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Resumo

Paracoccidioides brasiliensis ¢ um parasita intracelular facultativo que apresenta-se
sob a forma de micélio a temperatura ambiente e se diferencia para forma de levedura quando
submetido a temperatura de 37°C ou durante a invasdo aos tecidos de hospedeiros. P.
brasiliensis ndo necessita do hospedeiro mamifero para completar seu ciclo biolégico. Apesar
disso, o fungo é capaz de sobreviver e se replicar nos tecidos do hospedeiro com o
estabelecimento da doenga. Em face desse paradoxo, questiona-se porque tais estratégias de
sobrevivéncia se originaram e foram mantidas pela evolucdo nesse organismo. A hipétese
proposta para varios fungos patogénicos é que fatores de viruléncia possam ter se
desenvolvido como uma resposta a interagdo com predadores presentes no ambiente. Tais
estudos utilizaram a ameba de solo Acanthamoeba castellanii, e mostraram quéo expressivas
sdo as similaridades nas estratégias fagocitarias de amebas e macréfagos. O objetivo geral
desse trabalho é analisar a interacdo entre P. brasiliensis e A. castellanii, identificando os
principais efeitos dessa interacdo na viabilidade dos organismos e na viruléncia desse fungo.
Avaliando a interacdo entre P. brasiliensis e A. castellanii podemos constatar que a ameba é
capaz de internalizar células do fungo. A cinética de fagocitose nos mostra que a porcentagem
de amebas com fungos internalizados aumenta até 2 h apds o inicio da coincubacdo e se
mantem até 6 h. Analisando resultados da mortalidade de A. castellanii e P. brasiliensis
quando coincubados por 24h observamos que a ameba é capaz de sobreviver e eliminar o
fungo. Porém acreditamos que o fungo possa aumentar sua viruléncia quando recuperado apds
a coincubacdo com ameba, 0 que corrobora com resultados de testes similares feitos em
macrofagos e nos dao fortes indicios de que esses protozoarios estdo intimamente ligados com
0 aparecimento de fatores de viruléncia em P. brasiliensis.

Palavras Chave: Paracoccidioides brasiliensis, Acanthamoeba castellanii, ecologia,

interacdo, viruléncia.



Abstract

Paracoccidioides brasiliensis is a facultative intracellular parasite and presents itself
in the form of mycelium at room temperature and as yeast at 37°C or during invasion of host
tissues. P. brasiliensis does not require a mammalian host to complete its life cycle.
Nonetheless, the fungus is able to survive and replicate in the host tissues with the
development of the disease. In view of this paradox, it is questioned why such survival
strategies were originated and maintained in that organism. To try to answer this question
Steenbergen et al (2001) and Casadevall et al (2003) created a hypothesis that virulence
factors may have developed in some virulent fungi in response to interaction with predators in
the environment. Such studies used the soil amoeba Acanthamoeba castellanii, and showed
how significant are the similarities in the phagocytic strategies from amoebae and
macrophages. The aim of this study is to analyze the interaction between P. brasiliensis and
A. castellanii, identifying the main effects of this interaction in the viability of these two
organisms and virulence of this fungus. Evaluating the interaction between P. brasiliensis and
A. castellanii we observed that amoeba is capable of internalizing fungal cells. The Kinetics of
phagocytosis shows that the percentage of amoeba with internalized fungi increases within 2h
after the start of coincubation and keeps up to 6h. Analyzing mortality results of A. castellanii
and P. brasiliensis after coincubation for 24h we observed that amoeba is capable of surviving
and kill the fungus. However, we believe that the fungus can increase its virulence when
recovered after coincubation with amoebae, in agreement with results of similar tests on
macrophages and gives us strong evidence that this protozoa is closely related with the
emergence of virulence factors in P. brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Acanthamoeba castellanii, ecology, interaction,

virulence.



