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RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimorfico, agente de doenca
granulomatosa cronica denominada de paracoccidioidomicose (PCM), com
grande variedade de manifestacbes clinicas, desde formas localizadas até
disseminadas evoluindo para letalidade. O fungo tem capacidade de aderir,
extravasar e invadir barreiras impostas pelos tecidos do hospedeiro. Em ensaios
in vitro verificou-se que P. brasiliensis pode aderir e invadir células epiteliais,
aparecendo algumas vezes internalizado dentro de um vacuolo. A identificacdo do
mecanismo pelo qual este fungo adere, invade e sobrevive no interior da célula
hospedeira é campo fértil para a descoberta de sua patogénese. Para tanto, a
andlise de proteinas presentes no microrganismo e nas células do hospedeiro e
também os marcadores da via endocitica para co-localizar 0s microrganismos no
interior das mesmas € o objetivo deste estudo. Assim, foi realizada a infeccéo de
células epiteliais A549 e macrofagos AMJ2-Cllcom P. brasiliensis (Pb18) nos
periodos de 3, 5, 8, 24 e 3, 5, 10 e 24h, respectivamente e feitas andalises por
técnicas de imunofluorescéncia para as proteinas de jun¢cdes compactas, juncdes
aderentes, juncdes tipo fenda e proteinas de ancoramento intracelular, bem como
as proteinas da via endocitica. Entres estas, foram ensaiadas a expressao de
clatrina, Rab7 e LAMP-1 por imunofluorescéncia e EEA1, Rab7 e LAMP-1 por
imunoblot. As proteinas de jungbes foram expressas nas células, bem como na
parede do fungo. A clatrina foi evidente na célula e aparentemente mais expressa
na parede do fungo. Nas células A549 ndo houve alteracdo na expressao de
Rab7 e LAMP-1, tanto na imunofluorescéncia quanto no imunoblot, sendo que
para EEA1 e Rab5 nao foi evidenciada alteracdo na expresséo pela técnica de
imunoblot. Rab7 foi expressa nos macréfagos, localizada na periferia das células
e também no proprio fungo. A expressdo de LAMP-1 aparentemente nao foi
alterada. A expressédo de EEAL apresentou diminuicdo nos macréfagos infectados
e a expressdo de Rab7 e LAMP-1 néo sofreu alteragdes conforme dados da
reacdo de imunoblot. Assim, concluimos que P. brasiliensis pode expressar
proteinas de juncbes celulares como Claudina-1 e caderina, além de talina,
podendo estas ter envolvimento no processo de adesdo e invasdo deste

microrganismo. Também foi observada a expressdo de Rab7, LAMP-1 e clatrina
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no interior do mesmo, evidenciando a presenca da via endocitica no fungo. A
infecgdo por P. brasiliensis altera a via endocitica dos macréfagos, pois diminui
proteinas relacionadas com a endocitose. A reducédo na expressao de EEAL1 nos
macrofagos infectados com P. brasiliensis, pode ocasionar prejuizo para a via
endocitica, ou seja, pode prejudicar o trafego, brotamento, transporte e fusdo de
vesiculas. Portanto, este poderia ser um mecanismo do fungo para alterar a
funcdo dos macréfagos e consequentemente a sua efetividade durante o

desenvolvimento da doencga.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, macréfagos alveolares AMJ2-C11

e células epiteliais A549.
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ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is a thermally dimorphic fungus, the etiologic agent
of paracoccidioidomycosis (PCM). PCM is a polymorphic disease manifested by
an array of diverse clinical manifestations and varying organ involvement. P.
brasiliensis may actively penetrate the mucocutaneous surface and parasitize
epithelial cells, thus evading the host defenses and reaching deeper tissues. The
ability of this fungus to adhere to and invade non-professional phagocyte cells has
been observed. In vitro assays verify that P. brasiliensis can adhere and could
appear internalized within vacuole. The identification of the mechanism by which
this fungus adheres, invades and survivor inside the host cell is a fertile area for
discover their pathogenesis. The aim of this study was analyzed the junctions
proteins in the fungus and the host cells, as well as the endocytic markers to co-
locate the microorganisms inside the cells. Thus, the infection was performed in
A549 epithelial cells and macrophages AMJ2-C11 with P. brasiliensis (PB18) for
periods of 3, 5, 8 24 and 3, 5 10 and 24 h, respectively, and the
immunofluorescence analysis was developed for the proteins claudin-1, claudin-4,
E-cadherin, conexin 43, talin e vinculin, and the endocytic proteins. The
macrophages and the cells A549 have been blemish along anti-clatrin, anti-Rab7
and anti-LAMP-1. The junctions’ proteins have been expressed at the cells, as well
as on the wall from the fungus. The clathrin was present at the cells and
apparently more expressed on the fungus wall. Rab7 and LAMP-1 were not
expressed in the cells A549 as demonstrated by the imunofluorescence and the
imunoblot. On the contrary, Rab7 was expressed in macrophages located at the
periphery of the cells and also in the own fungus. The expression of LAMP-1
apparently not presented alteration both at the imunofluorescence and at the
imunoblot. The expression of EEA1 was decreased in infected macrophages and
expression of Rab7 and LAMP-1 remains unchanged according to the reaction of
immunoblot. Thus, we concluded that P. brasiliensis can express proteins of
cellular junctions as Claudin-1 and cadherin, in addition to talin. These proteins
could have involvement in the adhesion process and invasion of this
microorganism. It was also observed the expression of Rab7, LAMP-1 and clathrin

indicating the presence of the endocytic pathway in this fungus. The expression of



16

EEAL was decreased. The reduction in the expression of EEAL in macrophages
infected with P. brasiliensis can cause damage to the endocytic route and may
worse the traffic, budding, transport and fusion of vesicles. So, this could be a
mechanism of the fungus to change the function of macrophages and

consequently its effectiveness during development of the disease.

Keys words: Paracoccidioides brasiliensis, macrophages AMJ2-C11 and

epithelial cells A549.
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1. INTRODUCAO

P. brasiliensis é capaz de aderir e invadir as células epiteliais, e quando no
interior destas, pode aparecer envolto por um aparente vacuolo sugerindo um
processo de fagocitose. O estudo foi iniciado com o intuito de responder se a
invasdo ocorria através de vesiculas endociticas e se o fungo em algum momento
dessa via rompia o endossomo ou chegava até lisossomo, podendo ou nao ter
algum mecanismo que o deixasse livre no citoplasma e assim pudesse sair
dessas e invadir outras células. Assim, foi proposto estudar os marcadores da via
endocitica em células epiteliais infectadas e nado infectadas com P. brasiliensis,
assim como em macrofagos alveolares, ja que € a primeira linha de defesa do

organismo e, portanto, o modelo ideal para avaliar a via endocitica.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Paracoccidioides brasiliensis: caracteristicas Gerais

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo dimorfico que ocasiona uma
doenca granulomatosa crbnica denominada paracoccidioidomicose (PCM). O
estudo desta micose, antigamente chamada de blastomicose brasileira, € de
importancia em nosso meio em face de sua prevaléncia e gravidade de algumas
de suas formas anatomo-clinicas, de suas sequelas e das taxas de mortalidade
(COUTINHO et al., 2002; LACAZ et al., 2002; SANTO et al., 2008; TRAVASSOS
et al., 2008).

P. brasiliensis se apresenta como fungo filamentoso na forma de micélio
septado, hialino, clamidoconidios e conidios a 25°C (fase saprobittica — fase M),
gue podem estar presentes no solo, agua e em plantas a temperatura ambiente.
Esses conidios, pelo seu tamanho, seriam compativeis com as formas infectantes
(MCEWEN et al., 1987). Na fase leveduriforme a 37C (fase parasitaria - fase L)
apresenta multiplos brotamentos em aspecto de “roda de leme” no tecido do
hospedeiro ou quando cultivado (RESTREPO, 1985; ARISTIZABAL et al. 1998;
DISMUKES, 2001).

A maioria dos paises da América Central e do Sul apresenta regides onde

a PCM é endémica, entre eles podemos citar o Brasil, Colémbia, Venezuela e
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Argentina (NEGRONI, 1993). No Brasil, a maior prevaléncia ocorre nas regides
Sul e Sudeste (WANKE; LONDERO, 1994; COUTINHO et al., 2002). De acordo
com McEwen et al. (1995), aproximadamente 10 milhdes de pessoas podem estar
infectadas com esse fungo, e acima de 2% pode desenvolver a forma
disseminada da doenca.

Pouco se conhece sobre o reservatorio de P. brasiliensis, ou seja, onde o
fungo esta presente como saprobidtico e em nimero capaz de produzir infec¢éo
(MARQUES, 2003). No estudo realizado por Naiff e Barret (1989), sobre o
reservatério de P. brasiliensis, foi constatado o isolamento do agente a partir das
visceras do tatu (Dazypus novemcinctus) e outros autores também obtiveram
resultados semelhantes em outras localidades (BAGAGLI et al., 2003), bem como
de outras fontes, como em fezes de morcego, Artibeus lituratus, na Colémbia
(GROSE; TAMSITT, 1965); em visceras de simio, Saimiri sciureus, na Bolivia
(JHONSON; LANG, 1977); em fezes de pingtim, Pygocelis adeliae, na Antartida
uruguaia (GARCIA et al., 1993) e também em caes (RICCI et al.,, 2002). Em
consequéncia disso, ampliou-se a percepcao da existéncia de outros hospedeiros
de P. brasiliensis, além do homem, assim como o conceito de territorialidade em
que P. brasiliensis esta disponivel como fungo saprobiético (MARQUES, 2003).

Geralmente a infeccdo € adquirida através da inalacdo de conidios
produzidos pela fase miceliar (FRANCO, 1987). Estudos recentes demonstram
gue individuos residentes na zona rural, area endémica para PCM, estdo mais
expostos ao P. brasiliensis do que os da zona urbana, adquirindo a forma
subclinica da PCM (BOTTEON et al., 2002).

A PCM manifesta-se em individuos com faixa etaria entre 30 e 49 anos,
com predominio de homens infectados em relacdo as mulheres na proporgéo
aproximada de 15:1. A alta frequéncia da micose em homens foi inicialmente
atribuida a sua maior exposicdo ao agente. A doenca é pouco frequente em
mulheres, provavelmente devido a presenca, a partir da puberdade, de estrogeno,
gue apresenta papel protetor. Assim os horménios femininos inibem a transicéo
da fase miceliar (saprobidtica) para leveduriforme (parasitaria), um processo
critico para a patogénese da doenca (RESTREPO et al., 1984; SALAZAR et al.,
1988).

As manifestagdes clinicas da micose caracterizam-se como de uma doencga

granulomatosa que apresenta uma gama de sinais e sintomas agrupados em dois
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padrbes principais, as formas aguda e crbnica, embora as manifestacdes e o
curso da doenga varie de paciente para paciente (FRANCO, 1994; MENDES,
1994; BRUMMER et al.,, 1993). Os agentes de micoses sistémicas possuem
alguns fatores que permitem o0 seu crescimento nas condigdes adversas
proporcionadas pelo hospedeiro, que podem contribuir para o desenvolvimento da
doenca (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999).

A capacidade de P. brasiliensis de néo sé provocar doenca humana, mas
também de causar micose com grande variedade de manifestacbes clinicas,
desde formas localizadas até doenca disseminada evoluindo para letalidade,
depende provavelmente da relacdo entre o fungo, e a capacidade deste em
interagir com as estruturas superficiais do hospedeiro e invadi-las, e também a
presenca da resposta imunologica deste ultimo (FRANCO et al., 1989). As
respostas imune celular e humoral exercem uma influéncia fundamental na
instalacdo do processo infeccioso e garantem a sobrevida do hospedeiro
(BENARD et al., 1997; MONTENEGRO; FRANCO, 1994). A PCM é doenca que
pode afetar diferentes 6rgdos e consequentemente, P. brasiliensis pode ter
desenvolvido mecanismos que o capacitam a aderir, extravasar e invadir barreiras
impostas pelos tecidos do hospedeiro (LOPES et al., 1985; MENDES-GIANNINI
et al., 1994; LENZI et al., 2000).

