas no citoplasma, com aparente ndigrpara o nucleo (MENDES-
GIANNINI et al., 1994). Estudos posteriores mostnarque a adeséo &e brasiliensis

as células foi feita aparentemente por um pequébald, semelhante a um tubo
germinativo (HANNA, 1995; UEMURA, 1996) e ao redta area de adesao do fungo a
célula epitelial puderam observar alteracdes nasbranas celulares, com presenca de
cavitacdes circunscritas ao redor do elemento é@ngitambém vacuolos (MONTEIRO
DA SILVA, 2000; HANNA et al.,, 2000); provavelmentesultantes dos produtos
extracelulares do fungo ou através de um procesgocitario da célula hospedeira.
Formas variadas d@. brasiliensisforam observadas, interagindo com as células
epiteliais e formas caracteristicas do fungo eonad de protoplasto foram observadas
no interior da célula apds 24 horas de incubac&btasEobservacdes apontam que
provavelmente o fungo invada estas células na faten@rotoplasto e no citoplasma
celular ocorreria a regeneracao da parede celDkfungos, que invadiram as células
Vero, foram observados numa forma circunscrita rdede um vacuolo, sugerindo
processo de fagocitose (MONTEIRO DA SILVA, 2000; NKA et al., 2000).0 P.
brasiliensisndo € um parasita essencialmente intracelulatudorpode ser observado
no citoplasma de células epiteliamsvivo (BRITO et al, 1973) ein vitro (MENDES-
GIANNINI et al., 2000). Esta interacdo pode tambsen considerada importante como
mecanismo de escape do sistema imune do hospeasireste que tem sido explorado
e gue pode oferecer outra perspectiva ao estugatdgénese deste fungo (MENDES-
GIANNINI et al., 1994; HANNA, 1996; MONTEIRO DA SILVA, 2000; HANNAte

al., 2000).
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A habilidade ddP. brasiliensissobreviver intracelularmente pode explicar varios
aspectos da relacdo parasita-hospedeiro. A invdsd®. brasiliensisas diferentes
linhagens de células epiteliais pode ocorrer pi@agio de um processo fagocitario da
propria célula hospedeira, a semelhanca do ocooito a invasdo de células pelas
enterobactérias (KADURUGAMUWA et al.,, 1991). Esswasao ocorre porque as
células epiteliais estudadas apresentam mecanisendfagocitose forcada e os
metabolitos do fungo podem estimular o rearranjo ditmesqueleto da célula

hospedeira, que passa a se comportar como céaeitiria.

1.3. Citoesqueleto celular

O citoesqueleto é ligado a superficie da célula pembros da familia das
integrinas, por exemplo, receptores para fibronacttolageno, laminina, vitronectina,
molécula do complementosf; e entactina. Ha evidéncias que integrinas estialdis
ao sistema de microfilamentos da actina atravégadas moléculas incluindo: talina,
vinculina e a-actinina. Estas ligagcbes formam estruturas semibhaa ancoras,
permitindo a célula eucarittica aderir as outrdslag ou a matriz extracelular. Assim,
parasitas intracelulares sdo capazes de utilizas ssstemas e usar tais receptores para
entrar na célula hospedeira (ALAEI et al., 1993).

Todas as espécies eucaribticas possuem filameatastoha. Esta proteina € a
mais abundante do citoesqueleto, constituindojifetgmente, 5% ou mais do total das
proteinas celulares. A invasao de microrganismoséuias epiteliais evidencia-se pela
alteracdo da membrana da célula hospedeira quddfoamada parecendo enrugada ou
encrespada. A internalizacdo e o efeito de enrugensfio acompanhados por extenso
rearranjo de actina. Durante este processo ha umerda dos niveis de calcio

intracelular, um sinal que ativa as enzimas padaspolimerizacdo da actina. Apés a
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entrada da bactéria, a polimerizacéo do filameataalina retorna ao normal (FINLAY
etal., 1992; SALYERS & WHITT, 1994).

Outros constituintes do citoesqueleto, além dosafii@mentos de actina, tém
sido estudados como os filamentos de citoqueragimeglvidos na adeséo de bactérias
as células epiteliais. Os trabalhos tém sugerigoagaderéncia a citoqueratina pode ser
importante na manutencdo dos sitios de colonizagAoepitélios queratinizados e
mesmo causar injarias celulares em outros siticSMRA & NITTAYAJARN,
2000). Por outro lado, foi sugerido que o envolvriitoeda citoqueratina facilitaria a
translocacdo de algumas bactérias através dasirbarepiteliais, evadindo-se das
defesas do hospedeiro (SAJJAN et al., 2000).

Algumas evidéncias tém sugerido que para a ocoa&e internalizacao de
patdgenos em fagocitos nao profissionais, sao re@se proteinas ligantes de
fibronectina (FNBPs). Assim, trabalhando-se comamigis incapazes de expressar as
FnBPs, foi verificada reducao significativa de sn&rada em células epiteliarsvitro
(ISBERG & TRAN VAN NHIEU, 1994). Porém, outros tebos demonstraram
também que pode haver uma compensacdo por outigsulas de superficie, pela
auséncia de FnBPs, permitindo ao microrganisma-igaas células. A fibronectina
atuaria como molécula bifuncional, que formaria Upante" entre a FnBP e o receptor
celular (provavelmente as integrinas) que se lifjaranectina ou outros componentes
da matriz extracelular e interagem com o citoesjaale actina.

Os mecanismos moleculares de internalizacdo deofueg células epiteliais
estdo sendo explorados. Este aspecto esta bemvdes#tm em bactérias como
SalmonellaShigellae Yersiniasem que ja se estudaram e caracterizaram as iagasin
0 mecanismo de invasdo que envolve alteracbestalesqueleto. As células epiteliais

podem ligar-se a invasina e esta interacdo enveéireas integrinas (ISBERG &
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LEONG, 1990; ISBERG, 1991). Como anteriormente nmerazlo, integrinas estéo
ligadas ao citoesqueleto e, por sua vez, os inibgddo filamento de actina bloqueiam a
entrada da maioria das bactérias patogénicas amasé@ido fagociticas (FINLAY &
FALKOW, 1989; TRAN VAN NHIEU & SANSONETTI, 1999).

As bactérias Salmonella ou Shigella ao entrarem nas ceélulas epiteliais,
promovem grande condensacao de actina ao seu(RANSONETTI, 1991; FINLAY
et al, 1992), a semelhanca do que ocorre na fagocitodetarhbém uma grande
condensacado da-actinina, tropomiosina, talina e integrinas, emeado a bactéria
(WATARI et al,1996).

Assim, é provavel que os organismos invasores rigse diretamente ou via
matriz extracelular as integrinas, ou suas asseamathna superficie do hospedeiro.
Apoés esta ligacao, é disparado um sinal na céhsaddeira para que os filamentos da
actina liguem-se ao receptor da membrana, possvednvia talina e outras proteinas e
assim possibilitem a entrada do parasito na célihaa vez dentro da célula, alguns
microrganismos Ssao capazes de causar significaateanjo no citoesqueleto (WELLS
et al, 1998; MENDES-GIANNINI et al., 2004).

Estudos realizados com cultura de células endisteliacubadas conC.
albicans demonstraram a presen¢a de leveduras intracitoptasms incluidas em
vacuolos e injaria celular concomitantemente a &g&o de hifas. Este microrganismo
pode induzir fagocitose em células endoteliais végada polimerizacdo dos
microfilamentos e microtibulos do citoesqueletaLllBHR et al., 1995, ZINK et al.,
1996). Foi sugerido que substancias citotoxicasetatas pelas hifas causariam tais
danos. A migracdo d€. albicanspelo endotélio é considerada etapa crucial para a

invasdo do parénquima e estabelecimento da infesig@mnica (ZINK et al., 1996).
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P. brasiliensisé capaz de invadir e induzir rearranjo do citoekgja em células
epiteliais (Vero) e na linhagem sA de pneumdcitos tipo |I. Componentes do
citoesqueleto, tais como actina, tubulina e citogirea, estdo envolvidas no processo
de invasdo d®. brasiliensis Os resultados também mostraram que a interac® de
brasiliensiscom estas células afetou a citoqueratina celafgntando para a presenca
de queratinases. Citocalasina D e colchicina redozisubstancialmente a invaséo,
indicando a participacao de microfilamentos e ntidvalos neste mecanismo. Gp43 foi
também reconhecida por soro anti-actina e antgo#oatina, mas nao por anti-tubulina,
sugerindo que esta molécula pode ser um ligante gdguns componentes e pode ser
provavel candidata a invasina (MENDES-GIANNINI &t 2004). Os componentes do
citoesqueleto sdo partes importantes do sisternéacelara transporte citoplasmatico de
vesiculas e outras organel®s.brasiliensigpode tirar vantagem deste sistema aderindo
a estes componentes e subvertendo-os. Askilrasiliensispode induzir a fagocitose
em ceélulas epiteliais através da polimerizacdo derofilamentos e microtubulos
(HANNA, et al., 2000; MENDES-GIANNINI et al., 2000MENDES-GIANNINI et al.,
2004).

Células nédo fagociticas como as epiteliais e filagibs ndo codificam
receptores CR e, normalmente, ndo fagocitam. No entanto, mupasdogenos
intracelulares sdo capazes de entrar nestas Gétilsesz, por mecanismos envolvendo
integrinas e o citoesqueleto. Assim, a internafivage conidios de fungos oportunistas
comoAspergillus fumigatuem cultura de células endoteliais estaria tamlssocada
com o mecanismo de escape de fagécitos assim can@ possibilidade para a
disseminagdo (PARIS et al., 1997). A participagd® células epiteliais na
paracoccidioidomicose pode, por outro lado, serpemo de transicdo do fungo para

sua colonizagéo e invasao tecidual. Os efeitos Ryubrasiliensispode induzir nas
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varias vias de sinalizacdo entre as células e onganatravés do citoesqueleto séo
atualmente desconhecidas.

As integrinas s@o o0s principais receptores utibzagelas células animais para
ligacdo a MEC. Essas proteinas sdo heterodimeroatuam como ligantes
transmembrana que medeiam as interacdes bidirésienae a matriz e o citoesqueleto

de actina (HYNES, 1987).

1.4. Sinalizac&o celular

Coxon et al., (1998) investigaram a hipotese de ajuevasao dd.egionella
pneumophilaa mondécitos ativa sinais de fosforilacdo necessapara induzir o
rearranjo do citoesqueleto requerido no procesanttada da bactéria e a possibilidade
gue esses sinais sejam diferentes entre isoladodeanos e virulentos durante o evento
de invasdo. Quando células infectadas com a bactiénam observadas por
imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-fosfmgina 4G10, houve um aumento da
fluorescéncia, mostrando a presenca dessa praleiaate a infeccao.

No processo de invasédo celulardgpanossoma cruza funcdo dos receptores
de superficie celular é disparar a cascata dezagab que mobiliza varios mensageiros
secundarios. A mobilizacdo do ion calcio promovediala hospedeira o rearranjo dos
microfilamentos, o recrutamento de lisossomos pasitio de entrada dE. cruzie a
internalizacdo do parasito. O resultado da infodnada superficie celular para os
componentes intracelulares leva a um aumento daeotnacdo de célcio livre no
citosol da célula. Esta resposta de calcio quajéerada na invasao do parasito, ndo é
provocada em formas nao infectanteg deruzi(YOSHIDA et al., 2000).

Favoreto et al., (1998) examinaram a necessidad®dfarilacdo da proteina

tirosina deTrypanossoma crupara sua entrada em células de mamifero, e olbasrva
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que o tratamento do parasito com genisteina, upidiori da atividade tirosina quinase,
inibiu significantivamente a invaséo as célulasa-el

Como uma das consequéncias da internalizacdo deygmats em células
epiteliais, a modulacédo do fenébmeno de apoptosesigo investigada (JACOBSON &
RALF, 1997; VAUX & KORSMEYER, 1999; MENDES-GIANNINet al., 2004). Este
fendbmeno é essencial na regulacdo da populacaéldas; homeostase e também em
certas condi¢des patoldégicas, como cancer.

A inducao de apoptose por patégenos foi bem caizatie para certas infeccdes
virais (THOMPSOM, 1995), bacterianas (McORIST et #096; MONACK et al.
1997; GUEIRARD et a). 1998) e por protozoarios (KHAN et ,all996). Como
consequéncia, os patdégenos podem alcancar o mearelular, evadir-se da resposta
imune ou estimular a resposta inflamatéria (MONAEKal, 1996; MULLER et al.
1996; ZYCHLINSKY et al, 1996).

Staphylococcus aureusidém da persisténcia em hospedeiros saudaveie po
induzir infeccdes cronicas e resistentes a terapravencional (MOULDING et al.
1999). Embora também nédo seja um patdégeno inttacelfoi extensivamente
documentada a entrada em células epiteliais, draistee osteoblastos. Estes
mecanismos foram sugeridos como uma possibilidadendnutencdo de um nicho
intracelular, podendo promover a colonizacdo emgdorprazo no hospedeiro,
determinando assim, o carater da infec¢do crébigeante seu ciclo de invaséo celular,
esta bactéria induz sua interiorizacdo, atravégedoranjo dos microfilamentos de
actina; internalizada, ela escapa da vesicula sodwd; multiplica-se no citoplasma
celular e alcanca o meio extracelular, induzindopépse na célula hospedeira, através

de toxinas (MENZIES & KOURTEVA, 1998).
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A técnica de TUNEL (técnica capaz de detectar DIg#paotico) foi empregada
e verificou-se a inducdo de apoptose em ceélulaseliggg por P. brasiliensis
(MENDES-GIANNINI et al.,2004). As mudancas morfoléas nucleares e o hamero
de células apoptéticas foram dependentes do tempxmbsicdo &. brasiliensis Os
mecanismos de inducdo de apoptose em ceélulas géoitiaas, que internalizaraf
brasiliensis devem ser exploradas para se correlacionar cowayeis achadas vivo.