13

1. Introducao

1.1) P. brasiliensis e a paracoccidioidomicose

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo dimorfico e agente causador da
paracoccidioidomicose (PCM), uma das micoses sistémicas mais frequentes na america
Latina (Brummer et al., 1993;Restrepo et al., 2001). O fungo é encontrado na forma
leveduriforme em culturas a 37°C e quando infecta tecidos de seus hospedeiros mamiferos,
mas apresenta-se na forma de micélio a temperatura ambiente. Na forma de levedura é
encontrado em tamanhos variando entre 4 ¢ 30 um e apresenta um formato ovalado. As
leveduras do fungo séo frequentemente encontradas cercadas de brotamentos de células filhas
em sua periferia, resultando em uma estrutura parecida com uma roda de leme. Essa € uma de
suas principais caracteristicas, 0 que resulta no aparecimento de uma grande quantidade de
grumos quando o fungo € cultivado em meio liquido (Brummer et al., 1993). Apesar de ser
capaz de completar seu ciclo de vida no solo, presume-se que a forma miceliana no seu
ambiente natural produza conidios, os quais agem como propagulos infecciosos, que ao serem
inalados chegam aos pulmdes, onde passam por uma mudanca dimérfica para a forma de
levedura estabelecendo a infeccdo (Brummer et al., 1989). Nos tecidos do hospedeiro P.
brasiliensis é ingerido por macréfagos e pode se replicar no interior dessas células. A
transicdo dimdrfica é fundamental para o estabelecimento da infec¢do e depende basicamente
da temperatura, sendo facilmente reproduzida in vitro, a partir da simples mudanga na
temperatura de cultivo do microrganismo. Ainda se sabe pouco sobre o controle das
mudancas morfologicas nas transi¢cdes dimorficas do fungo, mas sabe-se que cAMP possui
um papel importante ja que a presenca de CAMP exdgeno inibe a transi¢do de levedura para
micélio (Brummer et al., 1989;Borges-Walmsley e Walmsley, 2000). As mudancas
morfoldgicas quando P. brasiliensis assume a forma de levedura envolvem um aumento na
quantidade de quitina, mudangcas na membrana celular envolvendo diferengas nos
glicoesfingolipidios (GSL) e aumento da porcentagem de a-1,3-glicana na parede celular.
Uma das mudancas no fungo durante sua transicdo dimorfica envolvem a alteragdo de B-1,3-
glicana para a-1,3-glicana. Isolados mais virulentos possuem uma maior porcentagem de o-

1,3-glicana em sua parede celular (Borges-Walmsley et al., 2002).
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A paracoccidioidomicose é uma doenca granulomatosa cronica e suas areas de maior
incidéncia séo Brasil (80% dos casos), Venezuela e Colémbia (McEwen et al., 1995;Restrepo
et al., 2001). No Brasil ocorrem aproximadamente 200 mortes por ano em virtude da PCM,
sendo os estados mais afetados S&o Paulo, Goiés, Minas Gerais, Mato Grosso e Rondonia
(Coutinho et al., 2002; Vieira et al., 2014). Essa micose acomete principalmente trabalhadores
rurais ou pessoas que lidam diretamente com a terra. No entanto, a PCM tem se tornado uma
infeccdo emergente em outras regides em decorréncia de perturbacbes ambientais e também
tem sido descrita como uma infec¢do oportunista em portadores de HIV (Morejon et al.,
2009;Ameen et al., 2010). Em &reas endémicas a ocorréncia € de 3 casos para cada 100.000
habitantes. Entretanto, a importancia da PCM é subestimada devido ao fato dela, muitas
vezes, ser assintomatica. Dos aproximadamente 10 milhdes de individuos infectados a doenca
s0 se manifesta em 2% dos casos. Apesar disso, essa doenca demanda altos custos
econdmicos e sociais. Cerca de 50% dos casos de morte por micoses sistémicas no Brasil no
periodo de 1996 e 2006 foram decorrentes da PCM, além disso ela deixa frequentes sequelas
secundarias que resultam na morbidade do paciente (McEwen et al., 1995;Barrozo et al.,
2009;Prado et al., 2009). A principal forma de diagnosticar a PCM ainda e feita por técnicas
micoldgicas de microscopia e cultura. Entretanto existem técnicas mais avancadas como a
deteccdo do antigeno gp43. Esse antigeno é uma glicoproteina secretada pelo fungo que fica
armazenado em grandes vacuUolos citoplasmaticos e sua secrecdo € realizada em regibes
especificas da parede celular (Straus et al., 1996;Puccia et al., 2008).