2.2 Espécies de Paracoccidioides brasiliensis

P. brasiliensis esta classificado taxonomicamente no Reino Fungi, Divisao
Eumycota, Subdivisdo Ascomycota, Ordem Onygenales e familia Onygenaceae,
através da subunidade de rDNA e outras sequéncias génicas (LECLERC et al.,
1994; NINO-VEGA et al., 2007; SAN-BLAS et al., 2002), e também através da
estrutura de galactomananas da parede celular (SAN-BLAS et al., 2005). P.
brasiliensis apresenta 4-5 cromossomos, com variacdes de 2-10 Mb (MONTOYA
et al., 1997). O tamanho do genoma foi calculado em 30 Mb (CANO et al., 1998),
com aproximadamente 7.500 a 9.000 genes, niumeros que estdo de acordo com o
calculado em genomas de fungos pertencentes aos ascomicetos. Em 2006,
Matute et al. descreveram a existéncia de trés diferentes espécies filogenéticas
(S1, PS2 e PS3) de P. brasiliensis. Atualmente, Carrero et al. (2008), propuseram

Pb01, como uma nova de espécie do género Paracoccidioides. Mas, esta nova
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proposta precisa ainda ser validada.

2.3 Interacdo Paracoccidioides brasiliensis e células

2.3.1 Adesao de P. brasiliensis

A adeséo de P. brasiliensis aos tecidos do hospedeiro representa uma fase
critica no desenvolvimento da infeccdo fungica. Esse tipo de adesdo é mediado
por componentes especificos na superficie da célula fangica, chamadas de
adesinas, as quais frequentemente ligam-se aos componentes da matriz
extracelular (MEC) (LENZI et al., 1991; PATTI et al., 1994).

A MEC consiste de uma rede tridimensional de proteinas como colageno,
glicoproteinas nao-colagénicas (principalmente fibronectina e laminina) e de
proteoglicanas. A capacidade de o fungo aderir a MEC pode ser explicada pela
expressdo de moléculas com caracteristicas de adesinas expressas pelo fungo
(MENDES-GIANNINI et al., 2008).

Vicentini et al. (1994) foram os primeiros a evidenciar a capacidade de o
fungo aderir a laminina. Mendes-Giannini et al. (2006) verificaram também que o
isolado 18 de P. brasiliensis (fase leveduriforme), considerado o mais virulento em
animal, apresenta capacidade de aderir mais fortemente a laminina, um dos
componentes da MEC, e mais fracamente com fibronectina, colageno tipo | e tipo
IV. Gonzalez et al. (2008) verificaram a interacdo de conidios de P. brasiliensis
com fibronectina e fibrinogénio, evidenciando a interacdo entre o fungo e as
células A549. Nesta interacdo estdo envolvidas proteinas especificas da célula
fungica, como a glicoproteina de 43 kDa que ¢€ ligante de laminina (VICENTINI et
al., 1994), proteinas de 19 e 32 kDa que interage com laminina, fibronectina e
fibrinogénio (GONZALEZ et al., 2005a) e também a proteina de 30 kDa que
demonstrou interacdo com laminina, mas ndo com fibronectina, coldgeno tipo | e
IV (ANDREOTTI et al, 2005). Além dessas adesinas, também foram
caracterizadas enzimas de P. brasiliensis que interagem com moléculas do
hospedeiro, sendo consideradas entdo adesinas, como a GAPDH (glicose-6-
fosfato desidrogenase) ligantes de laminina, fibronectina e colageno tipo |
(BARBOSA et al.,, 2006) e TPI (triose fosfato isomerase) que também liga

componentes da matriz, como laminina e fibronectina (PEREIRA et al., 2007).
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Assim, a adesdo do fungo as células do hospedeiro € o primeiro passo para o
inicio da patogénese da doenca.

As proteinas do hospedeiro envolvidas na adesao de microrganismos nao
se restringem somente aos componentes da MEC, mas a ades&do pode ocorrer
através de proteinas de interacdo célula-célula. As juncbes celulares, como
juncdes aderentes e juncdes oclusivas, fornecem importante meio de contato
entre as células epiteliais. As juncbes oclusivas sdo formadas por proteinas
integrais de membrana, como demonstrado na figura 1. Estas atuam como
barreiras no espaco intercelular, controlando a permeabilidade celular. As jungdes
oclusivas sdo formadas por claudinas, ocludinas e membros da superfamilia Ig
denominadas JAM (moléculas de adesdo juncional) e CAR (receptor do
coxsackievirus e adenovirus). As claudinas séo as principais moléculas de adeséo
celular das juncgBes oclusivas, sendo considerada uma familia composta de
aproximadamente 24 membros em humanos e camundongos, em que cada tecido
apresenta um padrdo Unico de expressao de claudina (SAWADA et al., 2003). Ja
as ocludinas foram as primeiras proteinas de membrana das juncées oclusivas a
ser descoberta. Sabe-se pouco sobre o papel das ocludinas na regulacdo das
juncdes oclusivas, embora os filamentos de actina parecam estar mais
associados as ocludinas do que as claudinas (FURUSE; TSUKITA, 2006). As
juncBes aderentes apresentam multiplas fungdes, incluindo estabilizacdo da
adesado ceélula-célula, regulacdo do citoesqueleto de actina, sinalizacao
intracelular e regulacdo da transcricdo. A superfamilia das caderinas classicas,
como a E-caderina, interage com as proteinas membros da familia das cateninas,
como catenina p-120, beta-catenina e alfa-catenina, como demonstrado na figura
2. Juntas, essas proteinas controlam a formacdo, manutencdo e funcdo das
juncdes aderentes (HARTSOCK; NELSON, 2007). As caderinas sao constituidas
por unidades adesivas basicas: o complexo caderina/catenina e o complexo
nectina/afadina tanto um quanto o outro irdo se ligar aos filamentos de actina
(NIESSEN; GOTTARDI, 2008). Além dessas proteinas que mantém o contato
célula-célula, também existem outras proteinas relacionadas com a adesao
célula-matriz, uma delas € a integrina, que se liga as proteinas da matriz
extracelular e também aos filamentos de actina no interior da célula, sendo para
iISSO necessario a presenca de proteinas de ancoramento intracelular, como talina,

vinculina, alfa-actinina, entre outras, como demonstrado na figura 3 (ALBERTS,
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2004).

cell 2 claudin occludin

tight-junction proteins

B}

Figura 1. Jungbes oclusivas. A — Jungles oclusivas e o espago paracelular
(SAWADA et al., 2003). B — Claudinas e Ocludinas (ALBERTS, 2004).

Figura 2: Juncdes Aderentes (NIESSEN; GOTTARDI, 2008).

Figura 3: Proteinas de ancoramento intracelular (ALBERTS, 2004).
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Depois da adeséo sobre as estruturas complementares do hospedeiro, o
fungo pode expressar diferentes fenotipos dependendo do isolado, do hospedeiro
(susceptivel ou resistente), local de inoculacdo e outros fatores. A estrutura
tridimensional da MEC tem forte influéncia sobre o fendtipo da doenca e também
em relagéo a resposta as citocinas. P. brasiliensis tem a capacidade de espalhar-
se do foco primario, invadir o sangue e o0s vasos linfaticos, sendo transportado
através dos vasos para entdo disseminar-se para outras partes do organismo. A
capacidade de diferentes fungos aderirem a uma variedade de superficies do
hospedeiro e componentes da MEC é um importante fator na patogénese da
micose (MENDES-GIANNINI et al., 2000). Assim, o modelo de culturas celulares
estuda os mecanismos envolvidos desde o contato inicial de P. brasiliensis até os
eventos que culminam em sua entrada e saida da célula. Mendes-Giannini et al.
(1994) verificaram que o isolado 113 de P. brasiliensis foi capaz de aderir e
invadir células epiteliais de linhagem continua, sem tratamento prévio. Hanna et
al. (2000) verificaram que diferentes isolados apresentaram graus de ades&do
distintos, sendo o isolado Pb 18 mais aderente. Assim diferentes estudos foram
realizados para avaliar a habilidade de P. brasiliensis se ligar as células Vero e
A549, bem como a proteinas da MEC e induzir alteracdes do citoesqueleto
(MENDES-GIANNINI et al., 2008). Em outro estudo verificaram que inicialmente
pequenos brotos estavam aderidos as células, mudando aparentemente sua
morfologia e, apO6s algum tempo, estruturas esféricas foram observadas no
citoplasma, com aparente migracdo para o nucleo (MENDES-GIANNINI et al.,
1994).

Portanto, a adesdo de P. brasiliensis as células epiteliais e alveolares
constitui-se em campo importante de estudo referente aos passos iniciais de
contato deste fungo com o hospedeiro, considerando que P. brasiliensis tem
capacidade de invadir células Vero e o fenbmeno de aderéncia é variavel,
dependendo do isolado (MENDES-GIANNINI et al., 2008).

2.3.2 Invasao de P. brasiliensis

O primeiro passo durante uma infeccdo é a adeséo do fungo a superficie da

célula hospedeira, para entédo ocorrer invasao e proliferacdo do mesmo. A adesédo
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de P. brasiliensis as células promove alteracbes nas membranas celulares,
observadas ao redor da é&rea de adesdo e com presenca de cavitacdes
circunscritas ao redor do elemento fangico, resultantes provavelmente de seus
produtos extracelulares. Formas caracteristicas do fungo e na forma de
protoplasto foram observadas no interior da célula apds 24 horas de incubacao.
Alguns fungos foram observados numa forma circunscrita dentro de um vacuolo,
sugerindo processo de fagocitose (HANNA et al., 2000; MONTEIRO DA SILVA et
al., 2001). P. brasiliensis ndo é um parasito essencialmente intracelular (TUDER
et al.,1985), mas apresenta capacidade de invadir células epiteliais. A presenca
de P. brasiliensis no citoplasma de células epiteliais humanas foi verificada e esta
ocorréncia estaria provavelmente relacionada ao mecanismo de escape do
sistema imune do hospedeiro (De BRITO et al., 1973; MENDES-GIANNINI et al.,
2000). Monteiro da Silva (2004) verificou que P. brasiliensis é capaz de invadir
células epiteliais A549 e que apés sua entrada, a estrutura do citoesqueleto das
células se torna alterada, interferindo nos aspectos morfolégicos da actina,
tubulina e citoqueratina. Assim, o tratamento das mesmas com citocalasina D e
colchicina reduziu a invasdo, indicando a participacdo funcional dos
microfilamentos e microtibulos no processo de invasdao (MONTEIRO DA SILVA et
al., 2007; MENDES-GIANNINI et al.,, 2004). O mesmo aconteceu apos a
internalizacdo do virus do oeste do Nilo por células Vero, em que Chu et al.
(2004) verificaram que os filamentos de actina e microtubulos estdo envolvidos no
trafego de vesiculas, assim os filamentos de actina estdo envolvidos no
brotamento inicial da vesicula e os microtubulos estdo envolvidos na manutencao

do tréfego endossomal do endossomo precoce para o endossomo tardio.

Em 1989, Brummer et al. analisaram a presenca de P. brasiliensis no interior
de macrdéfagos residentes, peritoneais e pulmonares, indicando que estes nédo sao
capazes de efetuar a digestdo do fungo internalizado e que esta sé ocorre apos
ativacao por linfocinas desses macrofagos. Também foi sugerido que in vivo, apos
sua ingestdo por macrofagos, P. brasiliensis provavelmente multiplica-se no
interior dos macrofagos ndo-ativados e quando os macréfagos estdo ativados o
fungo é destruido (BRUMMER et al., 1990). Assim, P. brasiliensis ja foi observado
tanto no interior dos macrofagos como em células epiteliais in vivo e in vitro (De
BRITO et al., 1973; HANNA et al., 2000).
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2.3.3 Via endocitica

Endocitose é um processo celular basico que é utilizado pelas células para
internalizar uma variedade de moléculas (MAYOR; PAGANO, 2007).
Macromoléculas e grandes estruturas entram nas células por endocitose, a qual é
definida como invaginagdo de uma por¢cdo da membrana plasmatica contendo
proteinas e lipideos, e ligantes extracelulares e/ou moléculas sollveis. Ja ions e
pequenas moléculas, como aminoacidos e acucares, podem atravessar a
membrana através de canais. Diferentes tipos de endocitose foram descritos,
diferindo no tamanho da vesicula endocitica, tamanho da “carga” e do mecanismo
de formacdo da vesicula. Isto inclui fagocitose, macropinocitose, endocitose
mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e endocitose
independente de clatrina e caveolina (VEIGA; COSSART, 2006). A endocitose
independente de clatrina e caveolina pode ocorrer através das CLICs (Clathrin
and dynamin independent carriers), que € uma vesicula independente de clatrina
e dinamina, derivada da membrana plamatica. Algumas vias podem apresentar
rotas por compartimento intermediério, como 0S caveossomos ou endossomo
precoce (MAYOR; PAGANO, 2007), ou por proteina rica em glicosil-
fosfatidilinositol (GEEC — glycosyl phosphatidylinositol-anchored protein enriched
early endosomal compartments) (Figura 4).