O papel de células apoptéticas na infeccdo PBorbrasiliensis € desconhecido,
entretanto, ativacdo nas células ou fagocitos paderecer o patdégeno, favorecendo
consequentemente sua disseminacao.

Fungos e outros organismos vivos sao capazes debgermudancas no meio e
ajustar suas atividades intracelulares. O cres¢oneliferentes respostas dos fungos a
estimulos exogenos estdo relacionados com evengossirmhlizacdo celular. O
crescimento de fungos filamentosos e os processodivisdo celular das leveduras
patogénicasC. albicans e C. neoformansao regulados por uma cascata de sinais de
transducdo (LENGELER et al., 2000). A despeito diéerencas evolucionarias entre
células de mamiferos e fungos, ambos compartilhadrops semelhantes de
sinalizacao intracelular (LENGELER et al., 2000)s @ecanismos de sinalizacéo
propostos para uma variedade de células demonstrpatticipacdo de receptores de
superficie, de proteinas associadas & membrantslaas para a resposta destas
células frente a estimulos do meio extracelular.

A ativacdo de proteinas ou fosfolipidios de mendrgeara a resposta de um
segundo mensageiro que pode interagir com protajnasses de sinalizagdo ou
modular a liberacéo de célcio para outros eventosdelulares.

A flutuacéo da concentracdo de calcio intracitapktsco é resultante dos sinais

emitidos do fosfolipidio denominado fosfatidilintmi(PI). Sinais de membrana por PI
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geram o0s segundos mensageiros diacilglicerol (DAQ@)4,5-trifosfato inositol (IP3).
Assim, IP3 mobiliza calcio do reticulo endoplase@itomo resposta ao estimulo dos
fosfolipidios de membrana. O influxo citoplasmato® céalcio pode ser regulado por
eventos extracelulares (LODISH & KONG, 1990).

Ha uma notavel homologia bioquimica e genética eveduras, nematoides e
células de mamiferos, quanto a cascata de sinatizaelular composta de varias
proteinas com acdo sequencial. Estas proteinagles@mminadas de MAP quinase
(MAPK) e séo ativadas por um complexo de proteir@sassociadas existente na
membrana celular (LODISH & KONG, 1990). Assim, eienextracelulares podem
modular resposta intracelular por sinal propagadpadir da membrana a alvos
intracitoplasmaticos especificos. Na dependéncidiplo de estimulo, respostas de
sinalizacao diferentes sdo desencadeadas. Estimelgsoliferacdo ou diferenciacédo
celular ativam receptores de fatores de crescimaque por sua vez modulam uma
resposta sequencial autoregulada de proteafadMEK, ERK e resposta nuclear. Por
sua vez, processos inflamatorios, de stress e/odenuelular tem resposta sinal
diferenciada, ativada por receptores de citocirmsnembrana celular e propagadas
consecutivamente pela sinalizacdo de MEKKs, MKKIN&/p38 (COOPER, 2000). A
resposta das células frente ao “stress” vai estimeNentos nucleares para sintese de
mediadores de inflamacdo ou direciona-la para méwém da ativacdo nuclear, a
sinalizacdo pode ativar alvos do cistoesqueletolaremodulando a interagdo célula-
célula ou célula & matriz. O modelo atualmente @stppara a interagdo entre matriz e
propagacao de sinal intracelular é a ligacdo entegyrinas associadas a membrana e
um receptor ndo tirosina quinase, denominado Ffia{ adhesion kinageO sinal
emitido pela interacdo integrina/FAK modula novasas intracelulares sequenciais

associados ao complexo protéico Grb2/Sos, proRase MAPKs (COOPER, 2000).
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Ainda, frente ao estimulo de fatores de crescimen®nal intracelular ativa proteinas
de citoesqueleto, como Rho, Rac e Cdc42 e resaltaatificacdo conformacional da
célula. Rho, Rac e Cdc42 sdo da familia de pequaodsinas ligadas a GTP que atua
na regulacdo do citoesqueleto de actina, contlolaruma variedade de processos
celulares como motilidade, adeséo e citocinese ([BEK) 2000).

Estudos em diferentes fungos, incluindo AscomicetoBasidiomicetos, tém
convergido para definir dois sinais de transducém lxonservados que regulam o
desenvolvimento e viruléncia. Um diz respeito &cats da MAP quinase que medeia
resposta a feromonas e a segunda sensivel a tegr({@PCR), cascata G-CAMP-PKA.
As funcdes dessas vias coordenadamente regulamanoentos, filamentacdo e
viruléncia.

As diferencas das vias entre os diferentes orgaisissfio poucas, € 0S
mecanismos de sinalizacdo sdo bem conservados. €mmlo, temos a proteinalG
(nutriente sensivel) que regula a producdo de cAlMi@nte o crescimento pseudohifal
de Schizosaccharomyces pomlseuzamento e viruléncia déryptococcus neoformans
e do patégeno de plantlstilago maydis (ARELLANO, et al., 1999; LENGELER, et
al, 2000; MAHLERT et al, 2006).

Lengeler et al., 2000 observaram que as redesatégals sao flexiveis e podem
ser adaptadas por organismos bem divergentes @sstas ambientais. MAP quinases
tem sido identificadas em fungos patogénicos e isg§mrtantes na formacao do
apressorio, crescimento hifal invasivo e na pategénfungica, assim como nos
processos de crescimento e diferenciacao.

Pouco é conhecido das vias de sinalizagcdo que otamir as mudancas
morfologicas emP. brasiliensis assim como o0s sinais celulares quando da interaca

com células do hospedeiro.
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Assim emP. brasiliensisainda sdo totalmente desconhecidas as provaveis via
capazes de ativar sinais citosélicos associadosdoudurante o processo de invasao
ligada aos receptores tirosina quinase ou outrosaoda de transducdo de sinal
envolvendo fosfolipidios de membrana ou sinalizagglalar envolvendo citoesqueleto
com os receptordas/Raf

Os mecanismos e fatores de viruléncia dos micrisgens Sdo objetos de
estudo de muitos pesquisadores e no caso de iefecsiBtémicas fungicas, o
conhecimento da interacdo fungo-célula hospedgicalera servir para a melhor
compreensao dos mecanismos de patogenicidaderangnte no desenvolvimento de
novas estratégias para circunscrever esta inféaggaa.

E possivel que fungos patogénicos induzam moduldeadiferentes vias na
célula do hospedeiro para escapar de suas defadigsemninar. Para um numero de
patogenos, a habilidade de se ligar as glicoprasente matriz extracelular (MEC),
facilitando a internalizacdo e a inducdo de ap@ptésconsiderada como fatores
importantes na viruléncia. Além disso, reacdo dfipacdos fungos com as células
alvos do hospedeiro deve ser mediada pela intexgBohidratos ligados as proteinas,
que combinem com acucares da superficie da cétlbodpedeiro. Estas interacfes
necessitam de modelos de estudo para investiger mpaééculas estdo envolvidas entre
adesinas presentes nos fungos e receptores na afbulhospedeiro (MENDES-
GIANNINI et al., 2000). Assim, neste trabalho esgando o modelo de culturas
celulares foram investigados os provaveis compesemnvolvidos na adesao de
P.brasiliensis as células, procurando encontrar diferencas ngsieesso entre 0s
isolados Pb18 e Pb265, classicamente mais e méundentos, respectivamente. Assim
como, o papel dos isotipos da glicoproteina deag®3aventos durante adesao e invasao

deP.brasiliensisas culturas celulares.
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1.4.1. Proteinas envolvidas em vias de sinalizagéelular

1.4.1.1. Proteina Raf Serina/treonina quinase

Raf sdo importantes nos sinais de transducédo. Rafrh membro desta familia,
e € uma proteina citoplasmatica de massa moledalar2-76 kDa com atividade
intrinseca de serinal/treonina quinase, € expressanaitos tipos de células e € o
homologo celular da Raf relacionada com a on®géal. v-Raf . Outros membros
desta familia incluem A-Raf e Raf-B. Raf-1 fosfarie conseqlentemente ativa
MEK(MAP quinase). Proteinas Ras ligam-se a Rabihente quando Ras esta na sua
forma ativa (ligada a GTP). Estes resultados azagéio em Raf medeiam a ativacédo de
MEK. Recentemente duas proteinas relacionadas doRah descritas: Ksr-1 e Takl
(TGHB- quinase ativada), com funcdo regulatdria na tasda sinalizacdo de Ras
(TRAVERSE et al., 1993; MARAIS & MARSHAL, 1996 MARAIS et al., 1997;

MASON et al 1999).

1.4.1.2. Proteina Akt/PKB (Proteina quinase B)

As Akt sdo da familia “AGC” das proteinas quinasgse incluem proteinas
quinases A, G, e C, que sao ativadas em respostaitas sinais extracelulares e
participam de diversos processos celulares. Mendadamilia AGC s&o ativados pela
fosforilagdo do ponto T de seu dominio quinase ROK1 e por fosforilagcdo de um
residuo localizado no C-terminal do seu dominiogse na parte hidrofébica. AKT-1
também conhecida como proteina quinase B ou PKBAKT relacionada a quinase,
ambas séo rapidamente e especificamente ativadadiveosos ligantes como PDGF,
EGF e FGF basico. AKT3 é o terceiro membro da famiambém designada como

proteina B gama ou “thyoma viral proto oncogeneiyodvida em adipocitos e
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diferenciacdo muscular, sintese de glicogénio, eambon de glicose, apoptose e
proliferacéo celular,e ativacdo de insulina. Um henda quarta familia, € a SGK, que

tem um sitio catalitico similar ao da AKT1 (CHANadt, 1999; SONG et al., 2005).

Alberts, 4. ed
Figura llustrativa da via de sinalizacdo3?HKB( proteina AKT- proteina quinase

B)

1.4.1.3. Proteina Rho

As Rho GTPases, semelhantes a familia Src (as spsnda familia Src) séo
enzimas associadas a membrana que podem recorehdigarr-se a seus substratos
especificos e transferir um grupo fosfato no residwosina da proteina alvo,
retransmite informacfes durante o estabelecimentmanutencdo da morfologia,
polaridade, migracéo, e divisdo celular. Ambasias de sinalizacdo podem influenciar
de forma independente ou agir em paralelo. Ent@t&ho atua numa via muito
diferente da familia Src quinase. Rho GTPases siéculas que variam entre o estado
inativo GDP (guanosina difosfato) e o estado a@®d?(guanosina trifosfato). Existem

20 diferentes Rho GTPases, que podem ser dividddascinco classes, regulando
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muitos aspectos diferentes de dinamica do citoéstgueO ciclo entre a forma ativa e
inativa é regulado por GEFs (guanina nucleotidecatide fatores), GTPase ativando
proteinas (GAPs), e guanina nucleotideo dissociag@oinibidores. Ativacdo da

expressao dos membros Rho, Rac, e Cdc 42 da fdrhitiaGTPases induz rearranjo na
actina do citoesqueleto que resulta na formacadibdas de stress, lamelopddios e
filopodia, respectivamente. O local de inducdo oodutacdo destas mudancas
morfologicas durante a entrada do patdégeno nadaséllo hospedeiro pode trazer
vantagens para a invasao do patdégeno e também m@mpeeendente que muitos
patogenos tenham desenvolvido mecanismos paragnteom estas e outras vias de

sinalizacdo (MUNTER . et al., 2006).

Figura ilustrativa da Regulacdo das Rho GTPasedNMER, et al. 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

» Verificar se existe diferenca intra-espécie e osspweis fatores envolvidos na
adesdo celular as duas linhagens de células eptejuando se comparam 0S
isolados dé°.brasiliensisPb18a e Pb265.

» Verificar os eventos de sinalizacao ocorridos digramvasdo dé. brasiliensisas

células epiteliais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar comparativamente duas linhagens celular@stq a adesado de dois
isolados dé°.brasiliensigPb18a e Pb265).

« Avaliar a influéncia de diferentes tratamentos nfiéos, quimicos e de
componente da matriz (laminina) e seus peptidedétisios) no processo de
adeséao desses isolados a células epiteliais.

* Avaliar eventos de sinalizacado relacionados aoesgoeleto ocorridos
durante invasdo de. brasiliensisas células epiteliais.

» Avaliar eventos de sinalizacdo ocorridos duranteatamento da gp 43 as

células epiteliais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados estudados

Os isolados deParacoccidioides brasiliensis(Pb-18 fungo recentemente
recuperado de inoculagdo animal , com propriedadesivas aumentadas (Pb18a) e o
subcultivado (Pb18b), Pb-265, Pb-339), diferentasseu grau de patogenicidade para
camundongos, foram utilizados no presente trab&lktes foram gentilmente cedidas
pela Dra. Vera L. Calich do Instituto de Ciénciasrdédicas - USP. Os isolados foram
reisolados de animais e para isso suspensdes fmttas de 1@éls/mL da fase
leveduriforme, de cada isolado, foram inoculadasjntratesticular em hamster. Apos
7 dias, foi feita a retirada dos pulmdes, bacos#dglos. Os orgédos foram macerados,
semeados em agar Fava Netto e apds o crescimesntootfmias, os isolados foram

mantidas em agar Fava Netto a 3537

3.2. Obtencéo da gp 43

3.2.1. Filtrado de cultura

Os componentes exocelulares foram obtidos a pddirisolado 339 de
P.brasiliensisfase “L”. As leveduras, com 5 dias de crescimesno meio de Fava
Netto, foram inoculadas em 500ml| de caldo Sabourasgaragina e tiamina, e
incubado a 3% por 10 dias, em estufa agitadora. Apds este ¢@rims células foram
tratadas com Timerosal na concentracao final dg/,2 foram incubadas nas mesmas

condi¢des durante quatro dias. A partir dai, faidubo filtrado de cultura e os extratos
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foram analisados quanto aos teores protéicos pélodm de Lowry et al. (1951) e

avaliados por SDS-PAGE. Finalmente, foram aliquasaslcongelados a 10

3.2.2. Fracionamento e purificacdo do antigeno d&KkDa

O filtrado de cultura do isolado 339 foi utilizapara a obtencdo do antigeno de
43kDa. Para tanto, foi empregada a técnica de d¢omradia de troca ibnica, utilizando
a coluna HitraP" QFF (Q Sepharose Fast Flow — catalod #5053-01- Amersham
Biosciences - GE Healthcare) no aparellho AKTA EPBystem da Amersham
Biosciences- GE Healthcare. Uma aliquota deplO@o filtrado de cultura foi aplicada

e a avaliacao dos eluatos foi efetuada por SDS-RAGE

3.2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida com decil sulfato de sodio

(SDS-PAGE)

Os componentes protéicos dos antigenos foram skysapor eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfd¢ sodio, SDS-PAGE, sob
condi¢des redutoras, usando sistema tampéo descomté Laemmli, (1970) e Studier,
(1973).