A maior taxa de incidéncia da PCM encontra-se entre individuos adultos do sexo
masculino. Em um estudo realizado por Restrepo et al (1997), dos 5.500 pacientes
examinados 5.045 eram do sexo masculino enquanto 455 eram do sexo feminino gerando uma
proporcdo de Homem/Mulher de 11:1. Acreditava-se que essa proporc¢do era devida a um grau
de exposicdo maior ao fungo em individuos do sexo masculino, entretanto estudos realizados
com criangas mostraram que antes de atingida a puberdade a incidéncia era proxima para
ambos os sexos. Assim, em estudos mais recentes a maior taxa de incidéncia em individuos
masculinos vem sendo relacionada a producdo de horménios diferenciada em homens e
mulheres (San-Blas et al., 2002;Shankar et al., 2011). Testes in vitro mostraram que
horménios femininos como estrégeno foram capazes de inibir significativamente a transicéo
do fungo de micelio para levedura e conidio para levedura mostrando que a presenca desse
esterdide pode de fato influenciar P. brasiliensis, uma vez que atua em uma etapa crucial do

estabelecimento da doenca (Restrepo et al., 1984;Shankar et al., 2011). Apesar do hormonio
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feminino ter grande influéncia sobre a transicdo dimorfica de P. brasiliensis, outros fatores
contribuem para uma maior incidéncia da PCM em individuos do sexo masculino. Estudos
mostram que o sistema imune do hospedeiro pode afetar o desenvolvimento da doenca.
Células retiradas de camundongos do sexo feminino infectados com P. brasiliensis produzem
niveis maiores de IL-12, IFN-y ¢ TNF-a, que sdo citocinas importantes na resisténcia a
infecgdo. J& células retiradas de camundongos do sexo masculino infectados com o fungo
produzem niveis maiores de 1L-10, citocina que pode atrapalhar o desenvolvimento de uma
resposta imune adequada contra P. brasiliensis (Pinzan et al., 2010).

A PCM pode se apresentar de duas formas distintas: Aguda ou subaguda (tipo juvenil)
e cronica (tipo adulto). Ambos os casos, quando nédo tratados, podem deixar lesdes de pele
permanentes ou até levar a morte. A forma aguda representa apenas 3 a 5% de todos 0s casos,
atingindo na sua maioria criancas ou adultos jovens e é também a mais severa. Pacientes
infectados com essa forma da doenca podem apresentar hipertrofia de 6rgdos do sistema
reticuloendotelial e disfungdes na medula dssea. Ja a forma cronica representa mais de 90%
dos casos e acomete principalmente adultos do sexo masculino. Na maioria dos pacientes o
pulméo é o 6rgdo mais afetado e se ndo houver tratamento podem aparecer lesbes na mucosa
nasal e oral, pele, linfonodos e glandula adrenal. Normalmente a PCM é curada atraves da
fibrose do tecido afetado, o que afeta permanentemente o bem estar do paciente (Franco,
1987;Brummer et al., 1993;Borges-Walmsley et al., 2002).