Figura 4: Vias de entrada nas células (MAYOR; PAGANO, 2007).

7

O processo de fagocitose € restrito a fagocitos profissionais, neutrofilos,

macrofagos e células dendriticas, enquanto outros eventos de internalizacdo
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ocorrem em quase todos os tipos celulares (VEIGA; COSSART, 2006). Para o
processo de internalizagdo é necessario inicialmente o surgimento de uma
vesicula, que pode ser revestida por clatrina, que facilita o englobamento de
nutrientes e também muitos receptores de sinalizacdo apods sua ligacdo, mas
existe a endocitose independente de clatrina, com estruturas revestidas por
caveolina, nos casos de endocitose das células endoteliais. Existem dois outros
mecanismos estritamente dependentes da actina cortical que é a fagocitose e a
macropinocitose (DONALDSON et al., 2008). Na infec¢do das células HelLa por
Chlamydia trachomatis, foi observado que a mesma entra nas células por
endocitose mediada por clatrina, enquanto a mediada por caveolina, a fagocitose
e a macropinocitose néo participariam deste evento (HYBISKE; STEFHENS,

2007).

Em 2004, Monteiro da Silva verificou que P. brasiliensis é capaz de invadir
células epiteliais Vero e A549 e que apdés sua entrada, a estrutura do
citoesqueleto das células sofreu alteracdes, interferindo nos aspectos
morfolégicos da actina, tubulina e citoqueratina. O tratamento com citocalasina D
e colchicina reduziu a invaséo, indicando a participacdo funcional dos
microfilamentos e microtibulos neste mecanismo (MONTEIRO DA SILVA et al.,
2007; MENDES-GIANNINI et al., 2004). Chu et al. (2004) analisaram a
internalizacao do virus do oeste do Nilo, em que verificaram que os filamentos de
actina e microtibulos estdo envolvidos no trdfego de vesiculas. Assim, os
filamentos de actina estdo envolvidos no “engolfamento” inicial e os microtabulos
estdo envolvidos na manutencdo do trafego endossomal entre endossomo
precoce e tardio (GIRAO et al., 2008).

A entrada de diferentes microrganismos nas células desencadeia eventos
de sinalizacdo por diferentes vias, dependendo do microrganismo. Muitos
microrganismos invadem as células e estimulam proteinas tirosina-quinases, que
sdo proteinas que desencadeiam uma cascata de fosforilagbes e transmitem
sinais ao nucleo. Essas proteinas fosforiladas promovem na célula hospedeira o
rearranjo de microfilamentos e atuam no processo de endocitose (BARBIERI et
al., 2004). Belanger et al. (2002) verificaram que a fosforilagcdo das proteinas de
80 e 82 kDa de células endoteliais, foi bloqueada quase completamente por dois

inibidores de tirosina-quinases (genisteina e tirfostina 47), reduzindo assim a
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endocitose de Candida albicans. Eles sugeriram que essa inibicdo incompleta
pode ocorrer devido as mdultiplas vias de transducdo de sinal que regulam a
endocitose de C. albicans.

Monteiro da Silva et al. (2007) avaliaram a necessidade da fosforilagdo da
tirosina-quinase, tanto em P. brasiliensis como nas células epiteliais, durante o
processo de invasdo. Quando as células foram tratadas com genisteina, ocorreu
inibicdo significativa da invasao flngica, o mesmo nao ocorreu quando o fungo foi
tratado, concluindo que a via de sinalizacdo nas células epiteliais, envolvendo o
receptor de tirosina-quinase, € necessdaria para possibilitar a invasdo de P.
brasiliensis. Além dos fungos, outros microrganismos também necessitam da
atividade das proteinas tirosina-quinases para a invasao de células hospedeiras.

Muitos microrganismos patogénicos podem invadir células eucaribticas e
utilizar este ambiente para se multiplicar ou escapar da resposta imune do
hospedeiro. Fagdcitos profissionais e células normalmente ndo fagociticas, como
epiteliais e endoteliais podem ser invadidas. Quando os microrganismos sdo
fagocitados, tanto podem ser destruidos, como também desenvolver diferentes
estratégias que permitam sua replicacdo e sobrevivéncia no interior de células
fagociticas ou néo fagociticas (FINLAY; FALKOW, 1997). Recentemente, Alvarez
e Casadevall (2007) verificaram que macrofagos infectados com Cryptococcus
transferem a levedura para outros macréfagos ndao-infectados, processo
aparentemente mediado por actina. Esse mecanismo de transferéncia protege o
fungo da acdo de compostos antimicrobianos e mesmo da resposta imune do
hospedeiro. Assim € possivel que a disseminacdo da infecgdo ocorra através
desse mecanismo.

A via endocitica apresenta varias rotas entre a membrana plasmatica,
endossomo, lisossomo e complexo de Golgi. Assim, logo depois da
internalizacao, as vesiculas de transporte ligadas a membrana fundem-se com o
endossomo precoce, enquanto que os ligantes internalizados, como proteinas e
lipideos de membrana retornam para a membrana, ou séo transportados para o
endossomo tardio e lisossomo para a degradacao final (GRUENBERG, 2003).

Rabs sdo pequenas GTPases, enzimas que convertem GTP (5 -Trifosfato
de guanosina) a GDP (difosfato de guanosina), da superfamilia Ras, que
orquestram a sequéncia dos eventos de fusdo. Apresentam trocas moleculares,

passando pelo estado inativo (GDP ligada) e ativo (GTP ligada) (ZERIAL,
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McBRIDE, 2001) (Figura 5). Rabs sao proteinas utilizadas como marcadores da
via fagolisossomal, assim como as proteinas de membrana associadas ao
lisossomo (LAMPs) e outras proteinas presentes na membrana lisossomal.
LAMPs e proteina integral de membrana lisossomal (LIMPS) representam mais de
50% das proteinas de endossomo tardio e lisossomo (MARSH et al., 1987).
Considerando o trdfego de membrana, Rab GTPases e suas proteinas efetoras
divalentes, por exemplo EEAl (antigeno de endossomo precoce 1), estdo
implicadas na selecdo da carga, brotamento, motilidade, fusdo da vesicula e
funcdo das organelas (ZERIAL; McBRIDE, 2001). Rabs individuais estao
localizadas em diferentes organelas da via endocitica e secretoria, definindo os
compartimentos. No entanto, um significante grau de co-localizagc&o ocorre dentro
de algumas organelas, por exemplo, endossomo precoce séo ricos em dominios
Rab5 e Rab4, com uma pequena taxa de regibes Rabll positivas
(MIACZYNSKA; ZERIAL, 2002). Enquanto, endossomos tardios sao
caracterizados pela presenca de Rab7 e Rab9, as quais controlam o transporte
entre endossomo precoce e tardio e governam a formacéo de transportadores
destinados ao complexo de Golgi, respectivamente (RODMAN; WANDINGER-
NESS, 2000).

GTP
hydrolysis

Figura 5: Funcdo da Rab GTPases (ALBERTS, 2004).
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Diferentes patdgenos desenvolveram estratégias bem-sucedidas que
permitem a sobrevivéncia e replicacdo dentro da ceélula hospedeira. Shigella
flexneri, Listeria monocytogenes e Rickettsiae sp dissolvem a ligagdo membrana-
vacuolo apos a entrada e assim tém acesso direto ao citoplasma rico em
nutrientes. Alguns organismos como a Coxiella burnetii apresentam mecanismos
gue permitem sua sobrevivéncia aos agentes bactericidas liberados pela célula
hospedeira no fagolisossomo e assim podem crescer no ambiente lisossomal.
Outros organismos como Salmonella, Mycobacterium e Legionella utilizam
mecanismos que evitam ou inibem alvos de internalizacdo da bactéria pela fusdo
da via fagolisossomo, no entanto ndo tem sido estabelecido o0 mecanismo comum
utilizado por esses microrganismos (FINLAY; FALKOW, 1997; AMER,
SWANSON, 2002). Outro exemplo é a Neisseria gonorrhoeae, que produz uma
protease IgAl1 que cliva proteinas LAMPs na forma glicosilada, estas, por
apresentarem sitio de clivagem, sdo degradadas. Portanto, o fato da Neisseria
produzir IgA1l pode possibilitar o mecanismo de escape do fagossomo para o
citoplasma da célula epitelial (HAUCK; MEYER, 1997; NIKULIN et al., 2006).

Assim muitos patdgenos bacterianos intracelulares criam estratégias de
crescimento e sobrevivéncia dentro da célula hospedeira. Os organismos
intracelulares podem n&o apenas se replicar, mas também desenvolver
mecanismos especificos de escape da célula hospedeira. Aparentemente, existe
uma correlacdo direta entre o crescimento intracelular bem sucedido e viruléncia
(FINLAY; FALKOW, 1997).

Além disso, essas proteinas da via endocitica de células fagociticas e nao
fagociticas, também sé@o encontradas nos microrganismos, como a Rab7 que foi
observada na via endocitica do metazoario Paramecium (SURMACZ et al., 2003).
A via endocitica em leveduras (PORCARO et al., 2003) e fungos filamentosos
como Aspergillus nidulans (PENALVA, 2005; ABENZA et al., 2008) e Ustilago
maydis (FUCHS; STEINBERG, 2005) também foi estudada.

P. brasiliensis, quando infecta pulmdes de camundongo, ocasiona uma
reacao inflamatoria, e este infiltrado é composto principalmente por neutrdfilos,
macrofagos, poucos eosindfilos e linfécitos (KEER et al., 1988). A interacao de
macrofagos alveolares com P. brasiliensis resulta em niveis de citocinas
suficientes para regular moléculas de adeséo celular como ICAM-1(molécula de

adesao intercelular), VCAM-1 (molécula de ades&o celular vascular), que
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interagem com LFA-1 (antigeno 1 associado a fung¢do de linfocitos) e Mac-1
(antigen 1 macrophages) que participam da patogénese da doenca (GONZALEZ
et al.,, 2005b). Em 2002, Popi et al., verificaram que P. brasiliensis modula a
fagocitose através da interacdo de suas proteinas de superficie com receptores
homologos na superficie de macrofagos. Assim, como a gp43 € o principal
antigeno secretado por este fungo, esta participa do engolfamento do fungo por
macrofagos via receptor de manose. Quando a mesma foi colocada em contato
com macroéfagos, ocorreu diminuicdo da fagocitose de acordo com o aumento da
concentracdo de gp43. Como os macréfagos sdo os pivés da infeccéo fungica, é
importante considerar que a gp43 estaria envolvida no mecanismo de evasao do
fungo para facilitar a sua implantacdo nos tecidos do hospedeiro na infeccéo
primaria. Ja em 2006, Jimenez et al. verificaram que a opsonizacdo de P.
brasiliensis por complemento, aumentava a porcentagem de fagocitose pelas
linhagens de macrofagos resistentes e susceptiveis a infeccdo. Quando os
macréfagos foram tratados com anti-receptor 3 complemento (CR3), a fagocitose
diminuiu. A opsonizacdo aumentou a porcentagem de fagocitose de P. brasiliensis
por macréfagos, mas o mesmo ndo acontece com Cryptococcus, como observado
por Giles et al. (2007).