A separacdo dos componentes foi efetuada em ged%, £ em gel de
empilhamento a 5% de acrilamida. O gel foi prepatagbartir de uma solucdo estoque
contendo 30% por peso de acrilamida e 0,8% por desbis-acrilamida. No gel de
separacao a polimerizacao foi feita em solucdoecoiat 1,5 M de Tris-HCI, pH 8,8 e
0,4% de SDS, em presenca de 0,1% v/v de N,N,NgNainetil-etilenodiamina

(TEMED) e 0,1% de persulfato de aménio. O gel deikramento foi polimerizado em
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presenca de 0,5 M de Tris-HCI pH 6,8 e 0,4% de S¥n de 0,1% de persulfato de
amonio e 0,05% v/v de TEMED. Para o preparo da amdsram utilizados 4. de
antigeno diluido em tampao de amostra (1:4), condsde 62,5 mM de Tris-HCI [tris
(hidroxi-metil) aminometano] pH 6,8, 2% de SDS, 1G% glicerol, 0,5 M de
ditiotreitol e 0,002% de azul de bromofenol.

As proteinas foram dissociadas pelo aquecimentantiastra em banho-maria
com agua fervente por 3 minutos. Paralelamente astaay em cada corrida
eletroforética, uma mistura de proteinas de pesieaular conhecido foi utilizada, a
saber, fosforilase b (94 kDa), albumina bovina @¥a), ovoalbumina (43 kDa),
anidrase carbonica (30kDa), inibidor de tripsin@ kPa) e lactoalbumina (14 kDa). A
partir da andlise da migracdo destes padrdes, ®ssp@oleculares das proteinas
antigénicas foram calculados.

A corrida eletroforética foi realizada a 10 mA (8) até que o corante
penetrasse no gel de separacdo e a 20 mA (120é\uat atingisse o fim do gel. O

tampao de corrida é constituido de Tris 0,075 Mjred 0,57 M e SDS 0,1%, pH 8,3.

3.2.4. Coloracgéo dos géis pelo nitrato de prata

Esta coloracdo foi utilizada segundo o método despor Nielsen & Brown
(1984) para o gel de poliacrilamida acrescido deedib sulfato de sddio. Para tanto,
apos a corrida eletroforética, a fixacdo do gel remalizada com solucdo de acido
tricloroacético a 10% por 30 minutos @4 Em seguida, foram feitas 3 lavagens de 10
minutos cada, com solucdo de 10% de etanol maisd&%cido acético. Solucéo
oxidante foi adicionada a seguir, consistindo d¥®®M de dicromato de potassio e

0,0032 N de acido citrico e o gel assim mantidoSmninutos. Esta solucao foi retirada
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e apos, o gel foi lavado com agua milli-Q e a sefpii adicionada uma solucédo de
nitrato de prata 0,012 M por 20 minutos no escurmwa lavagem com agua por 1
minuto. Foi entdo adicionada solucéo redutora stindio de 0,28 M de carbonato de
sédio e 0,0185% de formaldeido. Apdés o desenvolvimela cor, a coloracdo foi

bloqueada com solucdo de acido acético a 5%, € magetido nessa solucdo até a

documentacéo.

3.2.5. Andlise protéica por eletroforese bidimensnal.

A proteina de 43 kDa foi primeiramente submetidtbGalizacéo isoelétrica,
como descrito por O’Farrel, (1975). A segunda disden realizada para a separacao de
proteinas de acordo com a massa molecular, foraela em gel de poliacrilamida num
gradiente de 5 —15% de acordo com Laemmli, (199®el foi corado com Coomassie

Azul Brilhante G-250, segundo Neuhoff et al. (1988)

3.3. Cultura celular

3.3.1. Cultura de células de linhagem continua

Neste estudo, foram utilizadas trés linhagens higase continuas:

- células Vero : células epiteliais de rim normalndacaco verde da Africa

- célula Hela : adenocarcinoma cervical humano

- células Ay9: células epiteliais respiratdrias-pneumacitos

Ambas as linhagens foram obtidas de cole¢cbes dearaulAs células foram

cultivadas em garrafas de vidro tipo xarope, emomd€i9 (células Vero e Hela) e em
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meio HAM F12 (células &g) suplementados com 10% de soro fetal bovino, didemn
a temperatura de 36(.

Decorridos 3 a 4 dias, as garrafas de células faabmetidas a tripsinizacao.
Para isso, a monocamada celular formada foi lacada 1 ml de ATV-solucdo de
tripsina 0,2% e EDTA 0,02% (Adolfo Lutz) e, aposdgem, esta foi desprezada e
acrescentado mais 1 ml de ATV. Seguidos 1-2 minutas ceélulas foram
homogeneizadas com volumes variados do meio camdspte acrescido de 10% de
soro fetal bovino (SFB). Nesta etapa, a tripsin&\(Afoi neutralizada pelo soro fetal
bovino presente no meio de cultura. O volume tdtalsuspensao celular obtida foi
transferida para outras garrafas, de modo a se obta concentracao celular de®10

células/ml.

3.3.2. Desenvolvimento do teste de adesao

3.3.2.1. Preparo das células para o teste

Os ensaios de adesao foram realizados em tubosasmgienominados tubos de
Leighton, que apresentam uma depressdo achatagaahae encaixa uma laminula.
Para os testes realizados nestes tubos, a suspeelsér foi padronizada para ®0
células/mL. Assim, apés a tripsinizacdo e homogedia da suspenséo celular, 0,2mL
desta foi retirada da garrafa e diluida em 1,8mL deeio 199 com 10% soro fetal
bovino (SFB) e feita a contagem em hemocitbmetna gpie através de diluicbes
adequadas, fosse ajustada a concentracdo desktermino dessa etapa, 1,0mL da

suspensao padronizada de células foi inoculadaulms de Leighton e incubadas a
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36,5°C por 24 horas, para que a monocamada celularrsmdse sobre a laminula,

sendo a partir dai, utilizada para os testes defiade

3.3.2.2. Preparo e padronizacéo do in6culo debrasiliensis

P.brasiliensisfoi cultivado em meio de Fava Netto por 4 a 5 dsgagjuindo-se a
remocao das células e feita suspensdo em solisg@lodica tamponada com fosfatos
(PBS) 0,05M, pH 7,2. A suspensdo foi ajustada &Pncélulas/mL através de leitura

em espectrofotometro (DO=0,5 a 550nm) e na es¢dldeBMacFarland.

3.3.2.3. Infeccéo das células Vero e HelLa cdpbrasiliensis

Apos a formacao do tapete celular confluente saldeaminula, o sobrenadante
da cultura foi desprezado e as células lavadaggorezes com 1,0 mL de PBS 0,05M
pH 7,2 estéril. Em seguida cada tubo de Leightoabeu 1,0 mL de novo meio de 199
com 10% SFB e 1,0 mL da suspenséao padronizaBabdasiliensis.

As células infectadas foram entdo incubadas’®.3% cinética de infeccéo foi
avaliada e o periodo de 2 horas foi adotado pal@stos testes. Decorrido esse tempo,
as células foram entéo lavadas 5 vezes com PBMQ6b7,2 para remover os fungos
ndo aderidos e o tapete infectado foi entdo fixemm paraformaldeido a 4%. As
laminulas foram coradas e apés foram feitas asagens das células leveduriformes

aderidas as células epiteliais.
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3.3.2.4. Tratamentos da suspensdo de células leveftumes de

P.brasiliensis

ApoOs padronizacdo em PBS 0,05 M pH 7,2, aliquogas,dmL da suspenséao de
P.brasiliensisforam colocadas em condi¢cGes assépticas em “epgsfdealizando os

seguintes procedimentos:

3.3.2.5. Tratamento térmico

As triplicatas de cada suspensao dos isoladoB.lol@siliensis(Pb-18a e Pb-
265) foram submetidas aos seguintes tratamentmictss: a) 129C/10’ em autoclave,
b) 100C/10' em banho-maria e c) %30’ em banho-maria.

Apols o tempo de tratamento, foram realizadas &ésgens com PBS 0,05 M,
pH 7,2 estéril com centrifugacGes a 1.000 x §@. 4

Paralelamente os tubos de Leighton foram lavadosRBS 0,05 M, pH 7,2 por
trés vezes para remover células mortas ou ndodaderadicionado novo meio de
MEM com 10% SFB e 1,0mL de suspensa®deasiliensis previamente tratado.

Estes tubos foram entdo levados & estufa 3@ B@r 2 horas para que ocorresse
a interagdo fungo-célula. Apés esse prazo, os tidvam lavados por cerca de 5 vezes
com PBS 0,05M, pH 7,2, para remover as leveduilasaderidas as células. A fixacdo
foi entdo feita com paraformaldeido a 4% por noimdn2 horas. Decorrido esse
tempo, a laminula foi retirada do tubo de Leightemada com agua destilada, seca e
submetida a coloragdo. O controle de infeccaoditd fcom suspensédo &ebrasiliensis

livre de tratamento e mantida nas mesmas condic¢des.
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3.3.2.6. Tratamento com tripsina a 0,2%

Como descrito anteriormente, a suspensab.darasiliensisapos padronizacao
foi centrifugada a 1.000 x g & e ao sedimentfi adicionado 1,0 mL de tripsina
0,2% (Adolfo Lutz). A suspens&o foi homogeneizadaaatida a 3%C em estufa por 60
minutos.

AplOs esse tempo foi removida a tripsina por cargatdo e as células
leveduriformes foram lavadas e centrifugadas & ¥0§ a 4C por trés vezes com PBS

0,05 M, pH 7,2 estéril, para remocao de qualgesiduo.

3.3.2.7. Tratamento com formalina a 4%

O mesmo procedimento descrito para o tratamentwigkina foi feito para a
formalina, sempre mantendo a suspensab.darasiliensispor 60 minutos de contato

com o agente quimico e removido da mesma forma c@scrito no item 3.3.2.6.

3.3.2.8. Tratamento com periodato de sodio 10 mM

Foi utilizado periodato de sodio na concentraca@@eM em PBS 0,05 M, pH
7,2, sendo este filtrado em membrana de (@2
As suspensdes de.brasiliensis,apés padronizacdo como descrito no item 4,

foram mantidas em contato com o periodato de sp0io60 minutos a 3T, no mesmo

procedimento que o item 3.3.2.6.
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3.3.2.9. Tratamento com azida soédica 10 mM

Foi também utilizada a azida sodica na concentragd@0 mM/mL em PBS

0,05 M, pH 7,2 e filtrada em membrana de Q&2 O mesmo procedimento do item

3.3.2.6 foi feito.

3.3.2.10. Tratamento com Concanavalina A

Foi utilizada concanavalina A na concentragdo deid/nL diluida em PBS

0,05 M, pH 7,2 e filtrada em membrana de QU2 Repetiu-se o procedimento do item

3.3.2.6.

3.3.2.11. Tratamento com acucares

Neste teste foram utilizados os seguintes acuc@®eés; glucosamina, D(+)
galactosamina, alfa-lactose, D(+) manose, mio-iohsbD(+) galactose, D(+)glicose e
maltose. Foram preparadas solugcbes a 2,5% em RESM), pH 7,2 seguindo-se
esterilizag&o por filtragdo em membrana QB2 Para cada isolado &e brasiliensise
cada linhagem celular (Vero e Hela) foi feito o mesprocedimento descrito no item
3.3.2.6.

Foi também realizado o ensaio do tipo competitiaoapalguns acucares, tais
como: glicose, manose, galactosamina, galactosdueosgmina. Neste caso, 0sS

acucares e B.brasiliensisforam adicionados concomitantemente ao tapéiéace
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3.3.2.12. Tratamento com quitina a 2,5%

A quitina (Sigma C-9752) foi também preparada oracentracao de 2,5%, mas
antes foi tratada com &cido cloridrico por 2 haa@C e por 3 horas a 40, sendo
posteriormente neutralizada com NaOH (RUPLEY, 18HGAL et al., 1982). Seguiu-
se esterilizacdo por filtracdo em membrana filgad22im. Apos sua esterilizacéo,

utilizou-se no ensaio como descrito no item 3.3.2.6

3.3.2.13. Tratamento em diferentes pHs

As aliquotas déP.brasiliensisacondicionadas erappendorfs sofreram a acao

de diferentes pHs e apds seguiu-se 0 mesmo proeeftimue o item 3.3.2.6.

3.3.2.14. Tratamento com soro humano normal

Soros de doadores voluntarios, com sorologia nepatipara a
paracoccidioidomicose foram usados no teste. Esiesos foram diluidos

assepticamente na proporcgéo 1:10 em PBS 0,05 M, DH testados.

3.3.2.15. Tratamento com soro humano normal inatado

Os soros obtidos de doadores voluntarios, com ageol negativa para
paracoccidioidomicose foram inativados, por 30 ntisuem banho-maria a %&.
Depois foram diluidos na proporcéo de 1:10 ezaitlo conforme o descrito no item

3.3.2.6.
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3.3.2.16. Tratamento com heparina

Foi utilizada heparina na concentracdo de 0,25 mgjfmeparada de forma
asséptica e diluida em PBS 0,05 M, pH 7,2 e utibzaonforme o descrito no item

3.3.2.6.