A principal estratégia do hospedeiro para conter a proliferacdo do P. brasiliensis é a
inducdo da formacdo de granulomas, sendo essa uma das principais caracteristicas da doenca.
Em pacientes com uma forma menos severa da doenca a resposta imune induz a formacao de
granulomas mais densos e compactos associados com poucas células fungicas. Ja pacientes
com a forma mais severa tendem a formar granulomas menos compactos e associados com
um grande namero de células fungicas viaveis. A resposta imune do hospedeiro com PCM
também pode ser caracterizada pela producéo de citocinas do tipo 1 (IFN-y, IL-12), induzindo
macrofagos a produzir 6xido nitrico (NO), que atua como um importante agente microbicida
contra P. brasiliensis (Bocca et al., 1998;Calich et al., 1998;Borges-Walmsley et al., 2002).
Entretanto, individuos susceptiveis a PCM frequentemente possuem uma baixa producdo de
IL-12 e IFN-y que pode estar relacionada com o aumento na produgao de IL-10, além disso
evidencias mostram que a producdo de IL-10 pode afetar negativamente a producéo de 0xido
nitrico induzido por IFN-y, reduzindo assim, a atividade fungicida de fagdcitos como

macrofagos (Costa et al., 2013).
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Diferente de espécies de fungos geneticamente préximas ainda ndo foi observado um
estagio sexual em P. brasiliensis. Entretanto estudos moleculares mostraram eventos de
recombinacdo em populac6es isoladas do género Paracoccidioides sugerindo a existéncia de
um possivel ciclo sexual (Gomes-Rezende et al., 2012). Além disso, estudos de gendmica
comparativa com outros fungos dimorficos demonstraram a presenca de genes conservados
envolvidos na reproducdo sexuada, mas a forma teleomorfica desse fungo ainda é
desconhecida o que dificulta sua classificacdo. Assim, sua classificacdo vem sendo baseada
em estudos de comparacdo filogenética de sequenciamento do DNA que codifica para
subunidade maior do RNA ribossomico (26S). Atualmente o fungo pode ser classificado
como um Ascomiceto (filo Ascomycota) da ordem Onygenales e familia Ajellomycetaceae
(Leclerc et al., 1994;Teixeira Mde et al., 2013).

Diferente do que se acreditava P. brasiliensis ndo é considerado uma espécie clonal.
Estudos moleculares demonstraram extensas variabilidades genéticas entre seus diferentes
isolados, além disso é conhecida a grande variabilidade na viruléncia desses isolados (Singer-
Vermes et al., 1989;Soares et al., 1995;Matute et al., 2006). Hoje € reconhecido que o género
Paracoccidioides possui quatro linhagens filogenéticas distintas: S1, PS2 e PS3 do complexo
P. brasiliensis e uma nova espécie denominada Paracoccidioides lutzii originalmente
chamada de Pb01-like. Essas linhagens variam em viruléncia, adaptacdo a cultura in vitro e
apresentam diferentes respostas imunes de seus hospedeiros (Desjardins et al., 2011). O
isolado utilizado nesse estudo (Pbl8) pertence ao grupo genético majoritario S1 que é
encontrado principalmente no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Peru e Venezuela. A
linhagem PS2 é encontradas no Brasil e um na Venezuela enquanto a linhagem PS3 foi
considerada clonal e restrita a Colémbia. J& a mais nova espécie P. lutzii é encontrada
predominantemente na regido centro-oeste do Brasil (Figura 1) (Richini-Pereira et al.,
2009;Desjardins et al., 2011;Theodoro et al., 2012).

1.2) Ecologia de Paracoccidioides brasiliensis

Desde a descoberta de P. brasiliensis e a primeira descricdo da PCM foram feitas
(1908), muitos avancos sobre a biologia do fungo foram feitos. Entretanto, quando se trata da
ecologia e habitat do fungo, a despeito de significantes progressos obtidos nos ultimos anos,
ainda existem muitas questdes em aberto para se determinar de maneira clara o seu nicho