Wasylnka e Moore (2003) estudaram a fagocitose de conidios de
Aspergillus fumigatus, utilizando linhagem de células J774 (macrofagos) e A549
(células epiteliais ndo fagociticas). Estes autores marcaram endossomo precoce
com anticorpo anti-receptor de transferrina (CD71) e lisossomo com anticorpos
anti-LAMP-1. Essa avaliacdo foi realizada por 25, 45 e 120 minutos. Apds 25
minutos, observaram a co-localiza¢ao de conidios em fagossomos CD71 positivos
e com 120 minutos apos infecgdo, foram observados conidios em fagossomos
LAMP-1 positivos. Concluindo assim que, os conidios de A. fumigatus s&o
internalizados pelos dois tipos celulares e que, os fagossomos contendo o0s
conidios fundem-se rapidamente com endossomo tardio/lisossomo e que a
passagem através da rede endossomal de células J774 foi mais rapida e mais de
99% dos conidios foram mortos em 12 horas apos a infeccdo. No entanto, em
contraste as células J774, um significante numero de conidios sobreviveu e
germinou em fagossomos acidos das células A549. A fagocitose de conidios de
A. fumigatus requer a polimerizacdo de actina, a atividade de fosfatidilinositol 3-
quinase e tirosina quinase (IBRAHIM-GRANET et al., 2003; LUTHER et al., 2008).
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Na infeccdo de células HelLa pelos virus do oeste do Nilo e virus da dengue, a
entrada do virus apresentou-se reduzida, quando o gene para Rab5 foi silenciado
com RNA de interferéncia, demonstrando que somente 20% das células foram
permissivas a infeccdo, e 0 mesmo n&o aconteceu com o silenciamento de Rab7.
Assim concluiram que, os virus do oeste do Nilo e o da dengue entram nas
células Hela através de endocitose mediada por clatrina e apds a endocitose,
ambos os virus necessitam serem transportados para endossomo precoce, mas
nao tardio, em pH &acido (KRISHNAN et al., 2007).

Os mecanismos de escape de microrganismos patogénicos na célula
hospedeira compreendem uma série de eventos de sinalizacdo, possibilitando a
propagacdo do microrganismo. O estudo da biogénese do fagolisossomo é
fundamental para a maior compreensao de como 0s microrganismos invadem as
células do hospedeiro, sédo fagocitados ou forcam sua prépria fagocitose como
mecanismo de escape. Estudos prévios demonstraram que alguns patégenos
dependem da via de sinalizacdo de fosfolipidios de membrana, através do
fosfatidilinositol 3-quinase, para a regulacdo da via fagolisossomal. Quando
fibroblastos de camundongo foram tratados com wortmanina e infectados com
Trypanosoma cruzi, 0 numero de parasitas apresentava-se reduzido quando
comparado com células nao tratadas com este inibidor, e apds a infeccéo, formas
tripomastigotas nao foram detectadas no compartimento lisossomal, avaliado
através da expressdo de LAMP-1 (ANDRADE; ANDREWS; 2004). Assim, o
receptor especifico que o patdégeno utiliza para invadir células epiteliais ou ser
fagocitado, pode afetar significantemente na localizacéo intracelular da vesicula
que envolve o patdégeno (FINLAY; FALKOW, 1997).

A via endocitica também depende de proteinas que garantem a
seletividade do transporte e o ancoramento de vesiculas contendo a carga
endocitada e isto acontece de maneira especifica. As proteinas da familia Rab
sdo membros da familia de GTPases que fornecem a for¢ca necessaria para que a
vesicula endocitica, ancorada préxima da membrana alvo, possa captar energia
da hidrélise de GTP necessaria a fusdo das membranas e liberacdo da carga
(ALBERTS et al, 2004). Legionella pneumophila impede o recrutamento de Rab5
e sua ativacdo na membrana fagossomal, sendo que esta ativagdo ocorre atraves
gene dot/lcm (sistema de secrecado tipo IV), que ativa caspase-3, que cliva

rabaptina-5, uma molécula efetora de Rab5, resultando na dissociacdo de Rab5
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do endossomo e consequentemente ndo ocorre a formag¢do do endossomo tardio
e a L. pneumophila consegue se replicar no endossomo precoce e evadir-se da
degradacédo lisossomal (SANTIC; KWAIK, 2006). Batista et al. (2006)
caracterizaram a expressédo de Rab5a, uma isoforma de Rab5, em cardiomiocitos
infectados e nédo infectados com T. cruzi. A expressao e localizacdo de Rab5a
foram realizadas através de diferentes metodologias, como microscopia confocal
a laser, western blotting e citometria de fluxo. As andlises, qualitativa e
guantitativa, mostraram que a expressdao de Rab5a nado foi alterada em
cardiomiécitos depois da invasao por T. cruzi. No entanto, a analise da expresséo
de EEA1 (antigeno de endossomo precoce 1) mostrou uma reducéo de 86% para
aproximadamente 20% em células infectadas, podendo contribuir para alteracéo
no brotamento e transporte da vesicula e eventos de fusdo de endossomo
precoce.

P. brasiliensis pode aderir e invadir células epiteliais, aparecendo em uma
forma circunscrita dentro de um vacuolo, sugerindo processo de fagocitose. No
entanto, este evento ainda ndo foi amplamente estudado. A compreensédo do
mecanismo de escape fagolisossomal de um microrganismo é de extrema
relevancia para que se possa futuramente, na tentativa de circunscrever a

infeccéo, encontrar novos alvos para drogas.



33

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a expresséo de proteinas de jungbes e ancoramento, bem como
Identificar a rota endossomol/lisossomo que P. brasiliensis realizada apés a
adesdo e invasao de células epiteliais A549 e macréfagos AMJ2-C11 e verificar

as alteracfes na via endocitica que promovem sua saida.

3.2 Metas Especificas

3.2.1 Determinar a co-localizacdo de P. brasiliensis dentro de fagossomos
formados em células epiteliais A549 e macréfagos AMJ2-C11, determinando as

proteinas endossomais/lisossomais envolvidas;

3.2.2 Verificar a expressdo de proteinas de juncdes e ancoramento no fungo e

nas células.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo

Foi empregado o isolado 18 de P. brasiliensis (Pb) na fase leveduriforme,
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Vera Calich. Este foi obtido de caso de
paracoccidioidomicose no Brasil. Durante a realizagdo deste trabalho, o isolado
havia sido recentemente isolado de animal e foi mantido em meio de Fava Netto

em estufa a 35°C e repicado a cada 3-4 dias.

4.2 Preparacédo de anticorpos anti - P. brasiliensis

4.2.1 Extrato cell-free

Este extrato foi obtido com o isolado 18, na fase leveduriforme. Cerca de
300mg de crescimento com 3-4 dias em meio Fava Netto foram adicionados em 1
mL de tampé&o salina-fosfato (PBS), pH 7,4 0,01M estéril. Esta mistura foi agitada
em vortex por 30 segundos e centrifugada a 400 x g por 1 minuto. O
sobrenadante (antigeno cell-free) foi retirado, aliquotado e armazenado a —20°C.
A concentracdo proteica foi quantificada pelo método de Lowry et al. (1951) e em
seguida a amostra foi avaliada por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970; STUDIER,
1973).

4.2.2 Producéao de anticorpos policlonais anti-cell free

4.2.2.1 Soro anti-cell-free de P. brasiliensis

Soro anti-cell-free de P. brasiliensis foi produzido a partir do antigeno cell-
free do isolado 18. Quantidades de 0,2; 0,5; 0,7 e 1,0 mL do antigeno (500ug/mL)
foram inoculados intradermicamente em coelho, intercaladas as inoculagdes a
cada quatro dias, sendo que nas duas primeiras a suspensao foi emulsificada
com adjuvante incompleto de Freund. Decorridos 15 dias da ultima inoculacéo,
uma sangria de prova foi realizada e a avaliacdo do titulo de anticorpos foi feita

através da técnica de imunoblot. Em seguida, foram feitas quatro doses de reforgo
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de 1,0 mL cada, em um intervalo de 15 dias de cada aplicagéo. Nova sangria de
prova foi realizada e apés 15 dias da ultima inoculacdo a sangria total. O anti-soro
obtido foi precipitado com sulfato de amonio, dializado e aliquotado e estocado a
—70°C.

4.3 Cultura Celular

4.3.1 Cultura de células epiteliais

Neste estudo, foi utilizada linhagem de células epiteliais respiratérias -
pneumacitos tipo Il (A549). Estas foram cultivadas em garrafas plasticas contendo
meio Ham-F12 suplementados com soro fetal bovino (SFB) 10% e antibidticos, e
mantidos a temperatura de 36,5°C.

Decorridos 3 a 4 dias, as garrafas de células foram submetidas a
tripsinizacdo. Para isso, a monocamada formada foi lavada com PBS 0,05 M, pH
7.2 estéril e, apds lavagem, este foi desprezado para entdo acrescentar 1 mL de
ATV-solucao de tripsina 0,2% e EDTA 0,02% (Adolfo Lutz). Seguidos 1-2 minutos,
as células foram homogeneizadas com volumes variados do meio Ham-F12
acrescido de SFB. Nesta etapa, a tripsina (ATV) foi neutralizada pelo SFB
presente no meio de cultura. O volume total da suspensao celular obtido foi
transferido para outras garrafas, de modo a se obter uma concentracao celular de

10° células/ mL.

4.3.2 Cultura de macréfagos

Foi utilizada linhagem de macrofagos alveolares de camundongo (AMJ2-
C11) (Banco de Células do Rio de Janeiro). Estes foram cultivados em garrafas
plasticas, em meio DMEM (Sigma) suplementados com soro fetal bovino (SFB)
10% e antibidticos, e mantidos a temperatura de 36,5 °C.

Decorridos 3 a 4 dias, as garrafas de células foram submetidas a
tripsinizacdo. Para isso, a monocamada formada foi lavada com PBS 0,05 M, pH
7.2 estéril e, apds lavagem, este foi desprezado para entdo acrescentar 1mL de
ATV-solucao de tripsina 0,2% e EDTA 0,02% (Adolfo Lutz). Seguidos 1-2 minutos,

as celulas foram homogeneizadas com volumes variados do meio DMEM
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acrescido de SFB. Nesta etapa, a tripsina (ATV) foi neutralizada pelo SFB
presente no meio de cultura. O volume total da suspensao celular obtido foi
transferido para outras garrafas, de modo a se obter uma concentracao celular de

10° células/ mL.

4.4. Infeccao de células epiteliais e macrofagos por P. brasiliensis

Os ensaios de infeccdo foram realizados em placas de 24 orificios
contendo no interior uma laminula redonda 13 mm. Para os ensaios foi utilizada
uma suspensdo celular padronizada de 3 x 10* células/mL. Assim, apds a
tripsinizacdo e homogeneizagdo da suspensao celular, 0,2 mL desta foi retirada
da garrafa, e diluida em 1,8 mL de meio de cultivo (Ham-F12) e entdo foi
realizada a contagem das células em hemocitbmetro, para que, através de
diluicdes adequadas, fosse ajustada a concentracdo desejada. Ao término desta
etapa, 0,5 mL dessa suspensdo de células foi dispensada em cada orificio da
placa e esta incubada a 36,5° C por 48h, para que a monocamada celular fosse
formada sobre a laminula, e a partir dai, pudessem ser utilizadas para a avaliagdo
da via fagolisossomal. As laminulas com as células epiteliais e macréfagos foram
infectadas e incubadas a 36,5°C por 5h, para avaliar a capacidade de adeséo de
P. brasiliensis. As laminulas foram coradas por Giemsa e observadas em
microscopio Optico para avaliacdo da quantidade de fungos e determinacdo da
capacidade de infeccdo do isolado & monocamada de células epiteliais. Apos a
infeccdo das células epiteliais e macrofagos, as laminulas foram coradas pela
coloragcdo de Gram para verificar a presenca de bactérias.

4.4.1 Preparo e padronizacédo do indculo

P. brasiliensis foi cultivado em meio Fava Netto durante trés dias, a 35°C.
Foi adicionado a uma quantidade suficiente de PBS estéril, quantidade de fungo
para obtencdo de uma suspensdo turva e homogénea, correspondente a 1x10°
células/ mL, de acordo com a escala de MacFarland e ajustada também através
de leitura em espectrofotometro (D.O.s50nm = 0,5).

Apbs a formacado do tapete celular sobre as laminulas contidas na placa de

24 orificios, por aproximadamente de 48h, o sobrenadante foi desprezado e as
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células lavadas por 3 vezes com 1mL cada de PBS 0,05 M, pH 7.2 estéril. Em
seguida, cada poco foi inoculado com 500uL da suspenséo padronizada de P.
brasiliensis em PBS e entdo acrescentado 500uL de meio de cultivo e em outros
pocos foram acrescidos apenas de 1,0 mL de meio de cultivo. A seguir, as células
infectadas e ndo-infectadas foram incubadas em estufa a 36,5°C, em diferentes

periodos de tempo.