3.3.2.17. Tratamento com laminina

A laminina (Sigma L-8263) foi empregada na con@g@o de 2Qug/mL em
PBS 0,05M, pH 7,2 estéril. A suspenséo Rlebrasiliensisapés padronizacdo no
espectrofotdmetro, foi centrifugada a 1.000 x4JG e ressuspensa em um volume de
250 pL junto com a laminina. Em seguida a suspensadnfaculada no tubo de
Leighton com a cultura de células de escolha, semafttida por 2 horas a %7 para a
realizacdo do teste de infeccdo. Apds esse peritidyo foi lavado 5 vezes em PBS
0,05M pH 7,2 e a laminula fixada com paraformaldeidi%, lavada em agua destilada

€ secCa para ser posteriormente corada.

3.3.2.18. Tratamento com peptideos sintéticos

Foram utilizados os seguintes peptideos: a)TyGlieSer- Arg (YIGSR) Sigma
(T-7154), b)Cys-Asp-Pro-Gly-Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NHsigma (C-1668).

Todos foram preparados na concentracao deug08L em PBS 0,05 M, pH 7,2
estéril, sendo filtrado em membrana de O,22. O mesmo procedimento foi feito

conforme descrito no item 3.3.2.17.
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3.4. Coloracao das laminulas

3.4.1. Coloracao de May-Grunwald/Giemsa

Apos fixadas, as laminulas foram lavadas 5 vezestampao PBS, retiradas do
interior dos tubos de Leighton e lavadas em agsiildda e secas a temperatura
ambiente. A seguir, as laminulas foram coradas salocdo de May-Grunwald (eosina
e azul de metilo) a 2%, diluido a 1:2 em tampaesn, permanecendo na mesma por
10 a 20 minutos. Apés serem lavadas, as laminolasnf coradas pelo Giemsa por
cerca de 3 minutos. Na sequéncia, as laminulamfta@adas em agua destilada, secas,
colocadas em laminas de vidro com o tapete para, @nfixadas com esmalte incolor.

A seguir, as laminulas foram observadas ao micpisaiiico.

3.4.2. Coloracao por acido periodico de Schiff (PAS

A coloracéo pelo método de PAS foi feita apds ad@o das células infectadas
com solucéo de paraformaldeio a 4%. O materialifioérso em acido periédico a 1%,
por 5 minutos, a temperatura ambiente e lavado gua @estilada. Em seguida, as
laminulas permaneceram no reativo de Schiff pomitutos, a temperatura ambiente
em camara escura. A reacdo foi interrompida comdoasulfuroso, preparado no
momento de uso, colocando-se as laminulas em ar@sob de imersdo de 2 minutos
cada. Para retirar 0 excesso de corante, as cétuwkas lavadas em agua destilada e
coradas no final com verde brilhante por 10 minufgsos, foram lavadas em agua
destilada, secas a temperatura ambiente e mone&malémina para observacdo ao

microscopio.
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3.4.3. Contagem das células e dos fungos aderidos

Todos experimentos foram realizados em triplicatds. laminulas, apos
coloracao foram montadas em lamina e observadasiermscopio 6tico em objetiva
de imerséo.

As laminulas foram percorridas em toda a sua e&tenwocurando-se anotar o
namero de células associadas com o fungo. Estasfoonsideradas como contagem
de infeccdo. A laminula foi percorrida em “zigugz@” e observados todos os campos

para a avaliacéo.

3.5. Ensaio de sinalizacao

Foram realizados ensaios para testar as diferemdesde sinalizacdo ativada
durante a interacdo d® brasiliensiscom células epiteliais. Foram testadas as provaveis
vias capazes de ativar sinais citosélicos asscgiadondo ao citoesqueleto durante o
processo de invasédo:Ras/Raf e Rho.

Para os ensaios, 1¥¥1€élulas foram cultivadas em garrafas de culturaermio
meio HAM F-12 acrescido de 10% de soro fetal bovilyads a confluéncia do tapete
celular, o sobrenadante foi removido e as céldaadas com 1ml de PBS 0,05 M pH
7,2 estéril. Em seguida, as garrafas foram inoasladm suspensao padronizada (3 X
10® cél/mL) de P. brasiliensisisolado com o fungo recentemente recuperado de
inoculagdo animal, com propriedades adesivas aam@nt(Pb18a) e o subcultivado
(Pb18b), bem como o tratamento com a gp43 purdickdisolado 339, apresentando 6
isotipos, na concentracdo final de pgbnL (concentracdo escolhida apos

padronizacdo), diluida em PBS e meio de cultivealala (v/v). Foram testados varios
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periodos de tempo: 10 min, 30 min, 1h, 5h, 8h, 28K e 72h. Como controle do
experimento foram utilizadas células néo infectaaséo tratadas (células normais).

Para as proteinas Raf e Akt apO0s os periodos eecird, as células foram
lavadas com PBS 0,05 M pH 7,2 gelado para elimmai@s ceélulas fungicas nao
aderentes as culturas celulares ou remocdo daimaotp43. As células foram
removidas da garrafa com tampao de lise gelado |{gd®L fenilmetilsufonil fluoreto
(PMSF) dissolvido em etanol absoluto , NP-40 1BS 0,1 % e aprotinina na
concentracao final de 1,0 pg/mL dissolvido em P88)n seguida foram centrifugadas
a 8.000 x g a%. Apos, foi estimada a quantidade de proteinanutzstia através do
meétodo de LOWRY et al., (1951). A deteccao da pnat&ho fosforilada foi feita com
Rho Activation Assay kjUSBiological), de acordo com as instru¢des doidabte.

Os sobrenadantes dos lisados celulares ( 100 pogotisina) foram submetidos
ao SDS-PAGE e transferidos para papel de nitrazstu{(TOWBIN et al., 1979) para a
realizacdo da técnica de imunotransferéncia. Rardo as membranas foram
bloqueadas com 5% de leite de leite molico em P®&8eh 20 0,1% por 1 h, lavadas
brevemente com PBS-T e incubadas por 18h com asogpus primarios: anti-Raf
(1/2000) e anti-Rho (1/200), procedéncia USBiolaljiem 2% de leite em PBS-T e 0
anticorpo Anti-AKT1/2/3 (1/250), procedéncia Sanfauz. Os anticorpos foram
diluidos de acordo com as descricdes do fabric#&pés 3 lavagens com PBS-T foi
adicionado o anticorpo secundario marcado com paesg, foi utilizado anti-lgG de
coelho (Sigma) a 1/500 para a deteccdo dos aptis@nti-Raf e anti-AKT 1/2/3 e para
o anticorpo anti-Rho foi utilizado anti-IgG de camongo (Sigma) a 1/50. A revelacao
foi feita utilizando oKit ECL — Western Blotting Analysis Systé@GE Healthcare) ou
pelo reagente preparado no laboratério (10% de Iivisph 8,5, 0,22% de acido p-

cumarico (Sigma) a 1,47% e 0,5% de solucdo de hinfBigma) a 4,4%. Ao reagente
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de deteccéo preparado no laboratorio foi adiciorgd8% de HO, a 30% no momento
do uso. As membranas foram colocadas no casseterato com o filme, em seguida
os filmes foram autoradiografados e fotografados.pdtticipacdo das proteinas
fosforiladas Raf, AKT e Rho durante a interacadPddrasiliensiseélula epitelial foi
observada através da presenca de bandas na mendmaeapondente a massa

molecular de cada proteina fosforilada investigada.

3.6. Andlise estatistica

Em cada experimento foram considerados 2 fatoatsr f A-fungo e fator B-
tratamento, variavel de acordo com o experimentwar® utilizadas triplicatas para
cada variavel analisada.

Foi utilizada a analise de variancia para fatorgkiramente aleatorizado com
0s testes das hipoteses: interacao entre os 29atfeito do fator A e efeito do fator B.
Em cada hipotese testada foi calculada a estatistigue foi considerada significativa
quando p<0,05 (probabilidade de erroneamente adagignificancia). Os contrastes
entre pares de médias foram verificados pelo métmldukey considerandom=0,05

(ZAR, 1984).
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4- RESULTADOS

4.1. Andlise protéica por eletroforese bidimensiona

Os filtrados de cultura dos isolados 18a e 339Pdebrasiliensis foram
submetidos a eletroforese bidimensional para earifa diferenca de expresséao da gp
43 e seus respectivos pontos isoelétricos (psyeultados demonstraram que a gp 43
do filtrado de cultura do isolado 18 apresentaga prontos isoelétricos (8,0, 7,73, 7,45)
enquanto que a gp 43 do filtrado do isolado 33@smtava seis pontos isoelétricos (

7,90, 7,59, 7,30, 7,07, 6,85, 6,63).
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Pb 339z 67/kDa

!; : 43kDa

Pb 18SP " |67kDa

| |43kDa

8,0
7.3
745

Figura 1: Eletroforese bidimensional de antigenos filtrddaculturas dos isolados 339
e 18deP. brasiliensis Géis corados pelo Coomassie Brilliant Blue. Aeitiir esta

indicado a massa molecular correspondente a gW¥g3.(
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4.2. Resultados da adesao dos isolados de Pb18 @@%bas células Vero e
HelLa

O processo de adesao dos isoladoB.darasiliensisPb18 e Pb265 as linhagens
celulares Vero e Hela foi avaliado inicialmenteatmto-se as laminulas pelo método
de May-Grunwald-Giemsa e posteriormente substitupdta coloracdo de PAS
modificada, pois esta ultima se mostrou muito reéigente na identificacdo do fungo
aderido as células tanto de linhagem Vero como HelLa

Os resultados dos testes de aderéncia dos isoted®s brasiliensisPb18 e
Pb265 as células Vero e Hela estdo representadtabe 1. O isolado de Pbl8 é
significativamente (p<0,05) mais adesiva que dathm de Pb265, independente da
linhagem celular empregada. Por outro lado, quasdduas linhagens celulares, foram

comparadas nao ha diferenca estatisticamenteisajivh na aderéncia.

Tabela 1: Resultados dos testes de aderéncia dos isoladoB.lo@siliensisPb18 e

Pb265 as células Vero e Hela.

n’médio+ DP de
Isolados P. brasiliensisaderidos por células
Vero?® HelL&
Pb18 33,2+2,7 34,93,0
Pb265 25,224 25,%2,6

Dados apresentam as medias mais desvio padraexgeBmentos.

a. diferenca estatisticamente significante (p<O@#a analise de variancia da adeséo
dos isolados Pb18 e Pb265, em culturas de céldes V

b: diferenca estatisticamente significante (p<Oj0&p analise de variancia da adesao

dos isolados de Pb18 e Pbh265 em culturas de célelzs.
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4.3. Influéncia de tratamentos térmicos, quimicos de algumas substancias

na adesao dé&. brasiliensis

a) Tratamento térmico

O tratamento das células leveduriformes Rlbrasiliensisde Pbl18 e Pb265
frente a diferentes temperaturas, principalmentmais drasticas, reduziu a aderéncia
as células Vero e HelLa (Figuras 2 e 3). O efeitds peonunciado ocorreu com as

temperaturas de 121°C e 100°C e em menor extensém significado estatistico a de

56°C (Tabelas 2 e 3 - em anexo).

100
*
z§ 80 1 *
.§ 60 - * * OPb18
Pb265

2 40 m
S 20

0

121C 100C 56 C
Temperatura

Figura 2: Resultados da adesé&o dos isolados de P.brasiliensis Pb18 e

Pb265 as células Vero apds tratamento em diferentes temperaturas.

*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

100
80 -

60 - *

40 A

% de adesao
*

OPb18
B Pb265

20 A

121C 100C 56 C
Temperatura

Figura 3: Resultados da ades&o dos isolados de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as
células HelLa apo6s tratamento em diferentes temperaturas.
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Os isolados de Pbl8 e Pb265 sofreram reducdo naénade de
aproximadamente 50% quando tratadas a 121°C, mdstrgue este fungo tem
estruturas da parede sensiveis a esse tratamewigidas no processo de adeséao.

O tratamento dos isolados Pb18 e Pb265 a tempam@dut00°C alterou também
adesdo em 36,6% e em 22,5%, respectivamente.

O tratamento a 56°C ndo alterou os resultados dadadsignificativamente
(p<0,05); discreta reducdo na adesdo foi obseresmdatorno de 10% e 16% das

amostras Pb18 e Pb265 as células Vero e 24% e 48%udas Hela, respectivamente.

b) Tratamento com agentes quimicos e lectinas

A acdo de varias substancias foi estudada no moods adesdo: formalina,
azida sddica, periodato de sédio e concanavaliffdghiras 4 e 5).

Os tratamentos com azida sodica, periodato de sédimoncanavalina A
alteraram significativamente a adesao dos isoldéd?.brasiliensisas células Vero e

HelLa (Tabelas 4 e 5- em anexo).

120

100 |
[}
zg 80 *
*

® 60 * * *
§ 40 - mPbis
" 20 mPb26s |

0

A B c D

) . Tratamento . ~ .
Figura 4: Resultados do efeito de agentes unPnlcos e da lectina na adeséo dos isolados de
P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Vero.

A- Formalina 4% B- Azida Sédica 10 mM C- Periodato de sédio 10mM D- Concanavalina A
10 ug/mL

*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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100
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8 60 A * *
® 50 *
(]
© 40 .
X OPb18
30 B Pb265
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) . Tratamento . 5 .
Figura 5: Resultados do efeito de agentes quimicos e da lectina na adesao dos isolados
de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células HelLa.
A- Formalina 4% B Azida s6dica 10 mM C- Periodato de sédio 10 mM D -
Concanavalina A 10 ug/mL
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

O tratamento com formalina por uma hora ndo altesigmificativamente a
adesao dos isolados Bébrasiliensisas linhagens Vero e Hela.