ecologico. Existem varios indicios de que esse fungo apresente uma fase saprofitica no solo
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e/ou em vegetais, como é o caso de varios outros fungos de interesse médico (Restrepo et al.,
2001;Tercarioli et al., 2007). Além do hospedeiro humano, nas ultimas décadas P.
brasiliensis tem sido reprodutivamente isolado em diferentes espécies de animais, dentre eles
0 mais encontrado é o Dasypus novemcinctus (tatu), sendo esse mais um indicio que este
fungo provavelmente habita o solo de regides endémicas (Bagagli et al., 1998). Entretanto P.
brasiliensis ja foi detectado molecularmente em vérias outras espécies como o Procyon
cancrivorus (Mao-pelada), Cavia aperea (Pred), Sphiggurus spinosus (Porco
espinho), Galictis  vittata (Furdo-grande) e Eira barbara (Irara) (Restrepo et al.,
2001;Tercarioli et al., 2007;Richini-Pereira et al., 2008).
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Figura 1. Distribuicéo geografica do género Paracoccidioides e L. loboi. Atual distribuicdo

das linhagens S1, PS2, PS3, P. lutzii e L. loboi (espécie préxima ao género Paracoccidioides)

na America do Sul. Adaptado de Theodoro et al (2012).
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D. novemcinctus € um mamifero encontrado na América do sul que constrdi tocas
subterraneas e possui uma temperatura corporal variando entre 32,7°C e 35,3°C (Purtilo et al.,
1975;Boily, 2002). Varios isolados ja foram encontrados em tatus, com caracteristicas
bastante semelhantes a isolados clinicos sugerindo que os mesmos infectam humanos e outros
animais (Franco et al., 2000). O estudo molecular de isolados de P. brasiliensis encontrados
em tatus pode ser de extrema importancia para melhor compreendermos a ecologia e evolugéo
desse patdgeno. Além disso, estudos sobre o estilo de vida desse animal pode nos dar pistas
sobre seu papel como hospedeiros no ciclo epidemiologico do fungo (Purtilo et al.,
1975;Corredor et al., 1999;Silva-Vergara et al., 2000;Boily, 2002). Varios trabalhos sugerem
que o contato constante do tatu com P. brasiliensis no solo faz com que ele seja infectado
repetidas vezes, o que pode ser util no mapeamento das areas de maior risco de infeccdo
(Sano et al., 1999). Esses animais tem o habito de viver proximos a suas tocas e ndo € comum
que percorram longas distancias para procurar alimento ou para reproduzir. Assim, tatus
infectados podem indicar que o fungo é encontrado nas proximidades (Bagagli et al., 2003).

Tatus infectados sdo comumente encontrados em areas com sombra, perto de rios e
com solos tanto argilosos quanto arenosos, indicando que a umidade é um fator importante
para a ocorréncia do fungo, enquanto que o tipo de solo parece ndo ter grande influéncia,
apesar da infeccdo em humanos ser mais prevalente em solos argilosos (Simoes et al.,
2004;Bagagli et al., 2008). Diversos estudos foram feitos para analisar como P. brasiliensis
interage com fatores abidticos no solo quando em sua forma de micélio. Foi observado que o
fungo pode crescer em ambos os tipos de solo (argiloso e arenoso) e que a umidade é
realmente um fator limitante para sua sobrevivéncia. Quando a umidade é alta o fungo
apresenta boas taxas de crescimento, com uma umidade média apresenta taxas moderadas de
crescimento, enquanto que com pouca umidade o fungo ndo é capaz de sobreviver. A
presenca de aluminio no solo também parece ser um fator importante para a sobrevivéncia do
fungo. Grandes quantidades de aluminio limitam ou inibem seu crescimento. Corroborando
com essa hipdtese estudos feitos com tatus provenientes de regides de solo rico em aluminio
revelaram que a maioria dos animais capturados em regifes ricas em aluminio nao
apresentavam contaminacdo pelo fungo (Bagagli et al., 2003;Tercarioli et al., 2007). Ainda
existem outros fatores ambientais que poderiam exercer alguma influéncia sobre o nicho
ocupado por P. brasiliensis que ainda foram pouco explorados, entre eles a interacdo desse
fungo com outros organismos de solo, a competicdo por recursos e predagao por organismos