4.4.2 Periodos de infeccéo

O periodo de infeccdo com as células epiteliais A549 foi empregado de
acordo com Monteiro da Silva (2004). A infeccdo das células epiteliais por P.
brasiliensis foi avaliada em diferentes intervalos de tempo, como 3, 5, 8 e 24h e

os macrofagos foram avaliados nos intervalos de 3, 5, 10 e 24h.

4.4.3 Reacao de Imunofluorescéncia

Foi realizada a imunofluorescéncia com as laminulas preparadas com
monocamada de células epiteliais e macrofagos infectados com P. brasiliensis por
um periodo de 3, 5, 8, 24 e 3, 5, 10 e 24h, respectivamente. O uso de dois
fluoréforos possibilitou a observacao do fungo intra e extracelular e das proteinas
celular, como descrito por Heesemann e Laufs (1985).

A reacdo dupla foi realizada com anticorpo primario anti-cell-free (Pb 18)
para a marcagdo do fungo e anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado
com Alexa Fluor® 594 (Molecular Probe) e para a observacdo das proteinas de
juncdes, ancoramento e marcadores da via fagolisossomal celular foi utilizado
anticorpo secundario anti-lgG  conjugado com Alexa Fluor® 488 (Molecular
Probe). Para as proteinas de juncdo e ancoramento celular, foi realizada apenas
imunofluorescéncia simples com 0 anticorpo primario e seu respectivo anticorpo
secundario.

As laminulas contendo a monocamada de células infectadas com P.
brasiliensis foram permeabilizadas com Triton X-100 0,5% em PBS e incubadas a
temperatura ambiente por 30 min. Apés lavagens em PBS-Tween-20 0,25%
(PBS-T) gelado, foram incubadas com solucao de bloqueio (BSA 2,5% (Sigma) +
leite Molico desnatado® 1% + Soro fetal bovino 8%) (FERNANDES DA SILVA,
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1998) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apés o periodo de incubacdo, a
solucdo de bloqueio foi desprezada e entdo foi adicionado o anticorpo primario
anti-cell-free do isolado de Pb18 (diluido 1:50 em PBS) por uma hora a 37°C.
ApoOs novas lavagens com PBS-T gelado, as laminulas foram incubadas com anti-
IgG de coelho conjugado com Alexa Fluor® 594 (diluido 1:300 em PBS) por uma
hora a 37°C. Apds novas lavagens com PBS-T foi realizada a incubacdo com
anticorpo primario utilizado, como descrito na tabela 1, por 1h a 37°C e o
anticorpo secundario anti-lgG, por 30 minutos a 37°C. Apds novas lavagens com
PBS-T gelado, as laminulas foram montadas com anti-fading (p-
phenylenediamine (Sigma)/ glicerol/ PBS 0.01M pH 8.6) e as imagens foram
analisadas por microscopia confocal a laser (LSM 510 — META, Zeiss). Na tabela
1 estdo descritos 0s anticorpos e seus respectivos titulos e origem empregados

neste trabalho.
4.5 Imunomarcacdao das proteinas celulares
4.5.1 Proteinas de juncdes celulares

Foram utilizados anticorpos para marcar proteinas de jungbes oclusivas
(anti-claudina-1, anti-claudina-4 e anti-ocludina) e anticorpo secundario anti-IgG
de cabra Alexa Fluor® 488. Para imunomarcacao de juncao aderente foi utilizado
anticorpo anti-E-caderina, com anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor®
594 e para marcacdo das juncdes comunicantes foi utilizado anticorpo anti-
conexina 43 e anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor® 488.

4 5.2 Proteinas de ancoramento intracelular

Foram utilizados anticorpos primarios anti-talina e anti-vinculina e anticorpo

secundario conjugado com Alexa Fluor® 594.

4.5.3 Proteinas da via endocitica

Foram utilizados anticorpos para marcar a via endocitica. Para endossomo

precoce foi utilizado soro anti-clatrina, para endossomo tardio foi utilizado soro
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anti-Rab7 e para lisossomo, soro anti-LAMP-1. Os anticorpos secundarios
utilizados foram anti-lgG conjugado Alexa Fluor® 488 e anti-lgG conjugado com
Alexa Fluor® 594.

T abela 1: Anticorpos utilizados nas reac6es de imunofluorescéncia.

Anticorpos Titulo dos | Origem dos anticorpos Marca
anticorpos

Claudina-1 1/100 Monoclonal cabra Santa Cruz

Claudina-4 1/100 Monoclonal cabra Santa Cruz

Ocludina 1/100 Monoclonal cabra Santa Cruz

E-Caderina 1/50 Policlonal coelho Santa Cruz

Conexina 43 1/50 Monoclonal camundongo Santa Cruz

Talina 1/50 Policlonal coelho Santa Cruz

Vinculina 1/50 Policlonal coelho Santa Cruz

Rab7 1/100 Monoclonal camundongo Sigma

LAMP-1 1/100 Monoclonal camundongo BD

Clatrina 1/50 Policlonal cabra Santa Cruz

Alexa Fluor® | 1/400 Camundongo e Cabra Molecular Probe

488

Alexa Fluor® | 1/300 Coelho Molecular Probe

594

4.6 Imunoblot

As células epiteliais e macrofagos foram cultivados em garrafas de cultura
contendo meio Ham-F12 e DMEM, respectivamente e acrescido de soro fetal
bovino 10% e antibidticos. Apds a confluéncia do tapete celular, o sobrenadante
foi removido e as células lavadas com 1mL de PBS 0,05M pH 7,2 estéril. Em
seguida, a garrafa foi inoculada com suspenséo padronizada de P. brasiliensis em
PBS e meio de cultivo Ham-F12 ou DMEM. Foram testados os periodos de
infeccdo de 3, 5, 8 e 24 horas para as células epiteliais A549 e 3, 5, 10 e 24h para
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macrofagos. Para cada um dos testes, foram também cultivadas garrafas com
células ndo-infectadas e em outras foram colocadas somente o fungo e o meio de
cultura das respectivas células para controle do experimento.

Apo6s os periodos de infecgdo, as células foram lavadas com PBS 0,05 M
pH 7,2 para eliminacdo das células fungicas ndo aderentes as culturas celulares,
o mesmo foi realizado para as células ndo-infectadas. Apdés o periodo de
infeccdo, as células infectadas e néo-infectadas e o fungo foram removidos da
garrafa com tampao de lise (100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,1 M NaCl, 2 mM EDTA,
1% contendo 1 mM (PMSF) fenilmetilsufonil Fluoreto). O lisado foi centrifugado
por 10min/ 17500 x g 4°C. Apés a centrifugacdo, o pellet foi separado do
sobrenadante e com este, estimada a quantidade de proteinas pelo método de
Lowry et al. (1951). A eletroforese foi realizada com 174ug/ mL de proteinas para
as células A549 e 208 ug/ mL para os macréfagos. O sobrenadante das células,
juntamente com 80uL do controle positivo, lisado de cérebro de rato (BD), foram
submetidos ao SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970; STUDIER, 1973) e transferido para
membrana de nitrocelulose para a realizagdo da técnica de imunoblot, conforme
descrito por TOWBIN et al. (1979). A membrana entéo foi corada por Ponceau S
(0,5% p/v em 5% v/v de acido acético) para a localizacdo das bandas protéicas
transferidas.

Assim, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% em PBS,
por 4 horas, lavadas trés vezes com PBS-T e incubadas por 1h a temperatura
ambiente com o anticorpo primario, diluido em leite Molico® desnatado 1% em
PBS. ApOs a incubagdo foram realizadas novas lavagens com PBS-T e a
membrana incubada a temperatura ambiente com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (Sigma) diluido 1/50 em leite 1% em PBS. Apoés a
incubacdo foram realizadas novas lavagens e a membrana preparada para
revelacdo com “Enhance chemiluminescence” (ECL™) (TrisHCI 1M pH 8,5/
luminol/ &cido cumarico) e entdo foi colocada em contato com o filme de raio-X
(Tabela 2).
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Anticorpos | Titulo dos | Marca Origem Massa
anticorpos Molecular
primario

EEA1 1/10 BD camundongo | 180 kDa

Rab5 1/25 Santa Cruz | Camundongo | 25 kDa

Rab7 1/20 Sigma Camundongo | 25 kDa

LAMP-1 1/10 BD Camundongo | 120 kDa

4.7 Imunomarcacdao de P. brasiliensis

Foi realizada uma suspensdo de P. brasiliensis na escala 0,5 de

MacFarland, e esta colocada em contato com meio de cultura DMEM (v/v) e

incubadas por 3h em estufa a 37°C. Apos a incubacéo, o fungo foi centrifugado a

12000 x g/ 4°C/ 5min e entdo adicionado 200uL de paraformaldeido 4% por 1h a

temperatura ambiente. Apds esse periodo, a suspensao foi lavada 3x com PBS,

centrifugando a cada lavagem. Apds as lavagens foi realizada a imunomarcacéao

com anti-clatrina, anti-Rab7 e anti-LAMP-1, e a reacéao foi realizada como descrito

anteriormente, sendo lavadas 3x com PBS a cada etapa da reacéo.
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5. Resultados

As proteinas de jungdes celulares e da via endocitica foram analisadas
pela técnica de imunofluorescéncia indireta com um ou dois marcadores e as da
via endocitica foram analisadas também por imunoblot.

Para as reacdes de imunofluorescéncia foram utilizados os conjugados
Alexa Fluor® 488 de cabra e camundongo e Alexa Fluor® 594, e para estes foram
realizados os controles com a omisséao dos anticorpos primarios anti-clatrina, anti-
LAMP-1 e anti-cell free, respectivamente. Assim, 0s controles ndo apresentaram

auto-fluorescéncia na auséncia do anticorpo primario (Figura 6).

Figura 6: Células epiteliais A549 - Controle dos anticorpos secundarios Alexa
Fluor®. A — Controle anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 de cabra. B —
Controle anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 de camundongo. C - Controle

anticorpo secundario Alexa Fluor® 594. Aumento 63x/1.4.

5.1 Imunomarcacédo das proteinas de jun¢des nas células A549

A imunomarcacao das proteinas de juncdes celulares foi realizada nas
células epiteliais A549 infectadas e ndo infectadas com P. brasiliensis. As
proteinas de jungbBes foram analisadas por imunofluorescéncia para juncdes
oclusivas, jungbBes aderentes, juncBes comunicantes e para proteinas de

ancoramento intracelular.
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5.1.1 Juncgdes Oclusivas

As juncgdes oclusivas foram imunomarcadas com anticorpos anti-claudina-
1, anti-claudina-4 e anti-ocludina nas células epiteliais A549 infectadas e nao
infectadas com P. brasiliensis por um periodo de 5h. Apenas o fungo em contato
com as células epiteliais A549 demonstrou expressdo de claudina-1, como
demonstrado na figura 7. As demais foram n&do reagentes nas condi¢cdes

empregadas.

Figura 7: Células A549 marcadas com soro anti-claudina e conjugado marcado
com Alexa Fluor® 488. A — Células epiteliais A549 ndo-infectadas. B — Células

epiteliais A549 infectadas por 5h com P. brasiliensis. Aumento 63x/1.4.

5.1.2 Jungdes Aderentes

As células A549 infectadas e néo-infectadas com P. brasiliensis por um
periodo de 5h foram imunomarcadas com anticorpo primério anti-E-caderina
(Figura 8). A expressao desta proteina foi de forma difusa pelo citoplasma das
células A549 infectadas e néo-infectadas. Além disso, também foi constatada a
expressdo de E-caderina, aparentemente, na parede do fungo e na septacdo

entre as duas células fungicas, como demonstra a seta na figura 8C.



Figura 8: Células epiteliais A549 marcadas com soro anti-caderina e anticorpo
secundéario Alexa Fluor® 594. Células A549 infectadas (Cl) e ndo-infectadas
(CNI) por 5h com P. brasiliensis. A — CNI. B — Cl com P. brasiliensis. C — Cl com
P. brasiliensis (Normasky). D — CI com P. brasiliensis (Imagem 3D). E — CNI

(controle negativo — omisséo do anticorpo primario). Aumento 63x/1.4.