A oxidacdo dos carboidratos por periodato de soeduziu a aderéncia dos
isolados Pb18 e Pb265 as células Vero em 51,1%lé&wtespectivamente. Em relacéo
a linhagem Hela a reducéo foi de 53,5% para @dseoPbl8 e 52,8% para Pb265. O
tratamento com periodato de sodio reduziu em apradamente 50% a adesdo deste
fungo as linhagens celulares.

A azida sddica que é inibidor metabdlico, reduzadaséo dos isolados Pbl8 e
Pb265 as células Vero em 38,6 e 44,5%, respectivi@necas células HeLa em 35,8% e
35,5%.

Concanavalina A inibiu significativamente a aderéndos isolados Pbl18 e
Pb265 as células Vero e HelLa. A maior inibicdo morcom o isolado Pb265 em

relacéo as células Vero (50%).
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c¢) Acao do pH
A variacdo do pH do meio interfere no padrdo deému#a. A maior adesao foi

observada em pH préximo de 7,3, enquanto que emagld®s ou alcalinos ocorreu

diminuicdo da adesao independente da linhagemaca& o isolado (Figuras 6 e 7).

40
35 - *
8 301 * * = *
*
2 25 "
o 20| « .
S x @Pbis
8 151 *
L * H Pb265
@ 10 -
5 A
0 4
4,5 5 6 7 8 8,5
pH
Figura 6: Resultado da acéo de diferentes pHs na adeséo dos
isolados de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Vero.
*diferenga estatisticamente significante (p<0,05)

adesao celular
N
o
|

B Pbl8
H Pb265

4,5 5 6 7 8 8,5

Figura 7: Resultado da acéo de diferentes pHs na adeséo dos
isolados de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Hela.
*diferenga estatisticamente significante (p<0,05)
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d) Acéo dos tratamentos com soro, tripsina e hepara

As figuras 8 e 9 e as tabelas 6 e 7 (em anexogseptam o0s resultados de
adesédo as células Vero e Hela, respectivamentadquas isolados dB.brasiliensis
foram tratadas com tripsina, com soro humano noenaédtivado e com heparina.

O tratamento d@. brasiliensiscom tripsina reduziu significativamente a adesao
as células Vero e Hela. Os isolados Pb18 e Pha@sentaram reducdo em relacéo as
células HelLa de 59,0% e 54,5%, respectivamente.

Com relacédo aos outros tratamentos, como soro hmumamal e inativado e o

uso da heparina, as diferencas encontradas nao &statisticamente significantes.

120 -
o 100 -
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Tratamento
Figura 8: Resultados do efeito de diversas substancias de isolados de
P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Vero.
A- Tripsina B- SHN C- SHN inativado D- Heparina
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 9: Resultados do efeito de véarias substancias na aderéncia de isolados
P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Hela.
A- Tripsina B- SHN C- SHN inativado D- Heparina
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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4.4. Papel dos acucares na aderéncia Bebrasiliensisas células epiteliais

a) Teste por inibicdo

Nas figuras 10 e 11 estédo representados os ressith adesdo dos isolados
Pb18 e Pb265 as células Vero e HelLa, quando tsmfaatadiferentes acucares.

Os acucares aminados glucosamina e galactosamagaiide de manose
inibiram significativamente a adeséo as célulan\(&abela 8- em anexo). O grau de
inibicdo com os dois primeiros acucares foi senmdthaoscilando em torno de 50%. A
glucosamina inibiu em 47,6% e 51,5%; a galactosanmibiu em 44,7% e 49,9% e a
manose em 34,9% e 44,6%, respectivamente pasalados Pb18 e Pb265.

Em relacdo as células HelLa o padréo de inibicasdoielhante (Tabela 9-em
anexo). Assim, foi observado que glucosamina redazaderéncia dos isolados Pb18 e
Pb265 em 29,9 e 41,9%; respectivamente; enquargogglactosamina reduziu em
29,3% e 48,6% e manose em 39,7% e 34,8%.

Os outros acucares nao alteraram significativamenfgadrédo de adesdo de
P.brasiliensis as linhagens célulares e a quitina comercial ndmindiu

significativamente a aderéncia dos isolados asdase@piteliais.
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Figura 10: Resultado do efeito de varios aglcares e quitina na aderéncia de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as
células Vero por inibigdo. A- D (+) glucosamina B- D(+) galactosamina C- alfa-lactose

D- D(+) manose E- mio-inositol F- D(+) galactose G- D(+) glicose H- maltose |- quitina

*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 11: Resultado do efeito de agUcares e quitina na aderéncia de isolados de P. brasiliensis Pb18 e Pb265
as células Hela ensaio por inibigcdo. A- D(+) glucosamina B- D(+) galactosamina

C- alfa- lactose D- D(+) manose E- mio-inositol F- D(+) galactose G- D(+) glicose H- maltose |- quitina
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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b) Teste competitivo

O emprego dos acucares glicose, manose, galactmsangalactose e
glucosamina em ensaio competitivo apresentou eekdt similares ao teste por
inibicdo: apenas a glucosamina, a galactosaminar®se interferiram no processo de
adesdo de forma significativa, provocando uma ¢aibiem torno de 30% para 0s
isolados fungicos, independente da linhagem cel(Faguras 12 e 13).

A manose inibiu a adesédo de Pb18 e Pb265 as c&atasem 31,5% e 29,7%
respectivamente, e em relacéo as células HelLa 3¢&,28,8% (Tabelas 10 e 11 — em
anexo).

A inibicdo pela galactosamina foi de 34,5% e 26,886pectivamente para 0s
isolados Pb18 e Pb265 em relacdo as células Vede, #4,4,5% e 29,0% com as
células Hela.

A glucosamina inibiu a adeséo de Pb18 e Pb265lalssé&/ero em 30,7% e em
30,9%, respectivamente. Em células Hela a inibigéde 27,3% para Pb18 e 32,4%

para Pb265.
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Figura 12: Resultados da influéncia dos agUcares no processo de adesé&o de isolados de P.brasiliensis Pb18
e Pb265 as células Vero por ensaio competitivo.

A- Glicose B- Manose C- Galactosamina D- Galactose E- Glucosamina

*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 13: Resultados da influéncia dos agucares no processo de adesé&o de isolados P.brasiliensis Pb18 e Pb265
as células Hela por ensaio competitivo.
A- Glicose B- Manose C- Galactosamina D- Galactose F- Glucosamina.
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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4.5. Interacdes proteina-proteina na adesao debrasiliensis

Na tentativa de se conhecer o mecanismo moleculahaedo na adeséao de
P.brasiliensisas células, foram feitos ensaios com proteinamalkaiz extracelular e
peptideos sintéticos. O potencial de certo peptifdeagir como antagonista na adesao
do fungo as células foi diretamente avaliado comau gle adeséo, tentando assim
estabelecer os tipos de interacéo deste fungo.

O uso da laminina em ensaio competitivo entre hdaste elementos fungicos
possibilitou melhor avaliacdo da adesao dos issladoculturas celulares (Figuras 14 e
15).

A laminina promoveu maior inibicdo da adeséo dtathm Pb18 as células Vero
(41,3%) e Hela (39,2%), quando comparado com aAadés isolado Pb265 as mesmas
células.(Tabelas 12 e 13 — em anexo).

Os resultados da adesédo dos isolados fungicosrgta@lds com peptideos
sintéticos derivados da laminina nas tabelas 14 €efin anexo) e dependendo do
peptideo utilizado, foi observada inibicdo no psso de adeséo (Figuras 16 e 17).

O peptideo sintético CDPGYIGSR-NIderivado da cadeia B da laminina inibiu
a aderéncia em 47,2% do isolado Pb18 as células ¥equanto que houve reducédo de
17,2% com o isolado Pb265. Com a linhagem Hel &, psptideo inibiu a aderéncia
em 47,4% e 16,5%, respectivamente os isolados BbRB265. O peptideo YIGSR
inibiu a adesdo em 57,0% e 14,2%, respectivamentsadados Pbl8 e Pb265 em
relagdo as células Vero, e 53,1% e 15,2% para latagéHela. Assim, os dois
fragmentos inibiram significativamente a aderémmasolado Pb 18 as células Vero e

Hela (Tabelas 14 e 15). Comparando-se o comportands isolados frente aos
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peptideos sintéticos verificou-se que houve difgaesignificativa (p<0,05) entre estas

em relacdo aos peptideos derivados da laminina.
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Figura 14: Resultados da influéncia da laminina no processo de ades@o de amostras
de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Vero em ensaio competitivo.
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 15: Resultados da influéncia da laminina no processo de adesdo de amostras de

P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Hela em ensaio competitivo.
*diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 16: Resultados da influéncia de peptideos sintéticos derivados de laminina na
aderéncia de amostras de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Vero. A- YIGSR B-
CDPGYISR *diferen¢a estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 17: Resultados da influéncia de peptideos sintéticos derivados de laminina na
aderéncia de isolados de P.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células HeLa. A- YIGSR B-
CDPGYIGSR *diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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4.6. Imunotranferéncia — Evento de sinalizacéo cdar

O anticorpo anti-Raf fosforilado foi testado atswe imunotransferéncia com
0s sobrenadantes obtidos das culturas de céluld® A&o infectadas e também de
células infectadas corR.brasiliensisisolado Pbl8a e pb18b, bem como células
tratadas com a proteina gp 43 na concentracdo dg/@f., por diferentes periodos (10
min, 30 min, 1h, 5h, 8h, 24h, 48h e 72 h).

Foi detectada uma proteina de 65 kDa correspondep®teina Raf (Figura
18). No periodo de 10 min a 8 h foi observado aiman expressao da proteina Raf
fosforilada tanto em células controle como nasciiaigas confP. brasiliensisavirulento
e virulento e nas tratadas com gp43, com excecameter ativacdo com o fungo
avirulento e com a gp43 em 30 minutos. No periaglarda hora ha nitido aumento da
expressdo de Raf com o fungo virulento e a gp48.24thoras foi observada expressao
semelhante da proteina Raf fosforilada nas célkdasroles e nas células infectadas
com o fungo e tratadas com a gp 43. A partir db@4s, diminuicdo na expressao de
Raf foi observada tanto nas células controle coawimfectadas e tratadas, sendo mais

acentuada com o fungo virulento.
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Figura 18: Imunotransferéncia dos sobrenadantes de células9 As&das nos
diferentes periodos de tempo. Revelagcdo com o ogpticanti-Raf fosforiladoA:
células controleB: células infectadas com. brasiliensisisolado Pb18b{C: células

infectadas comP. brasiliensisisolado Pb18a D: células tratadas com gp43 (25

pg/mL).
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A figura 19 mostra o perfil de expressdo da prateKT, de 56 kDa, em
diferentes periodos de tempo por imunotransferéndiizando o anticorpo anti- AKT
1/2/3. No periodo de 10 min a 5 h foi observadoentmde expressao da proteina AKT
fosforilada nas células infectadas com o fungo BEL®b18b e nas tratadas com gp 43
em relacao as células controles. Diminuicdo naesgdio desta proteina foi observada a
partir de 8 horas, chegando a pouca expressao dmrds, principalmente nas células

tratadas com o fungo virulento.
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Figura 19 : Imunotransferéncia dos sobrenadantes de célula# Asadas nos
diferentes periodos de tempo. Revelacdo com oaapticanti-AKT 1/2/3 fosforilado.
A: células controleB: células infectadas com. brasiliensisisolado ( Pb18b)C:

células infectadas coR. brasiliensigsolado (Pb18a)): células tratadas com gp43 (25

pug/mL).
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O perfil de expresséo da proteina Rho fosforilaid@aaliado nos sobrenadantes
dos lisados de culturas de células A549 néo indest@ infectadas coR brasiliensis
isolado 18 (Pb18b e Pbl18a) , bem como célulasdaataom gp43 (25 ug/mL) nos
seguintes tempos: 30 min, 8h , 24h, 48h e 72hrdvalada uma proteina de 29 kDa
correspondente a proteina Rho. No periodo de 8 db&ervado aumento na expressao
de Rho nas células infectadas com o fungo e natasélatadas com gp43. Nas células
infectadas com o fungo Pbl8a e tratadas com a gid@servada diminuicdo na
expressdo desta proteina nos periodos de 24 e @&xXpresséo foi semelhante a do
periodo anterior nas células tratadas com o ful®i® No periodo de 72 horas, uma
diminuicao significativa na expressédo de Rho faasbbada em todos os tratamentos em

relacdo as células nao tratadas (figura 20).

A B C D

30 min.

8hs

24hs

48hs

72hs

Figura 20: Imunotransferénciados sobrenadantes de células A549 lisadas nos
diferentes periodos de tempo. Revelagdo cdRho Activation Kit(USBiological) A:
células controleB: células infectadas com. brasiliensisisolado Pb18b{C: células

infectadas conf. brasiliensigsolado Pb18dD: células tratadas com gp43 (@§/mL).
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5. DISCUSSAO

5.1. Bases moleculares no processo de adeséo

O processo de infeccdo envolve duas etapas priscgantrada do fungo e o
seu estabelecimento com consequente colonizac&ecudim, culminando na producéo
de lesbGes progressivas. A aderéncia dos micrormgasigpatogénicos aos tecidos tem
sido apontada como primeiro passo na colonizacdisseminacdo do parasito sendo
até, considerada como pré-requisito para a infe(cBdlZI et al., 2000). As bases
moleculares do processo de adeséo, aparentemeiat@ e acordo com a natureza do
patogeno. Essa interacdo especifica € mediada glécuatas referidas como adesinas,
que se combinam com estruturas complementares @aksc hospedeiras referidas
como receptores. Varios trabalhos tém procuradodsuos mecanismos e as provaveis
adesinas de fungos como e@ albicans (HOSTETTER, 1994), A fumigatus
(TRONCHIN et al., 1993)H. capsulatum (McMAHON et al., 1995; GIL et al., 1996;
PENALVER et al.,1996) e P. brasiliensis( VICENTINI, et al.1994; MENDES-
GIANNINI, et al.,1994; HANNA, et al.,, 2000; MENDEGIANNINI et al., 2000;
ANDREOTTI et al., 2005; GONZALEZ et al., 2005; BAREBA et al., 2006).