5.1.3 Jungdes Comunicantes

Para as juncbes comunicantes, as células epiteliais A549 infectadas com P.
brasiliensis por um periodo de 5h foram imunomarcadas com anticorpo primario
anti-conexina 43, mas nao foi evidenciada expressao de conexina 43 nas células

epiteliais A549 e no fungo.
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5.1.4 Proteina de ancoramento intracelular

As proteinas de ancoramento intracelular foram imunomarcadas com
anticorpo primario anti-talina e anti-vinculina nas células epiteliais A549 infectadas
e nao infectadas com P. brasiliensis por um periodo de 5h. As células A549
guando marcadas com anti-vinculina demonstraram expressao tanto nas células
infectadas como nas néo-infectadas, sendo distribuidas de forma difusa pelo
citoplasma, mas ndo evidenciada no fungo (Figura 9). As células epiteliais A549
guando marcadas com anti-talina também apresentaram o mesmo padrdo de
expressao que as marcadas com vinculina, de maneira difusa pelo citoplasma. No
entanto, foi observada a expressdo de talina no fungo, como demonstrado na
figura 10B.

Figura 9: Células epiteliais A549 marcadas com soro anti-vinculina e
conjugado Alexa Fluor® 594. Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e nao-
infectadas (CNI) com P. brasiliensis por 5h. A — CNI. B — CI. C - CNI

(controle negativo — omisséo do anticorpo primério). Aumento 63x/1.4.
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Figura 10: Células epiteliais A549 marcadas com soro anti-talina e conjugado
Alexa Fluor® 594. Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e ndo-infectadas por
5h com P. brasiliensis. A — CNI. B — CI. C - CNI (controle negativo — omissao

do anticorpo primario). Aumento 63x/1.4.

5.2 Imunomarcacédo das proteinas endossomais nas células epiteliais A549

infectadas e nao-infectadas com P. brasiliensis

Foi realizada imunofluorescéncia dupla e imunoblot das células epiteliais
A549 infectadas e nao-infectadas com P. brasiliensis nos periodos de infeccéo de
3, 5, 8 e 24h, com o objetivo de co-localizar o fungo junto a via endocitica e
também analisar a expressdo das proteinas endossomais. Na
imunofluorescéncia, as proteinas endossomais foram marcadas com anticorpo
primario (anti-Clatrina, anti-Rab7 e anti-LAMP-1) e anticorpo secundario anti-IgG
de cabra e camundongo conjugado com Alexa Fluor® 488 e o fungo P.
brasiliensis foi marcado com anticorpo anti-cell free e o anticorpo secundario anti-
IgG coelho conjugado com Alexa Fluor® 594. Para controle da reacao foi
realizada imunofluorescéncia das células epiteliais A549 nédo-infectadas, e como
controle negativo, foi omitido o anticorpo primario para as proteinas endossomais.

Para a técnica de imunoblot foi utilizado o lisado das células epiteliais A549
infectadas e ndo-infectadas, bem como o lisado da suspenséo fangica em meio
Ham-12, para demonstrar a diferenca na expressao de Rab5, EEAl, Rab7 e
LAMP-1 entre as células infectadas e ndo-infectadas, e também em relacdo a

expressao dessas proteinas no fungo.
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5.2.1 Endossomo precoce

5.2.1.1 Clatrina

Células epiteliais A549 infectadas e n&o infectadas por 24h com P.
brasiliensis foram imunomarcadas com anti-clatrina e ndo houve diferenca na
expressao de clatrina, sendo esta distribuida de forma difusa pelo citoplasma da
célula epitelial e também no fungo. Neste a expressao foi, aparentemente,

préximo a parede do fungo como demonstra a figura 11B.

Figurall: Células epiteliais A549 marcadas com soro anti-clatrina e conjugado
Alexa Fluor® 488. Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e ndo-infectadas (CNI)
com P. brasiliensis por 24h. A — CNI. B — CI com P. brasiliensis. C - Cl com P.
brasiliensis (Normasky) (Controle — omissdo anticorpo primario). Aumento
63x/1.4.

5.2.1.2 Rab5

A expressdo de Rab5 nas células epiteliais A549 e no fungo foi realizada
apenas pela técnica de imunoblot, nos tempos de infeccdo, de 5, 8 e 24h. A
analise do imunoblot ndo revelou diferencas na expressdo de Rab5 entre as
células infectadas e nao-infectadas e nao foi possivel observar a expressédo de

Rab5 pelo fungo através deste método (Figura 12). Aparentemente, ha diferenca
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de expresséo em funcéo do tempo.

25 kDa
5h

8h

24h

F CNI Cl

Figura 12: Reacdo de Imunoblot revelado com anticorpo anti- Rab5. F —
Fungo. CNI — Célula epitelial A549 ndo-infectada. Cl — Célula epitelial A549
infectada com o isolado 18 de P. brasiliensis.

5.2.1.2. EEAl

A reacao de imunoblot foi realizada para EEAL, tanto para o fungo, quanto
para as ceélulas A549 infectadas e nao-infectadas com P. brasiliensis por um
periodo de 5, 8 e 24h. Quanto as células epiteliais, ndo houve alteracdo no perfil
de expressdo de EEAL, ja no fungo nao foi possivel observar a expressao de

EEAL pela técnica de imunoblot como demonstrado na figura 13.
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Figura 13: Reagdo de Imunoblot revelado com anticorpo anti-EEA1. F — Fungo.

CNI — Célula epitelial A549 nao-infectada. Cl — Célula epitelial A549 infectada

com o isolado 18 de P. brasiliensis.

5.2.2 Endossomo tardio

A analise da via endocitica foi realizada com co-localizacdo de Rab7 e o

fungo P. brasiliensis no endossomo tardio das células epiteliais A549. As células

epiteliais foram infectadas com P. brasiliensis em diferentes periodos de infecg¢éo,

3, 5, 8 e 24h e nestes nao foi observada alteracéo na expresséo de Rab7 entre as

células infectadas e nao-infectadas (Figuras 14-17A). Assim como, ndo foi

possivel co-localizar o fungo no interior do endossomo tardio. As células

infectadas e ndo-infectadas apresentaram o mesmo padrédo de expressdo de

Rab7, com fluorescéncia difusa pelo citoplasma. Também foi constatada a

expressdo de Rab7 na célula fungica, como demonstrado nas figuras 14D e 16D.



50

Figura 14: Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e nao-infectadas (CNI) por 3h

com P. brasiliensis imunomarcadas com soro anti-Rab7. A— CNI. B - Cl com P.
brasiliensis. C - Cl com P. brasiliensis (Imunofluorescéncia dupla). D - Cl com
P. brasiliensis (Imunofluorescéncia dupla - Zoom). Aumento 63x/1.4.
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Figura 15: Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e nao-infectadas (CNI) por 5h
com P. brasiliensis imunomarcadas com anti-Rab7. A — CNI. B - Cl com P.
brasiliensis. C - Cl com P. brasiliensis (Imunofluorescéncia dupla). D — Cl com P.

brasiliensis (Projecéo e Zoom). Aumento 63x/1.4.
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.
Figura 16: Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e ndo-infectadas (CNI) com P.
brasiliensis por 8h marcadas com anti-Rab7. A - CNI. B - Cl com P. brasiliensis.

C - Cl com P. brasiliensis (Imunofluorescéncia dupla). D - CI com P. brasiliensis

(Projecédo e Zoom). Aumento 63x/1.4.
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Figura 17: Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e ndo-infectadas (CNI) com
P. brasiliensis por 24h marcadas com anti-Rab7. A - CNIl. B — CI com P.
brasiliensis (Imunofluorescéncia dupla). C — CI com P. brasiliensis
(Imunofluorescéncia dupla com Projecdo). D — Controle Alexa Fluor® 488.

Aumento 63x/1.4.

O marcador de endossomo tardio, Rab7, também foi analisado pela técnica
de imunoblot, nos periodos de infeccdo de trés e 24h, onde, aparentemente,
também ndo demonstraram alteracdo na expressdo. A expressdo de Rab7 no
fungo, observada nas imagens de imunofluorescéncia, ndo foi evidenciada pela

técnica de imunoblot (Figura 18).



o4

3h —_ 25 kDa

24h —

F CNI Cl

Figura 18: Reacao de Imunoblot revelado com anticorpo anti-Rab7. F — Fungo.
CNI — Célula epitelial A549 nédo-infectada. Cl — Célula epitelial A549 infectada

com o isolado 18 de P. brasiliensis.

5.2.3 Lisossomo

A imunomarcagdo de lisossomo foi realizada com soro anti-LAMP-1, nas
células A549 infectadas e ndo-infectadas com P. brasiliensis nos periodos de 3, 5
e 24h (Figuras 19 e 20). A expressao de LAMP-1 ndo sofreu alteracdo e sua
distribuicdo ocorreu de forma difusa pelo citoplasma da célula epitelial, sendo que
em algumas situagdes a expressdo de LAMP-1, aparentemente, foi localizada
mais intensamente na extremidade oposta de onde o fungo estava aderido, como
demonstrado na figura 19F. A expressao de LAMP-1 no fungo ocorreu de forma
discreta, como demonstrado na figura 19C. A co-localizag&o do fungo e lisossomo
nao foi possivel devido a auséncia de observacdo de invaséo fuingica nas células
epiteliais A549. A imagem D (Normasky), da figura 20, representa o controle do
anticorpo secundario Alexa Fluor® 488, quando omitido o anticorpo primario anti-
LAMP-1.
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Figura 19: Celulas epiteliais A549 infectadas e nao-infectadas com P.
brasiliensis por 3h (A — C) e 5h marcadas com anti-LAMP-1(D — F). A— CNI. B -
Cl com P. brasiliensis. C - Cl com P. brasiliensis (Imunofluorescéncia dupla). D -
CNI. E - CI com P. brasiliensis. F - Cl com P. brasiliensis (Imunofluorescéncia

dupla). Aumento 63x/1.4.
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Figura 20: Células A549 Células epiteliais A549 infectadas (Cl) e néo-
infectadas (CNI) com P. brasiliensis por 24h imunomarcadas com anti-LAMP-1.
A — CNIlL. B - ClI com P. brasiliensis. C - ClI com P. brasiliensis
(Imunofluorescéncia dupla). D — Controle Alexa Fluor® 488 (Normasky).

Foi realizado imunoblot para LAMP-1 com células A549 infectadas e néo-
infectadas com P. brasiliensis por 3, 5 e 24h. Nao foi observada, aparente,
alteracdo na expressao de LAMP-1 entre as células infectadas e ndo-infectadas e
nao foi observada expressdo de LAMP-1 no fungo pela técnica de imunoblot

(Figura 21).
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5h

24h

F CNI Cl

Figura 21: Reacdo de Imunoblot revelado com anticorpo anti-LAMP-1. F —
Fungo. CNI — Célula epitelial A549 néo-infectada. Cl — Célula epitelial A549

infectada com o isolado 18 de P. brasiliensis.

5.3. Imunomarcacao das proteinas endossomais nos macréfagos AMJ2-C11

infectados e ndo-infectados com P. brasiliensis

Foi realizada infeccdo dos macrofagos AMJ2-C11 com P. brasiliensis nos
periodos de 3, 5, 10 e 24h para realizagdo de imunofluorescéncia dupla e
imunoblot. Apds esses periodos de infeccéo foram realizadas as imunomarcacfes
do fungo e das proteinas endossomais, clatrina, Rab7 e LAMP-1 e imunoblot para
as proteinas EEA1, Rab7 e LAMP-1.

5.3.1 Endossomo precoce

5.3.1.1 Clatrina

Foi realizada a imunomarcacao de clatrina nos macréfagos com soro anti-
clatrina e anticorpo secundario anti-lgG de cabra conjugado com Alexa Fluor®
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488. Foi evidenciada uma marcagdo difusa no citoplasma dos macréfagos
infectados e estes apresentaram uma aparente diminuicdo da expressdo desta
proteina. Ja o fungo P. brasiliensis apresentou expressao de clatrina préximo a
sua parede, estando este aderido ou no interior dos macrofagos, como
demonstrado na figura 22D. N&o foi observada a co-localizacdo do fungo no
interior de vesiculas revestidas por clatrina, apenas a expressdo de clatrina no

proprio fungo.

Figura 22: Macrofagos infectados e néo-infectados por 5h com P. brasiliensis
imunomarcados com anti-clatrina. A — Macrofagos ndéo-infectados. B —
Macréfagos infectados. C - Macrofagos infectados (Projecdo Z). D -
Macrofagos infectados (Normasky). E - Macrofagos infectados. F — Controle
do Alexa Fluor® 488. Aumento 63x/1.4.

5.3.1.2 EEAl

Foi realizado imunoblot para EEA1 com macrofagos infectados e néao-
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infectados com P. brasiliensis nos periodos de 3, 5, 10 e 24h e também com o
fungo em contato com o meio de cultura dos macréfagos (DMEM), nos mesmos
periodos de tempo. Foi observado que houve uma diminuicdo na expressao de
EEA1 nos macrofagos infectados com P. brasiliensis em relacdo aos macréfagos
nao-infectados. Ja o fungo ndo demonstrou expressdo de EEA1 pela técnica de

imunoblot, como demonstrado na figura 23.

3h

5h

10h

24h

Figura 23: Reacao de Imunoblot revelada com anticorpo anti-EEAL. F — Fungo.
CNI — Célula nao-infectada. Cl — Célula infectada com o isolado 18 de P.

brasiliensis.

5.3.2 Endossomo Tardio

O endossomo tardio foi co-localizado com anti-Rab7, em que o0s
macrofagos infectados e néo-infectados marcados com anti-Rab7 apresentaram
um padrao de expresséao diferenciado pela técnica de imunofluorescéncia, como
demonstrado nas figuras 24-25. Os macréfagos infectados e os néo-infectados
apresentaram um padrdo de expressdo de Rab7 localizada na periferia das
células, sendo que aparentemente, nos macréfagos infectados com P.
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brasiliensis, ocorreu uma expressdo maior de Rab7 na periferia da célula.
Também foi demonstrada a expressao de Rab7 no fungo, quando este esta
aderido aos macrofagos (Figura 24B), ja no interior dos mesmos nao foi possivel
observar a expressao de Rab7 (Figura 25C). Além disso, foi evidenciado que a
expressdo de Rab7 foi mais intensa nos brotos do que na célula mae. Também foi
constatado que alguns fungos internalizados apresentavam parede e outros néo,
como demonstrado nas figuras 25C e 25E, respectivamente. Quando estes
macrofagos foram analisados pela técnica de imunoblot ndo demonstraram
alteracdo na expressdao de Rab7 entre as células infectadas e nao-infectadas.
Quanto a expressao de Rab7 pelo P. brasiliensis ndo foi possivel detectar pela

técnica de imunoblot nos periodos de 5, 10 e 24h como demonstrado na figura 26.

Figura 24: Macréfagos AMJ2-C11 infectados (CI) e ndo-infectados (CNI) com
P. brasiliensis por 5h imunomarcados com soro anti-Rab7. A - CNI. B - Cl com

P. brasiliensis (Proiecaon). Aumento 63x/1 4.
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Figura 25: Macréfagos AMJ2-C11 infectados (Cl) e nao-infectados (CNI) com
P. brasiliensis por 10h (A — C) e 24h (D — F) marcados com anti-Rab7. A — CNI.
B - Cl com P. brasiliensis. C - Cl com P. brasiliensis (Normasky). D - CNI. E -

Cl com P. brasiliensis. F - Cl com P. brasiliensis (Normasky). Aumento 63x/1.4.
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Figura 26: Reacao de Imunoblot revelado com anticorpo anti-Rab7. F — Fungo.
CNI — Célula néo-infectada. Cl — Célula infectada com o isolado Pb18 de P.
brasiliensis. C+ - Controle positivo com proteina Rab7.

5.3.3 Lisossomo

Os macroéfagos infectados e nao-infectados com P. brasiliensis foram
imunomarcados com anti-LAMP-1 nos periodos de 3, 10 e 24h. Os resultados
apresentados nas figuras 27 e 28 ndo demonstraram expressao diferenciada
entre os macrofagos infectados e ndo-infectados, sendo que esta expresséo
apresentou-se de forma difusa pelo citoplasma e em algumas células foi
observada uma fluorescéncia mais intensa na periferia de algumas células
aparentemente apoptoéticas. Na figura 27D o fungo encontra-se no interior do
macréfago, provavelmente decorrente de um processo de invasdo fungica. Na
figura 28 também ¢é observada invasdo aparente de P. brasiliensis nos
macrofagos, sendo essa interiorizacdo confirmada pela projecdo ortogonal,
imagem C, e melhor visualizada pelo normasky na imagem D, que também

demonstra uma aparente delimitacdo citoplasmatica com estrutura semelhante a
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vacuolo (Imagem D das figuras 27 e 28).

Figura 27: Macréfagos AMJ2-C11 infectados (Cl) e ndo-infectados (CNI) com P.
brasiliensis por 3h (A e B) 10h (C e D) marcados com anti-LAMP-1. A — CNI. B -
Cl com P. brasiliensis. C - CNI. D - Cl com P. brasiliensis (Normasky). Aumento

63x/1.4.
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Figura 28: Macrofagos AMJ2-C11 infectados e ndo-infectados com P. brasiliensis
por 24h marcados com anti-LAMP-1. A — CNI. B - CI com P. brasiliensis. C — CI

com P. brasiliensis (Projecédo ortogonal). D - Cl com P. brasiliensis (Normasky).

Aumento 63x/1.4.

Além da imunofluorescéncia, também foi realizado imunoblot com os
macrofagos infectados e nao-infectados com P. brasiliensis nos periodos de 3, 10

e 24h. Em nenhum dos periodos foi observada alteracdo da expressao de LAMP-

1 (Figura 29).
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Figura 29: Reacdo de Imunoblot revelado com anticorpo anti-LAMP-1. F —
Fungo. CNI — Célula ndo-infectada. Cl — Célula infectada com o isolado Pb18
de P. brasiliensis. C(+) - Controle positivo com proteina LAMP-1.

5.4 Expressdao de proteinas em P. brasiliensis

Foi observado que o fungo P. brasiliensis expressa algumas proteinas em
sua célula, como claudina-1, caderina, talina, clatrina, Rab7 e LAMP-1. Assim, foi
do que a expressao de clatrina, Rab7 e LAMP-1 ocorre tanto na interagdo como
na auséncia de interacdo com as células do hospedeiro, como demonstrado nas
figuras 30 e 31. A imagem A da figura 30 confirma a expressao de clatrina no
fungo na auséncia de interacdo e a B representa a imagem 3D da A. A figura 31
apresenta a expressao de Rab7 e LAMP-1 no fungo P. brasiliensis na auséncia

de interagdo com os macrofagos.
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Figura 30: Imunomarcacdo de P. brasiliensis com soro anti-clatrina. A - P.
brasiliensis imunomarcado com soro anti-clatrina. B - P. brasiliensis

imunomarcado com anti-clatrina (Imagem 3D).



Figura 31: Imunomarcacgao de P. brasiliensis com soro anti-Rab7 e anti-LAMP-
1. A - P. brasiliensis imunomarcado com Anti-Rab7. B - P. brasiliensis
imunomarcado com Anti-Rab7 (Imagem 3D). C - P. brasiliensis imunomarcado
com Anti-Rab7 (Escala em profundidade). D - P. brasiliensis imunomarcado

com Anti-LAMP-1.

67
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Na tabela 3 estdo apresentados os dados resumidos da reatividade de

anticorpos relacionados as moléculas de adesdo e da via endocitica com os

diferentes tipos celulares.

Tabela 3: Resultados das reagBes de imunofluorescéncia e imunoblot com

diferentes anticorpos relacionados as moléculas de adesdo e da via endocitica

com os diferentes tipos celulares

IMUNOFLUORESCENCIA
Anticorpos Pneumaocitos Macrofagos Paracoccidioides
tipo | A549 alveolares de brasiliensis
camundongo
AMJ2-C11
Claudina - 1 - NR +
Claudinas - 4 - NR -
Ocludina - NR -
E-caderina + NR +
Conexina 43 - NR -
Clatrina + +({) +
Talina + NR +
Vinculina + NR -
Rab7 + + “raft” +
LAMP-1 + + +
IMUNOBLOT
EEA1 + +{) -
Rab5 + -
Rab7 + + -
LAMP-1 + + -

NR: nao realizado
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6. DISCUSSAO

P. brasiliensis apresenta capacidade de aderir e invadir células epiteliais,
contudo pouco se sabe sobre o mecanismo envolvido neste processo. E
conhecido que o fungo adere as células epiteliais através de proteinas de sua
parede, que foram caracterizadas como adesinas, como gp43 (VICENTINI et al.,
1994), proteinas de 19 e 32kDa (GONZALEZ et al., 2005a), proteina de 30 kDa
(ANDREOTTI et al., 2005), GAPDH (BARBOSA et al., 2006) e TPI (PEREIRA et
al., 2007), que ligam receptores na matriz da célula hospedeira. ApGs 0 processo
de adesao se inicia a invasao fungica, que levara o fungo para o interior da célula
hospedeira, promovendo alteracbes no citoesqueleto, como observado por
Monteiro da Silva et al. (2004) com as células epiteliais A549. A entrada do fungo
em células epiteliais in vivo e in vitro foi observada em estudos desenvolvidos por
De Brito et al. (1973) e através de microscopia eletrénica, em que o fungo,
aparentemente, estava no interior de um vacuolo (MONTEIRO DA SILVA et al.,
2001). Assim, com a finalidade de ampliar o conhecimento sobre adesdo e
invasdo deste fungo, pretendeu-se avaliar outras moléculas relacionadas com
adesdo e também com a via endocitica em células epiteliais infectadas com P.
brasiliensis bem como, em macroéfagos.

Em nosso estudo foi verificado que as células epiteliais A549 né&o
expressaram algumas proteinas de junc¢des oclusivas, como claudina-1, claudina-
4 e ocludina, mas o fungo P. brasiliensis apresentou aparentemente expressao de
claudina-1. O estudo da adesdo possibilita avaliar as diferentes moléculas
relacionadas a interagcdo parasito-hospedeiro. Em 2008, Meertens et al.
demonstraram que claudina-1, claudina-6 e claudina-9 sédo expressas nas células
CD81" (células endoteliais) e estas apresentam a fungdo de moléculas co-
receptoras para entrada do virus nas células (ZHENG et al., 2007). Além de
apresentar a funcao de receptor para a entrada de microrganismos, as juncdes
oclusivas podem ser consideradas como “obstaculos” para que 0s
microrganismos possam ter acesso as celulas. Podem-se ter também
microrganismos que podem atuar diretamente estas proteinas, como a enzima,
serino-peptidase, produzida por Aspergillus fumigatus, que atua no processo
alérgico alterando a funcdo das claudinas e levando a uma reagéo inflamatoria

(ROBINSON et al., 2001). Por outro lado, foi observado que alguns tipos de
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claudinas sdo especificos para cada tipo de tecido. Assim, nossos resultados
podem ser explicados pela auséncia de expressdo desta nestas células e também
por termos estudado células em monocamadas e néo polarizadas. Células A549
em monocamada, ndo possuem as caracteristicas funcionais e estruturais dos
tecidos das quais elas foram derivadas (CARTERSON et al, 2005). O
entendimento dos mecanismos envolvidos na invasdo de microrganismos € de
crucial importancia e pode ser fundamental no desenvolvimento de estudos de
sua patogénese. Aparentemente, as células A549 em monocamada nao
expressam as juncdes oclusivas, podendo assim, justificar o padréo de adeséao e
invasao verificado anteriormente (MENDES-GIANNINI et al., 2008). Em contraste,
observamos a expressao de claudina-1 na parede de P. brasiliensis, apesar da
sequéncia desta proteina nao ter sido identificada no genoma do fungo e este ter
sido 80% sequenciado. J& o nematddeo Caenorhabitidis elegans apresenta
proteina de juncao celular VAB-9, que € uma proteina integral de membrana com
elevada similaridade para BCMP1 (proteina 1 de membrana de células cerebrais,
sendo um membro das proteinas de juncdo celular da familia das claudinas/
PMP22/ EMP) e mutantes para esta mostraram que estaria relacionada a
desorganizacao de F-actina e jun¢des celulares (SIMSKE et al., 2003).