Em trabalhos anteriore$}. brasiliensissem qualquer tratamento prévio, foi
capaz de aderir, seguido aparentemente de invas@eldlas epiteliais de linhagem
continua (MENDES-GIANNINI, 1994B; HANNA, 1995; UEMRA, 1996). Foi
também observado que isolados Rlebrasiliensissdo capazes de aderir as células
epiteliais apds 30 minutos e que 0s mais viruleptora animais (SINGER-VERMES et
al., 1989) tém também maior capacidade de adesdNNA et al., 2000). Os isolados

com comportamento polar sdo Pb18, mais virulefta 265 menos virulenta.
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Na continuacdo desta linha de trabalho, pretendeestudar os fatores
envolvidos na aderéncia, comparando as duas lineagelulares Vero e HelLa
utilizando dois isolados dPB. brasiliensisPb18 e Pb265, respectivamente, mais ou
menos virulento, de acordo com estudos em animamie e menos aderentes, em
estudos de ligacdo a células Vero (SINGER-VERME®I€t1989; HANNA, 1995;
UEMURA, 1996; HANNA et al., 2000).

A adeséao de células & brasiliensisaos tecidos do hospedeiro deve ser um dos
passos cruciais no estabelecimento da paracoandmcose. A habilidade do fungo
em aderir as células epiteliais pode representameganismo no qual o fungo evitaria
0 muco que recobre os ductos respiratorios e omewio das células ciliares, tendo
entdo papel na patogenese. Entretanto, pouco @adonlcomo este mecanismo ocorre.

Assim, o desenvolvimento de. brasiliensisrequer inicialmente a adesdo dos
conidios (formas infectantes) ao epitélio broncqmunar, ou a membrana basal sub-
epitelial bem como a producéo de varias enzimdsimo proteases que mediariam a
subsequente invasdo (GONZALEZ et al., 2005).

Embora nessa parte do estudo as linhagens celelgitelais ndo seja derivadas
de células pulmonares, elas possuem proteinasttia mdracelular e em consequéncia
receptores que sao comuns ao de outras linhagessosl experimentos com células
HelLa e Vero revelaram que a amostra Pb18 aderienfiente quando comparada com
Pb265. Estes dados confirmam os achados de Har@®h)( Uemura (1996) e Hanna et
al., (2000).

Os tratamentos quimicos e fisicos das células leifedmes deP. brasiliensis
influenciaram no processo de adesdo. O tratameétdopdas células em diferentes
temperaturas influiu na aderéncia, sendo esta &dugais acentuada nas células

tratadas a 121°C seguido de 100°C, quando comsacada células ndo tratadas e
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brasiliensisou tratadas a 56°C. O tratamento térmico deveaalestruturas da parede
celular deP. brasiliensisque sofrem alteracdes em altas temperaturas, lonente
componentes protéicos. Recentemente, foi verificque a inativacdo do soro pelo
calor usado para opsonizacdo e o tratamento comAEBd duas linhagens de
macrofagos diminuiu a fagocitose (JIMENEZ et a008).

A formalina, aparentemente, no presente estudoiméderiu no processo de
adesédo, deve-se ressaltar, no entanto, que o ématiarde uma hora com formalina ndo
inviabiliza as células dB. brasiliensisconforme verificado por Shikanai-Yasuda et al,
(1991); e neste caso as estruturas molecularesrpode ter sofrido alteracbes que
interferissem com a adeséao.

A acéo inibitoria da azida sodica sugeriu que aaalele?. brasiliensigpode ser
regulada por processo energia-dependente. Nesi@lhtoa ndo foi verificado se este
componente interferiu mais na expressdo de provaweteptores de adesdo na
superficie da célula epitelial, do que propriameratecélula fungica. No entanto, nosso
resultado vem de encontro a outros trabalhos comdCe albicansonde parte do
processo de adesdo depende da expressédo de nwldeldaperficie do fungo, sendo,
portanto parcialmente dependente de energia (OLL&RIT., 1993).

Os polissacarideos da parede celulafPerorasiliensigsém importante papel nas
relacbes parasita-hospedeiro. A parede celular eddsngo € composta de
polissacarideos como a quitinaoee 3-D-glucana e galactomanana (SAN BLAS &
SAN BLAS, 1994).

O tratamento com concanavalina A mostrou ser egtazcde inibir parcialmente
a adesado deé. brasiliensisas linhagens celulares Vero e Hela. Esta lectama t
afinidade especial com residuos de manana, postastas moléculas de superficie

devem participar como adesina neste modelo.(Emalbicanstem sido demonstrado
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gue uma das adesinas € uma manoproteina e, pdridmda por concanavalina A. Este
sistema tem atividade semelhante a lectina e recenbs residuos de fucose ou de n-
acetilglucosamina em células epiteliais (CALDERONE93). Gp 43 e um antigeno de
massa molecular alta e pesadamente glicosiladujosestes componentes glicosilados
reconhecidos por soros de pacientes com a doestgauEmo foi isolado recentemente
e verificou-se que se liga a n-acetilglucosaminécN&c) e pode ser inibido por
GIcNAc, seguido de D-glicose and D-manana e nao [Pagalactose, N-acetyl-
galactosamina or L-fucose. Esta fragcdo também g & laminina, portanto tem
propriedades adesivas (COLTRI et al., 2006).

Periodato de sédio influenciou no processo, causaeducdo na aderéncia. A
oxidacdo dos residuos de acucar alterou a ades@tramdo que a porgcado carboidrato
da parede celular deste fungo esta envolvida pestesso.

E bem documentado que animais e homens infectadimsPc brasiliensis
produzem anticorpos que reagem com varios tipoantigenos. Em trabalho anterior
foi verificado que soro de paciente com PCM inidiaderéncia d@. brasiliensisas
células epiteliais, 0 mesmo nao ocorrendo com gderimdividuo normal. Confirmando
este achado, neste trabalho foi verificado que dermdividuo normal e soro inativado,
sem complemento, ndo inibiram a aderéncia destgofas células.

Heparina, que é encontrada em granulos intracekilde mastécitos, é uma
glicosamina com grande quantidade de residuoslf#csIA inibicdo da aderéncia pela
adicdo de glicosaminoglicanos é geralmente a pramieadicacdo que receptores das
células epiteliais podem ser proteoglicanas. Seariregp inibe adesdo e outras
glicosaminoglicanas (ex.: sulfato de condroitinsuéfato de dermatano), ndo o fazem,
entdo a adesédo é considerada especifica paragiroaeas do tipo sulfato de heparano.

Muitas bactérias, parasitas e virus utilizam prgiieanas como receptores de adesao.
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Estes aparentemente ligam-se ao sulfato de hepR&®BTAND & ESKO, 1997). Em
Nosso caso, no entanto, heparina ndo alterou egsocde adesdo, indicando que a
interacdo tipo mucopolissacarideo (heparina) naoea.

O tratamento das células leveduriformes e brasiliensis com tripsina
influenciou significativamente (p < 0,01) no prosesle adesao as células Vero e Hela,
mostrando que a porgcao protéica € um componente dds adesinas deste fungo.
Aparentemente, a cepa Pb18 sofreu mais drasticanosnéfeitos deste tratamento do
que a cepa Pb 265.

O uso de mono ou dissacarideos como inibidoreslel@acia dé. brasiliensis
as células epiteliais Vero e HelLa sugerem que nwoas de adesédo tipo lectina
podem ocorrer e sdo de importancia nesta inter&sacucares aminados glucosamina
e galactosamina seguido de manose foram os quesfi@aéntemente inibiram a adesao
deP. brasiliensisas células epiteliais. Nao foi observada diferesigaificativa entre as
duas linhagens celulares.

Os padrdes de inibicdo observados com as duasrasi@sigerem mecanismos
especificos tipo lectina. O padrdo foi semelhardeobservado par&. albicanse
células epiteliais vaginais (SEGAL et al., 1982)) eelacdo aos acucares aminados.
Enquanto que a inibicio com manose foi semelhavgedaCandidano processo de
adesdo as ceélulas epiteliais bucais. Recentementeerificado que a inativacdo do
soro pelo calor usado para opsonizagcéo e o tratancam EDTA de macrofagos
diminuiu a fagocitose em duas linhagens avalia@asratamento com Alfa-metil-d-
manosideo reduziu a fagocitose de macréfagos B$QBerindo que o receptor de
manose participa na fagocitose destas célulasENBZ et al., 2006). Por outro lado, o
principal antigeno deste fungo, a GP 43, contémseancadeia de carboidratos uma

parte constituida de alto conteddo em manose (AIDMEEt al., 1996), e como esta
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molécula ja foi descrita como adesina, ndo se exgla a inibicdo encontrada com
manose em nosso estudo, possa envolver esta glied@a. Aparentemente, a
semelhanca do trabalho com macrofagos, o receptorathose participa da interagdo
brasilensis- células epiteliais. No entanto, para se obtdpsglanais especificos do papel
das interacgdes tipo lectina no processo de adesBRolatasiliensisas células epiteliais,
oligossacarideos mais complexos deverao ser ensaiad

Adesdo de microrganismos a tecidos do hospedeironsiderado como um
evento essencial no desenvolvimento de infeccoeseddnhecimento de células
hospedeiras pelo patdgeno requer a presenca emsuguerficie de moléculas
complementares. Varias proteinas do hospedeiro tammaina, colageno, fibronectina,
fibrinogénio e o componentez;@o complemento sédo potenciais ligantes celulaees d
microrganismos. Estas glicoproteinas normalmente s& expostas na superficie do
epitélio e endotélio. Entretanto, qualquer tipo td@uma que altere o tecido do
hospedeiro pode levar a exposicdo de membranass bastornar acessiveis seus
componentes como laminina, colageno tipo IV, emtaftidogem e proteoglicanas
como sulfato de heparano.

Proteinas da matriz extracelular sdo implicadaadesdo em uma variedade de
patogenos extra e intracelulares a tecidos do degpeou células. Laminina € uma
glicoproteina da matriz ligada a membrana basaleeisteracdo com moléculas de
superficie celulares e receptores promove adedala-egelula, migracdo das células e
diferenciagéo celular. Este componente consisteédegrandes cadeias polipeptidicas
(A); B (B1) ey (Bp), arranjadas em uma estrutura cruciforme (TIMPLBROWN,
1994). Tem sido postulado que seu reconhecimerde pdluenciar na patogenicidade
de vérios microrganismos incluindo bactérias, moféoios e fungos (TRONCHIM et

al., 1997). Receptores de laminina sdo encontradosélulas epiteliais, endoteliais,
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células musculares e neurdnios e também em maog)fegicocitos e células tumorais
humanas e animais. Entre os receptores de lamiaindescrito um que pertence a
familia das integrinas (CALDERONE & FONZI , 2001).

Estas proteinas transmembranas reconhecem diferdigantes por sua
sequéncia RGD, que € comum a uma grande varied@gateinas, incluindo laminina,
fibrinogénio e fibronectina. No entanto, algumasegninas ligam-se a sequéncia
peptidica IKVAV, localizada no fragmentog.EReceptores tipo nao integrinas foram
também descritos, principalmente um de 67 kDa goenhece o pentapeptideo YIGSR
altamente especifico de laminina e localizado mgrfrento P (IWAMOTO et al.,
1987; SAWYER et al., 1992).

Em nosso trabalho, laminina inibiu significativarteea adesao da amostra Pb18
as ceélulas Vero e HelLa, o mesmo nao ocorrendo camastra Pb265. Este resultado
sugere que Pb18 apresenta um padréo de reconhéxidifenente de Pb265 em relacdo
a esse componente. Em trabalho anterior, Viceatiai., (1994) demonstraram gBe
brasiliensisé capaz de se ligar a laminina e que a provawdiaa seria a gp 43. De
acordo com nosso resultado, isto se confirmou coamastra Pb18, no entanto a
amostra Pb265 que também produz gp43 ndo mostmesmo padrao de inibicao,
sugerindo que a possivel adesina neste caso nacseerente a gp 43, que € comum
para diferentes isolados Be brasiliensis

O peptideo CDPGYIGSR-NHjue é parte da cadddada laminina e a sequéncia
YIGRS correspondente a porcdo minima requeridaipdnigédo da metastase de células
tumorais em modelos animais foram usados nessaloes#issim, em nNOSSOS
experimentos, ambos os peptideos reduziram sigtifaanente a aderéncia do isolado

Pb18 as células HelLa e Vero, enquanto que o medmionobservado com o Pb265.
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O uso de peptideos sintéticos derivados da lamicaméirmou o achado com
este componente da MEC, mostrando que Pb18 tendqaliferencial de adesdo em
relacdo a Pb265. Por outro lado, este achado mgs#ao padrdo de viruléncia de
determinadas amostras pode estar relacionado énaioa e menor capacidade de se
ligar a componentes da matriz extracelular.

Fungos comadP. brasiliensis(LOPES et al., 1994; VICENTINI et al., 1994;
MENDES-GIANNINI, et al., 2000; HANNA, et al., 2006NDREOTTI, et al., 2000;
GONZALEZ, et al., 2005; BARBOSA, et al., 2006), albicans(LOPEZ-RIBOT et al.,
1994) eH. capsulatum(MCMAHON et al., 1995) expressam proteinas quégsen a
laminina que variam em sua massa molecular de BJ kDa. EmC. albicans trés
polipeptideos de 37, 60 e 67 kDa tem sido assogiadaminina e erfl. capsulatune
P. brasilienss respectivamente, as fracoes de 50, 43 e 30HKDad. capsulatuntem
sido reconhecido que a sequéncia peptidica IKVAXalizada na regido carboxil do
dominioa-hélice da cadeia é reconhecida como uma sequéncia de reconhecimento
receptor tipo integrina (McMAHON et al., 1995).

Em C. albicans o peptideo CDPGYGSR-NHtambém esta envolvido na
reducdo da aderéncia de um isoladaCdelbicans(4918) a cultura de queratindcitos
(OLLERT et al., 1993).

Os mecanismos de aderéncia envolvendo a sequénéB Em sido
relacionados ao receptor tipo trés do compleme@is,(CDy; € CDig) e também a
aderéncia as células endoteliais e as proteinagnaaiz extracelular como a
fibronectina, colageno e laminina (CALDERONE & FQIN2001).

Em C. albicansa adesdo com RGD parece ser mais importante amagél

endoteliais que as epiteliais (OLLERT et al., 1998sim, embora em nosso estudo
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fosse observado certo grau de inibicdo, este padrénaior dependendo da linhagem
celular.

Nossos dados sugerem que a interacab.d@asiliensisas células epiteliais é
um mecanismo complexo, envolvendo interacdes mpr{aioteina e lectina-
carbohidrato. Ha padrdes diferentes de interacdiee exs amostras Pb18 e Pb265,
sugerindo provavel explicacdo as diferencas obdasvano processo de adesdo que
poderdo implicar num maior ou menor grau de virtierde cada isolado, como
observado nas infeccbes experimentais. Como enosouticrorganismos, multiplos
mecanismos de interacdo podem estar envolvidosderecia deP. brasiliensisas

células epiteliais.

5.2. Sinalizacao celular

Os patdgenos podem estabelecer interacdes conhespedeiros e alguns tém
habilidade para aderir, invadir e ativar numerogas de sinalizacdo. O estudo da
interacdo patdgeno/hospedeiro nos fornece dadasapewmpreensao desta diversidade
biologica. EmP. brasiliensispouco se sabe sobre quais vias este fungo atrza pa
sobreviver e escapar do sistema monaocitico-fagaxit®ecentemente, Monteiro da
Silva et al., (2006) observaram uma inibicao sigatfva na invasdo do fungo apos pré-
tratamento das células epiteliais com genisteing, € um inibidor especifico de
proteinas tirosina-quinase (PTK) localizadas nanbrana plasmatica das células
epiteliais. Esses resultados sugerem que a inilbed®TK é importante na transducao
de sinal durante os eventos iniciais nos proceds@lesdo e invasado Bebrasiliensis
em células epiteliais de mamiferos. Neste estudnnfaealizados ensaios para avaliar

as vias de sinalizacdo envolvidas na proliferagdlalar durante a interacéo d®
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brasiliensis com células epiteliais. As vias Ras/Raf e Rho/R&pagam sinais
citosolicos que ativam proteinas da familia MAPga@ (proteina quinase ativada por
mitdgeno) responsaveis por eventos nucleares diéeeprodo (ALBERTS et al., 2002).
Em relacdo a via Ras/Raf, foi investigada a prat®af fosforilada na serina 338 e foi
observado que o tempo de 10 minutos foi suficigrais sua expressdo nas células
infectadas com o fungo recentemente recuperado ndeulacdo animal, com
propriedades adesivas aumentadas (Pbl18a) e o ol 312 vezes (Pb18b), bem
como o tratamento com a gp43, apresentando cimtipas. Em 10 minutos ha uma
nitida diminuicdo de raf ativada nas células emtatoncom o fungo avirulento e
ligeiramente superior em intensidade no fungo emtd (Pbl8a) e na gp 43.
Aparentemente esse resultado sugere que em l1lO0osioufungo avirulento (Pb18b)
oferece menor estresse citotoxico, resultando rined de proliferacdo menos intenso.
Em contrapartida, o fungo virulento e a gp 43 piadeferecer maior estimulo
proliferativo, pois a célula tentaria aumentar sinde proliferacdo para manter sua
sobrevida. Quando as células foram tratadas paniB0tos, somente o tratamento com
gp43 faz com que Raf ativa esteja diminuida, reweld este processo em periodo de
uma hora, quando sua expresséao foi bem maior. eAfENnente, esta proteina fuangica
tem papel na regulacdo desta molécula envolvidaimalizacdo celular. Os sinais
intracelulares de sobrevivéncia envolvem as via§RRd e PI3K (phosphoinositide 3-
kinase) / Akt (protein kinase B). Raf é uma setieahina quinase que possui trés
isoformas com grande similaridade em suas sequ&nuiaentanto, estas tém fungdes
individuais que ainda estdo longe de ser complatrmampreendidas (BACCARINI,
2005) Raf é um efetor critico de Ras (WEBER, et28l00) e Raf foi descrito como um
supressor da apoptose, cooperando com Bcl-2 na rapalexterna da mitocondria

(MIKULA et al., 2001; ALGECIRAS et al., 2002 ; BAGRINI, 2002), assim como
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influi na resposta celular e na habilidade de Riabao fator de transcricdo NF-B, o
principal regulador da resposta inflamatéria etressicdes mesenquimal-epiteliais (LI
& SEDIVY et al.,1993; BAUMANN et al., 2000; ; ODABR& et al., 2004;
BACCARINI, 2005).

No entanto, no tempo de uma até 8 horas houve @ardensua expressao nas
células infectadas comR. brasiliensise tratadas com a gp 43, demonstrando que 0s
sinais proliferativos foram ativados. Porém, demt®s24 h h& progressiva diminuicao
de sua expressdo, com nitida diminuicdo de intadsidem 48 e 72 horas,
principalmente com d. brasiliensisvirulento. Sabendo que Raf s6 € ativada por
ativacdo de Ras e esta sinaliza proliferacdo, aaneds queP. brasiliensisutilize esta
via, para que a célula epitelial continue viva esaoaloja-lo, supostamente permitindo
posterior escape do sistema monocitico-fagocif&MDRADE & ANDREWS, 2004).

A via Ras/Raf/MEK/ERK é a principal via de sinajza que esta associada a
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia da eelbém como apoptose (FEIG &
BUCHSBAUM, 2002; COX & DER, 2003). A superfamil®af ativa a cascata da Raf
quinase levando a ativacdo de MAP quinase, que datdorila e ativa proteinas de
transcricdo, proteinas de citoesqueleto, quinadesfatases (KOLCH, 2000). Embora
0S passos com base regulatéria tenham sido elusdatlitos dos aspectos desta via
estdo para serem descobertos. Kolch, 2000 fez emsao focalizando o papel das
interacdes proteinas-proteinas na regulacdo deéata \como elas contribuem para
coordenar a ativacdo de proteinas, redistribuigdolar, fosforilacdo do substrato e
cruzar sinais com outras vias de sinalizacdo. a&da MAPquinase é um dos sistemas
primordiais de sinalizacdo que € ativada para ¢aeauma variedade de tarefas e nos
eucarioticos, controla processos como proliferagditerenciacdo, sobrevivéncia e

apoptose (ALBERTS et al., 2002)). Ap0s ativacdoadéraf os sinais sdo encaminhados
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para primeira proteina da via de sinalizacdo MARage, denominada chamada de
uma MAP- quinase- quinase (MEK). Uma vez ativadazede-se uma cascata de
ativacao de outra proteinas da familia MAPkinageaaitivacdo de ERK, que no nucleo
ativara fatores de transcricdo para genes envawdm a proliferacao celular (Alberts
et al., 2002).

Neste trabalho investigamos uma outra via de tigg@a de sinal que envolve
sobrevivéncia celular e crescimento, denominadd &-duinase/proteina quinase B
(AKT). A presenca de AKT fosforilada foi observagi@gressivamente aumentada no
tratamento com fungo virulento e gp 43 a partirafominutos até 5h. Nas células
tratadas com o fungo avirulento os sinais de AKivada foram semelhantes ao
virulento nos mesmos tempos de tratamento. A divagle AKT diminui
progressivamente a partir de 8 até 48h. Embora dia@nuicdo desses sinais de
sobrevida nos tratamentos entre 8h a 48h, no fumgkento e na células tratadas com
GP43 os sinais de sobrevida persistem com maiensitade em comparacdo ao
avirulento e as células néo tratadas. Aparentensembente a GP43 nédo induz estresse
celular acentuado como o fungo virulento. Os sirdg sobrevida diminuem mais
rapidamente a partir de 8h enquanto que raf ativaalateria sinais de proliferacao até
24h. As vias de sinalizacdo ras/raf e AKT agemrginamente para potencializar
efeitos de proliferacdo e sobrevida (JANSON et24l06). Para os sinais de sobrevida
celular, receptores tirosina quinase presentes mEmbmana recebem sinais
extracelulares de sobrevida e ativam PI3 quinaseir@ufosforilar PIP2, resultando na
formacdo de um novo sinal fosfolipidico — PIP3. Beguida, PIP3 interage com
proteina AKT inativa e PDK, resultando na ativad@oPDK que por sua vez fosforila
AKT, tornando-a ativa. AKT ativa fosforila protemaalvo responsaveis pela

manutencgao da sobrevivéncia celular. A fosforilagddad por AKT inibe sua funcéo
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pré-apotdtica, impedindo este sinal de apoptosesp&e 9 fosforilada por AKT
também é inibida, resultando no bloqueio de siapptéticos pela via das Caspases.
Ainda, a ativacao por fosforilagdo de AKT de fasode transcricdo e GSK3 mantém,
respectivamente, a célula transcrevendo genesotitepacéo celular e cooordenando o
maior metabolismo e sintese protéica. No presestedo, a diminuicdo de AKT
ativada poderia indicar a perda parcial de sineddifprativos e que se intensificarao
posteriormente com a diminuicdo de sinais raskatf. trabalho recente (dados nao
publicados) foi observado que depois de 24 ho&3 ¢evou aumento da expressao de
Bak em relacdo ao controle e a Bcl-2, sugerinde gusinal de sobrevivéncia foi
perdido depois deste periodo. Quando as célulasmftmatadas com a gp43 durante 48
horas foi observado um aumento significante em 8akxpressao de Bcl-2 quando
relacionado aos controles, porém, quando foi coatjzaa expressao entre Bak e Bcl-2
foi observado que expresséao de Bak foi superiocl&2 Bjue mostra que o tratamento
com a adesina leva ativacdo da apoptose em cépiediais pulmonares, resultado
semelhante a inducédo de morte celular programadfécada durante a infeccao de
brasiliensistMENDES-GIANNINI et al., 2004).

Nossos dados sugerem que inicialmente por duagsifesntes, o fungo e a gp
43 sinalizaram para a sobrevivéncia e crescimeelalac, onde o fungo procura se
alojar e escapar dos fagocitos por um determinadpa®, para depois sair e invadir
outras células do hospedeiro. Este fato € muitreéssante quando contrastamos com
os dados de Andreotti, (2006), que houve um aumaoémtuado de proteinas que
sinalizam apoptose a partir de 72 horas.

Neste trabalho conseguimos detectar a proteinaa®ada apdés 30 minutos,
tanto nas células tratadas com a gp 43, nas céhflestadas conP. brasiliensis

Pb(18a) e Pb(18b) e nas células controles (sarhum tratamento). Com oito horas
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de incubacdo, houve um aumento da expressdo den&haélulas infectadas com
Pb(18a) e tratadas com a gp 43. Apés 24 horasehduwinuicdo da expressao e em
72hs, esta diminuicdo foi mais acentuada. Apanesmdée, esses periodos estédo
relacionados aos encontrados em trabalho antenomee o fungo invade células
epiteliais (MENDES-GIANNINI et al.,2004).

No citoesqueleto de actina, ocorre um rerranjoutstl total em resposta a
sinais externos que sao disparados através desdsverceptores da superficie da célula,
mas todos estes sinais parecem converter paraeoomtda célula, num grupo
relativamente fechado de proteinas, que séo asse$Paonomeéricas que sdo membros
da familia das proteinas Rho (Cdc 42, Rac e Rhapefhante a outros membros da
superfamilia Ras, estas proteinas Rho agem comochave molecular para controlar
processos entre o estado ativo (GTP) e inativo (GBRvacdo de CDC 42 dispara
polimerizacdo de actina e empacotamento para fofiogodios ou protusdes curtas
nas células chamadas de microespiculas. Ativaca®@adepromove polimerizacédo de
actina na periferia da célula formando lamelopdédiasensos e enrugamento das
membranas. A ativacdo de Rho promove tanto o engraento nos filamentos de
actina com filamentos de miosina Il no interior g@wdo estresse das fibras e o
agrupamento de integrinas e proteinas associadasf@anar contatos focais. Esta
dramatica e complexa mudanca estrutural ocorreupoogda uma das trés proteinas
citadas tem numerosas proteinas alvos que inflaencia organizagdo e dinamica de
actina (no minimo, oito tem sido encontradas padaama) e as suas proteinas alvos
vao influenciar na transcricao de genes (ALBERT®%).e2002).

Fukata et al., (2003) estudaram as funcdes daiéadsis proteinas Rho GTPases

na polarizagéo e direcionamento de migracao natasél
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Por outro lado, varios trabalhos tém se preocupad@como Raf-1 pode regular
Rho. Tem sido proposto que a formacdo de um corngRat-1-Rok limita a ativacao
de Rok, que influenciaria na formacédo de lamelipgdA ativacdo de Rok por Rho
envolve a reorganizacdo da rede de vimentina, gfre alteracbes e correlaciona-se
com contratilidade da célula. Esta etapa diminafinidade da vimentina a Rok- e
contribui para o colapso dos filamentos interméoarou por inducdo ou através de
uma realimentacdo positiva envolvendo a ativacdoRd&-a Como pode Raf
antagonizar este processo? A presenca de Raf-lipedenentar a afinidade de Rak-
pela vimentina, ou Raf-1 pode ter um papel maistalie inibir a atividade de Rak-
quinaseAmbas Raf-1 e Rokr sdo reguladas por inibicdo intramolecular nasoesyi
NH, em Raf-1, e em COOH em Rok-ligando-se ao dominio quinase e inibindo suas
atividades (EHRENREITER et al., 2005).