Quanto a expressao de E-caderina nas células epiteliais A549, a mesma foi
observada de forma difusa pelo citoplasma e principalmente no fungo. De acordo
com o que a literatura relata, alguns microrganismos expressam proteinas com
homologia as caderinas. Em 2007, Phan et al. analisaram uma invasina de C.
albicans, conhecida como Als3, que interage com as caderinas das células
endoteliais e epiteliais da mucosa oral, e sugerem que a Als3 seja uma caderina e
assim propuseram que provavelmente poderia ocorrer interagdo caderina-
caderina. A expressdo de caderinas ja foi evidenciada em Drosophila e agora
mais recentemente nos estagios de oogenese (HILL et al., 2001; ZARTMAN et al.,
2008). Além de a caderina ser expressa em microrganismos, a mesma também
pode ser utilizada como receptor para adesinas ou mesmo ser a via de acesso
para 0 microrganismo entrar na célula. Um exemplo é a C. albicans, que quando
na forma de pseudo-hifas, utiliza N-caderina como receptor para invadir células
endoteliais in vitro (PHAN et al., 2005). Listeria monocytogenes através da
adesina, internalina A, liga ao receptor E-caderina para ser endocitada por células
epitelias ndo-fagociticas (BOYLE; FINLAY, 2003). Villar et al. (2007) aventaram
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gue C. albicans invade a mucosa tecidual através da degradacéo de E-caderina.
Assim, as caderinas presentes nas células epiteliais, ndo apresentam apenas a
funcdo de adesédo entre células epiteliais, mas também com os microrganismos,
ou entdo sendo expressa em microrganismos, e podendo até ser degradada por
estes. Em nosso trabalho evidenciamos que nao houve alteragdo na expressao
de E-caderina nas células epiteliais A549 infectadas e néo infectadas, mas
constatamos a expressdo de E-caderina na parede de P. brasiliensis e
aparentemente na septacdo entre duas células, sendo compativel com os dados
observados por Xiang-Dong et al. (2007), onde as proteinas AxI2p, que
apresentam regides homodlogas as caderinas, nas por¢des extracelulares,
apresentam papel no brotamento axial de leveduras.

As jungbes comunicantes sao juncdes que formam canais
transmembranicos compostos por conexina. As conexinas sdo proteinas nao-
glicosiladas que exibem uma variedade de isoformas, sendo que cada tecido
pode apresentar uma isoforma caracteristica ou mesmo cada tipo de organismo
(MALASSINE; CRONIER, 2005). Assim, a auséncia de expresséo de conexina 43
nas células epiteliais A549 € devido a auséncia desta isoforma neste tipo celular.
A conexina 43 se expressa has jun¢des comunicantes das células estromais de
cavalo, porco e ovelha (MALASSINE; CRONIER, 2005).

A expresséo de talina e vinculina nas células epiteliais A549 foi avaliada no
periodo de infeccdo de 5h. Como a talina e vinculina sdo proteinas de
ancoramento entre as integrinas e os filamentos de actina, a invasdo de P.
brasiliensis as células epiteliais iria promover uma reestruturacdo dessas
proteinas, componentes do citoesqueleto. O simples fato de o fungo aderir as
células epiteliais A549 poderia desencadear eventos de sinalizagcdo recrutando
essas proteinas, no momento adequado. Além da expressédo de talina e vinculina
pelo citoplasma da célula epitelial, também se verificou a expressao de talina na
parede do fungo, dado este, compativel com a presenca de sequéncia
nucleotidica homologa a sequéncia de talina de Aspergillus fumigatus
(XP_754991.1). No nematddeo Caenorhabditis elegans verificou-se que este
expressa uma proteina homologa a talina de camundongo, que esta associada
com a adeséo focal semelhantes as estruturas in vivo (MOULDER et al., 1996).

Assim, as moléculas de adeséo no fungo néo foram vistas de forma polar

ou seletivamente localizadas nos pontos préximos de contato entre as células,
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sendo distribuidas, mais comumente, na “parede” do fungo e no citoplasma das
células epiteliais A549. Pela primeira vez foi demonstrada a presenca destas
moléculas em P. brasiliensis. A maioria dos trabalhos de ades&o baseia-se em
estudos de inibicdo, sem evidéncia morfologica. Portanto, essas proteinas seréo
posteriormente confirmadas por técnicas moleculares.

Além de avaliar a expressao de proteinas de juncdes celulares, também foi
analisada a expressao de proteinas relacionadas com a via endocitica das células
A549 e macrofagos AMC2-J11 infectados e nao-infectados com P. brasiliensis.
Em relacdo a clatrina, esta foi expressa tanto nas células A549 como nos
macrofagos. Além da adesédo, analisamos a interiorizacdo do fungo nas células
epiteliais A549 e macrofagos, sendo que na primeira nao foi possivel observar o
fungo internalizado. J4 nos macrofagos evidenciamos o fungo interiorizado, mas
nao co-localizado em vesicula revestida por clatrina. Foi observada nas células
A549 e macréfagos que a expressao de clatrina ocorreu principalmente na area
periférica das células como esperado, e ndo se percebeu alteracdo das mesmas
nas células infectadas. Constatamos apenas a presenca de vesiculas,
aparentemente, ja revestidas por clatrina. Alguns estudos de reconstitui¢ao in vitro
do modelo triskelion da clatrina, sugerem que a estrutura da clatrina recobre
vesiculas com no maximo 120nm, ou seja, particulas maiores que 120nm n&o
entraria nas células por endocitose mediada por clatrina (VEIGA; COSSART,
2006). Assim, o tamanho da vesicula € um fator importante, considerando que o
tamanho do fungo varia de 3 a 35um (RESTREPO-MORENO, 2003), e que sua
entrada promove um rearranjo de actina, podemos inferir que o fungo P.
brasiliensis ndo poderia ser interiorizado por endocitose via clatrina. Embora a
interiorizacédo do fungo nao seja via clatrina, foi observado que 0 mesmo expressa
clatrina proximo a sua parede, tanto nos fungos aderidos, como nos fungos
interiorizados. Em leveduras, a proteina homologa a clatrina € denominada
yAP180 (WENDLAND, 1998). Na levedura Saccharomyces cerevisiae, as
vesiculas revestidas por clatrina sédo necessarias para o brotamento das vesiculas
do Complexo Golgi tardio para o corpo multivesicular (KUCHARCZYK; RYTKA,
2001). Assim, com todos os estudos referentes a via endocitica de células
eucarioticas de mamiferos e de microrganismos, constatamos que P. brasiliensis
apresenta via endocitica mediada por clatrina, sendo confirmado o gene de
clatrina no genoma do proprio Pb18 (Clatrina P. brasiliensis AAL35337.1.). Idrissi
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et al. (2008) descreveram algumas similaridades e diferencas entre endocitose de
leveduras e de células de mamiferos, confirmando a presenca de endocitose
mediada por clatrina em leveduras. Assim, contextualizamos a presenca de via
endocitica em P. brasiliensis, jA que se trata de uma célula eucaridtica, e
consequentemente apresenta uma via endocitica, e que esta, por sua vez, possa
estar relacionada com a secrecdo de proteases do fungo, como também
relacionada a aquisicéo de nutrientes.

Ao analisar a via endocitica das células epiteliais A549 frente a infeccao
com P. brasiliensis ndo foi observada alteracdo na expressao de proteinas como
EEAl1l e Rab5 pela técnica de imunoblot e Rab7 e LAMP-1 pela técnica de
imunofluorescéncia e imunoblot em diferentes periodos de infec¢do. A auséncia
de alteracao na expressdo dessas proteinas no caso das células A549 pode ser
parcialmente explicada pela auséncia de fungo internalizado nas microscopias
realizadas. De acordo com Andreotti et al. (2005), com 3h de infeccdo ja seria
possivel observar invasdo de células Vero por P. brasiliensis. Monteiro da Silva et
al. (2001), verificaram alteragdo na membrana de células Vero, como se elas
emitissem pseudopodes, provavelmente interferindo na actina celular.
Posteriormente foi verificado que tanto nas células Vero como A549, ocorria
alteracdes do citoesqueleto, levando a dissipacdo dos filamentos de actina
proximo & &rea de contato do fungo (MENDES-GIANNINI et al., 2004). Assim,
estudos posteriores poderdo explicar as diferencas observadas neste estudo.

Além da clatrina, a via endocitica também foi avaliada através dos
endossomos precoce e tardio e lisossomo nas células epiteliais A549 e
macrofagos AMC2-J11, através de imunofluorescéncia e imunoblot. O marcador
LAMP-1, aparentemente foi expresso de maneira diferente, quando se comparou
células infectadas e n&o-infectadas. Nas primeiras ha uma agregacdo na
extremidade oposta a adesdo do fungo. Foi observado um recrutamento de
LAMP-1, mas ndo foi possivel observar o fungo interiorizado. Para células
epiteliais A549 realizamos a técnica de imunoblot para EEAL, Rab5, Rab7 e
LAMP-1, onde também néo foi possivel identificar alteracdo na expressao dessas
proteinas. Ja o0s macrofagos quando avaliados pela técnica de
imunofluorescéncia para Rab7 e LAMP-1, demonstraram fungos internalizados,
mas nao co-localizados. Embora a expressédo de Rab7 tenha sido de forma mais

localizada na extremidade oposta da adesédo fungica. Além disso, o fungo P.
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brasiliensis demonstrou expressar essa proteina em sua estrutura. A expressao
de LAMP-1 se mostrou distribuida de forma homogénea, e em algumas situacdes
na periferia da célula. Quanto a técnica de imunoblot para EEA1, Rab7 e LAMP-1
foi observada a diminuigéo da expressédo de EEA1 nas células infectadas. Quanto
a Rab7 e LAMP-1 néo foi observada alteracédo na expressao dessas proteinas.

Em relacdo ao marcador de endossomo precoce EEAL, houve diminuigao
de sua expressao nas células infectadas quando comparadas com as células néo-
infectadas pela técnica de imunoblot. Nossos dados sdo compativeis com 0s
resultados obtidos por Batista et al. (2006), que avaliaram a via endocitica de
Trypanossoma cruzi em cardiomiécitos. Assim, a reducdo na expressao de EEA1
nos macrofagos infectados com P. brasiliensis, ocasiona prejuizo para a via
endocitica, ou seja, pode prejudicar o trafego, brotamento, transporte e fusdo de
vesiculas. Portanto, este poderia ser um mecanismo do fungo para alterar a
funcdo dos macréfagos e conseqientemente a sua efetividade durante o
desenvolvimento da doencga.

Por outro lado, os macréfagos, quando analisados em relagcdo ao
endossomo tardio, por imunofluorescéncia, demonstraram expressédo de Rab7 em
forma de raft, que se manteve localizado na periferia dos macréfagos tanto nas
células infectadas quanto nas nédo-infectadas, com aparente expressdo mais
intensa nas células infectadas. Assim, a expressao em forma de raft para Rab7 foi
observada apenas nos macrofagos. Alguns microrganismos utilizam o raft de
lipideos para invadir as células, como é o caso da Francisella turalensis
(TAMILSELVAM; DAEFLER, 2008) e também da Porphyromonas gingivalis
(WANG; HAJISHENGALLIS, 2008). Recentemente também, Maza et al. (2008)
demonstraram que P. brasiliensis promove raft nas células epitelais A549, sendo
importante para adesdo fungica e estabelecimento da infeccdo. Além da
expressdo de Rab7 nas células epiteliais A549 e macréfagos, constatamos a
expressdo de Rab7 no fungo, aparentemente proximo a parede e com maior
expressdo nos brotos, sendo este dado confirmado pela presenca do gene para
Rab7 no genoma do Pbl8 quando analisado com a sequéncia de Rab7 da
Neurospora crassa (AL513467.1). A presenca de Rab7 também foi descrita em
Paramecium SP (SURMACZ et al., 2003), e em Lentinula edodes (Shiitake) (LEE
et al., 2007). A expressao deste andlogo demonstra a presen¢a de componentes
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da via endocitica em microrganismo e que esta pode ser conservada no processo
evolutivo.

Assim, a analise da internalizacdo endocitica utilizando microscopia de
fluorescéncia fornece ferramentas de extrema importancia, mas seria necessario
unir a microscopia de fluorescéncia com a microscopia eletrbnica para melhor
caracterizar os achados morfolégicos, bem como abordagens moleculares e de

proteoma para avaliar quali e quantitativamente a expresséo destas proteinas.
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7. CONCLUSOES

- A endocitose de P. brasiliensis por células epiteliais A549 e macréfagos

alveolares nao ocorre via clatrina;

- A reducdo na expressao de EEA1 nos macrofagos infectados com P. brasiliensis
pode ocasionar prejuizo para a via endocitica, ou seja, pode prejudicar o trafego,
brotamento, transporte e fusdo de vesiculas. Portanto, este poderia ser um
mecanismo do fungo para alterar a funcdo dos macrofagos e consequientemente

a sua efetividade durante o desenvolvimento da doenca.
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