Por outro lado, estudos prévios demonstraram quie SRa338 pode ser
fosforilado por Pak2 que é a molécula alvo de Cdc&ac . Porém, o mecanismo exato
nao esta claro, porque expressdo de Pak sozintabngate ndo é suficiente para ativar
Raf ou a via de ERK. Além disso, expressédo de Cat#¥® ou Rac induz ativagcdo de
Raf, enquanto expressdo de Ras ativo pode indumacdo de Raf. Assim, co-
expressdo de Pak com Rac ativo pode induzir atvagidRaf, indicando um papel
potencial de Cdc42/Rac e Pak na regulacéo de Raf.

Um aspecto essencial no ciclo de vida de muitodgeaios € sua habilidade de
entrar e se manter no hospedeiro para facilitarcenéinua infec¢do. Portanto, varios
patdégenos dispbem de mecanismos que utilizam e@oiiacdo de actina a seu favor
para entrar ou sair das células do hospedeiro. HEwunstancias normais, a
polimerizacao de actina e a mobilidade celularregaladas via cascatas de transducéo

de sinais. Patégenos ndo somente usam o citoespuideactina para facilitar sua
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entrada, mas desenvolveram também mecanismos pdreerter 0s sistemas
regulatorios normais que controlam a polimerizad@@ctina na célula. Na literatura, o
papel de Rho esta ligado a migracdo e associadiesfia focal que pode aumentar a
adesdo e também a invasao, alem da motilidade.a@genos com capacidade de
invasdo freqlientemente alteram os componentestagsgueleto para promover a sua
entrada na célula e isto é feito pelo rearranjaaliza e varios fatores de viruléncia tém
como alvo a familia Rho que envolvem Rho, Rac, €42dque sao reguladores
fundamentais da reorganizacdo de actina. Poucohéecmo das vias de sinalizagdo que
controlam as mudancas morfoldgicas Bnbrasiliensis assim como os sinais celulares
quando da interacdo com células do hospedeiro.vasao deP. brasiliensisafeta a
estrutura do citoesqueleto das células epiteliaisrferindo em aspectos morfolégicos
da actina, tubulina e citoqueratina. O tratamerdm citocalasina D e colchicina
reduziu a invasdo, indicando a participacdo furadiodos microfilamentos e
microtubulos neste mecanismo (MENDES-GIANNINI et, &004). Por outro lado,
MARQUES et al., (2004) identificaram quatro gerleslO1, SEP1, FLB1 e PCK1, que
estdo envolvidos na sinalizacdo da célula e paldedO gene RHO1 estava expresso
10 a 15 vezes mais em meio minimo do que em menpleto. Desta maneira, este
trabalho refor¢ca os nossos dados quanto a ativded@milia Rho, contribuindo para o
maior conhecimento da interacdo deste fungo comlaseépiteliais pulmonares. Assim,
a entrada d®. brasiliensisna célula epitelial pode aparentemente requesgvacdo da
familia de pequenas GTPases Rho, como demonsteste trabalho. Assim, neste
estudo foi descrito pela primeira vez a participadas vias de proliferacdo celular,
crescimento e de sinais citosélicos associadostaesqueleto durante o processo de

invasao.
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos podemos concluir que noepso de adesdo entre
isolados dé°.brasiliensise linhagens epiteliais tem-se:

* Presenca de adesinas fungicas termo-labeis.

» Parte do processo de interagcéo fungo-hospedeimedtzado por adesinas com
forte indicio de serem de natureza protéica eastéigadas principalmente com
acucares aminados.

 Existéncia de fracbes ou sequéncias especificas odeboidratos
(aminados/manose) capazes de mediar 0 processiesiEoa

» Parte do processo de interacdo fungo -hospedeinergia dependente.

» Existem sequéncia(s) semelhante(s) aos peptideosdizs da laminina que
reconhecem parte dos sitios adesivos em célulBbH& e ndo em Pb265.

» Padrao diferencial de adeséo entre Pb18 e Pb2&#das Vero e HeLa quando
tratadas com peptideos derivados da laminina pcgleyerir uma associacao
com as diferencgas de patogenicidade entre ossig&lips.

* Neste estudo foi descrito pela primeira vez a @pdcdo das vias de
proliferacdo celular, crescimento e de sinais Oltoss associados ao

citoesqueleto (Ras-Raf, AKT e Rho) durante o preceke invasao.
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Tabela 2 - Influéncia da temperatura na adesao dos isolddé&sbrasiliensis Pb18 e

Pb265 as células Vero.

Vero Aderéncia relativa % + D.P.
Amostras
Tratamento térmico Pb18 Pb265 p
Sem Tratamento 100 100 .
121°C 46,6+ 6,2 44,2+ 6,0 P<0,05
10dc 63,4+ 9,1 77,5 6,0 P<0,05
56°C 89,6+ 8,6 84,3t 6,6 P>0,05

Dados apresentam média mais desvio-padrdo decBiegntos.

p% teste estatistico, considerado significativo (pSD

Tabela 3 Resultados da influéncia da temperatura na adesdo isolados

P.brasiliensisPb18 e Pb265 as células Hela.

Aderéncia relativa % + D.P.

HelLa
Isolados

Tratamento Pb18 Pb265 A
térmico

Sem tratamento 100 100 -
121°C 44,6+ 4,5 48,6+ 3,8 P<0,05
100C 63,2+ 3,6 77,3 13,4 P<0,05
56°C 75,3+ 7,4 87,6t 6,4 P>0,05

Dados apresentam a média e o desvio padrdo decBragptos.

p% teste estatistico, considerado significativo (pSD
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Tabela 4 Resultados do efeito de agentes quimicos e dads na adesdo dos

isolados dé.brasiliensisPb18 e Pb265 as células Vero

Aderéncia relativa % + D.P.
Vero Isolados

pré-tratamento Pb18 Pb265 p
Sem tratamento 100 100 -
Formalina 103,24,3 95,0+ 10,7 p>0,05
Azida sédica 61,4:11,8 55,5+ 8,3 P<0,05
Periodato de sodio 48,9+ 1,9 59,0+ 4,8 P<0,05
Concanavalina A 64,2+7.8 50,2+ 10,4 P<0,05

-Dados apresentam a média e o desvio padrao dec@m@entos.
-p% teste estatistico, considerando efeito dos trméms quimicos na adesdo e sua

significancia ao nivel de p<0,05
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Tabela 5 Resultados do efeito de varios agentes quimictesteras na adesao dos

isolados dé?.brasiliensis Pb18 e Pb265 as células Hela.

Aderéncia relativa % + D.P.
HelLa Isolados
pré-tratamento Pb18 Pb265 p

Sem tratamento 100 100 -
Formalina 88,2+ 8,6 80,2+ 11,3 p>0,05
Azida sodica 64,2+ 3,5 64,5+ 7,6 p<0,05
Periodato de sédio 46,5+ 4,4 47,213,1 p<0,05
Concanavalina A 58,2+ 8, 8 60,4 8,3 p<0,05

- Dados apresentam a média mais o desvio padrad@xigerimentos.
p% teste estatistico, considerando efeito dos tewéms quimicos na adesdo e sua

significancia ao nivel de p<0,05
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Tabela 6— Resultados do efeito das varias substanciaderérecia dé.brasiliensis a

células Vero.
Vero Aderéncia relativa %+ DP
Pré-tratamento Pb18 Pb265 p
Sem tratamento 100 100 -
Tripsina 31,6t5,8 45,66,2 P<0,05
SHN 100,G:7,7 102,*21 .4 p>0,05
SHN inativado 101,8:10,4 103,#18,6 p>0,05
Heparina 03,9+7.8 91,224 p>0,05

- Dados apresentam a média mais o desvio padra@xigerimentos.

- p* teste estatistico, mostrando o efeito dos trathnseao nivel de significancia de

p<0,05.

- SHN - soro humano normal

Tabela 7- Resultados do efeito de varias substancias n@&mda deP.brasiliensisas

células Hela.

HelLa Aderéncia relativa % + DP
Pré-tratamento Pb18 Pb265 p
Sem tratamento 100 100 -

Tripsina 40,55,1 45,%11,2 p<0,05

SHN 89,4t7,7 87,26,5 p>0,05

SHN inativado 97,9:3, 7 95,83,3 p>0,05
Heparina 91,511,8 78,48,5 p>0,05

- Dados apresentam a média e mais o desvio

estatistico, ao nivel de significancia p<0,05.

- SHN - soro humano normal.

padrd® ekperimentos. ®pteste



100

Tabela 8 — Resultados do efeito de acgUcares e quitina eeéada dos isolados de

P.brasiliensisPb18 e Pb265 as células Vero.

Vero Aderéncia relativa % + D.P.
Acucares Pb18 Pb265 b
Sem tratamento 100 100 -
D(+)glucosamina 52,4+6,7 48,%1,4 p<0,05
D(+)galactosamina 55,3:7,3 50,16,0 p<0,05
alfa-lactose 89,78,2 93,45,8 p>0,05
D(+)manose 65,1+12,7 55,46,2 p<0,05
mio-inositol 97,5+11,7 97,410,5 p>0,05
D(+)galactose 98,0:9,0 119,35,7 p>0,05
D(+)glicose 101,4:1,2 94,821, 6 p>0,05

Maltose 94,3t2,5 104,413,8 p>0,05
Quitina 94, 75,6 90, & 16,0 p>0,05

-Dados apresentam a média mais ou menos o desiriégpde 3 experimentos.

-p* teste estatistico, mostrando o efeito dos tratémsee significativo quando ao nivel

de p<0,05.
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Tabela 9 Resultados do efeito de acucares e quitina neelacia deP.brasiliensisas

células Hela.

HelLa Aderéncia relativa % = D.P.

Acucares Pb18 Pb265 b
Sem tratamento 100 100 -
D(+)glucosamina 70,145,6 58,19,0 p<0,05
D(+)galactosamina 70, 75,5 51,41,6 p<0,05
alfa-lactose 91,1+8,5 100,15,6 p>0,05
D(+)manose 60,3t6,7 65,23,5 P<0,05
mio-inositol 90,4+10,9 92,413,8 p>0,05
D(+)galactose 97,1+9,8 108,44,8 p>0,05
D(+)glicose 101,3:9,5 97,65,7 p>0,05

maltose 91,7#9,0 94,5%8,2 p>0,05
quitina 93,9+4,0 99,684,2 p>0,05

-Dados apresentam a média mais ou menos o desiriégpde 3 experimentos.

- p* teste estatistico mostrando ser significativmiael de p<0,05
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Tabela 10— Resultados do efeito de agucares no procesadeddio d€.brasiliensisas

células Vero por ensaio competitivo.

Aderéncia relativa % + DP

Vero Isolados fungicos

Pb18 Pb265 pa

Controle 100 100 -
Glicose 96,0t1,5 91,36,7 p>0,05
Manose 68,5:2,5 60,34,7 p<0,05
Galactosamina 65,53,9 73,%4,9 p<0,05
Galactose 88,9t6,2 88,86,9 p>0,05
Glucosamina 69,3t2,5 69,12,8 p<0,05

- Dados apresentam a média mais ou menos o demWiagpde 3 experimentos.

- p2: teste estatistico significativo (p<0,05).
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Tabela 11 Resultados do efeito de aclUcares no processded@@ dé. brasiliensisas

células HelLa por ensaio competitivo.

Aderéncia relativa % + DP
HelLa Isolados fungicos

Pb18 Pb265 pa

Controle 100 100 -
Glicose 90,2+7,9 88,39,5 p>0,05
Manose 62,6t5,6 71,210,3 p<0,05
Galactosamina 65,6t8,3 71,63,9 p<0,05
Galactose 91,3t5,7 89,%7,7 p>0,05.
Glucosamina 72,79,0 67,&13,2 p<0,05

- Dados apresentam a média mais ou menos o demWiagpde 3 experimentos.

- p2: teste estatistico significativo (p<0,05).

Tabela 12— Resultados do efeito da laminina no processadésao as células Vero

em ensaio competitivo.

Aderéncia relativa % + DP
Vero Isolado
Pb18 Pb265
Controle 100 100
Laminina 58,7#7,6" 89,6:14,8

Dados estatisticos apresentam a média mais ou mendssvio padrdo de 3
experimentos.

a: teste estatistico significante (p<0,05).
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Tabela 13— Resultados do efeito da laminina no processadésao as células HelLa

em ensaio competitivo.

Aderéncia relativa % + DP
HelLa Isolado
Pb18 Pb265
Controle 100 100
Laminina 60,8:9,2 92, %125

Dados estatisticos apresentam a média mais ou mendssvio padrdo de 3
experimentos.

a: teste estatistico significancia (p<0,05).

Tabela 14 Resultados do efeito de peptideos sintéticosvaldos da laminina na

aderéncia d@.brasiliensisas células Vero.

Aderéncia relativa % £ DP
Vero Isolados
Pb18 Pb265
Controle 100 100
YIGSR? 43,0+5,4% 85,85,5
CDPGYIGSR-NH! 52,85,1%° 82,8:9,4°

- Dados apresentam a média mais ou menos o0 demtiao de 3 experimentos.
a: teste estatistico, significante entre tratange(pig0,05).
b: teste estatistico significante entre os isoldde8,05).

-1-derivados de laminina
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Tabela 15Resultados do efeito de peptideos sintéticos aldoy da laminina na

aderéncia d@.brasiliensisas células Hela.

Aderéncia relativa % + DP
HelLa Isolado
Pb18 Pb265
Controle 100 100
YIGSR? 46,9:8,0% 84,8:10,1°
CDPGYIGSR-NH! 52,6t8,5% 83,5:12,3

Dados apresentam a média mais ou menos o desvidopae 3 experimentos.
a: teste estatistico, significativo entre tratarogrp<0,05).
b: teste estatistico significante entre as amogbke,05).

1- derivados de laminina.
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