fagociticos e nematoides. Além disso é importante observarmos que o fungo pode ocupar
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mais de um nicho ecoldgico em seu ciclo de vida. Durante sua fase de micéllio no solo ele
sofre influéncias como temperatura e tipo de solo, umidade e competicdo com outros
microorganismos. J& em sua fase de levedura, quando infecta um hospedeiro, o fungo sofre
diferentes influéncias como a temperatura corporal, contato com hormonios e o ataque do

sistema imune (Figura 2) (Bagagli et al., 2008).
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Figura 2. Ciclo de vida hipotético de Paracoccidioides brasiliensis. O fungo inicia seu ciclo
de vida no solo na forma de micélio produzindo conidios que podem ser langados no ar. Nesse
meio ele enfrenta uma série de forcas seletivas impostas pelo ambiente ou por outros
microorganismos que podem aumentar a frequéncia de variantes mais virulentas do fungo. Os
conidios, entdo, entram em seu hospedeiro mamifero por inalacdo ou através de um trauma e
sofrem a mudanca para a forma de levedura, estabelecendo assim a infeccdo. Dentro do
hospedeiro ele enfrenta outras forcas seletivas como temperaturas mais altas e um sistema
imune. P. brasiliensis é ingerido por macrofagos, porem pode sobreviver e passar por um
periodo de laténcia ou se replicar no interior dessas células dando inicio a doenca. Apos a
morte do hospedeiro P. brasiliensis pode retornar ao solo, assim como ja foi observado em
outros fungos da ordem Onygenales, dando inicio a um novo ciclo. Adaptado de Bagagli et al
(2008).
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1.3) Origem e manutencéo da viruléncia em Paracoccidioides brasiliensis e
outros fungos patogénicos

Um numero de potenciais mudancas fisioldgicas e morfologicas que ajudam fungos
patogénicos a infectar e estabelecer uma doenca sdo comumente chamados de fatores de
viruléncia (Kurokawa et al., 1998). Um organismo virulento somente pode ser definido na
presenca de um hospedeiro susceptivel. Sua viruléncia é o efeito da interagdo entre ele e seu
hospedeiro e depende de uma série de fatores presentes em ambos (Casadevall e Pirofski,
2001;Garcia-Solache et al., 2013). Dimorfismo, aderéncia a células do hospedeiro, presenca
de a-1,3-glucana na composicao da parede celular e producdo de enzimas como proteases,
lipases e fosfolipases sdo observados em P. brasiliensis e em outros fungos considerados
patogénicos (San-Blas e Vernet, 1977;Mendes-Giannini et al., 2004). Um importante fator de
viruléncia € a tolerancia a temperaturas mais elevadas, uma vez que a maioria dos hospedeiros
vertebrados possuem uma temperatura corporal mais elevada que a temperatura ambiente. A
temperatura corporal elevada ¢ um importante mecanismo de defesa contra a maioria das
doengas, especialmente aquelas causadas por fungos, uma vez que a maioria desses fungos
crescem melhor na temperatura ambiente. A tolerancia a essas temperaturas € comum nas
principais espécies de fungos patogénicos capazes de causar infec¢bes sistémicas como
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Sporothrix
schenckii e Paracoccidioides brasiliensis (Kurokawa et al., 1998;Casadevall, 2012).

O antigeno gp43 encontrado em P. brasiliensis também é considerado um importante
fator de viruléncia do fungo. Estudos indicam que gp43 encontrado na parede celular do
fungo pode ser responsavel pela sua adesdo a componentes da matriz celular como laminina e
também atuar com um efeito proteolitico em colageno, elastina e caseina (Mendes-Giannini et
al., 1990;Vicentini et al., 1994;Torres et al., 2013). A forma com que um antigeno é
capturado e processado por diferentes células apresentadoras de antigeno vai depender de
diversos fatores como a rota de entrada desse antigeno ou o estado do sistema imune do
hospedeiro. Células T CD4" sdo centrais para o funcionamento de todo o sistema imune.
Essas células sdo responsaveis pela coordenacdo, expansio e regulacdo de células T CD8"
alem de facilitar respostas de células B e recrutar multiplos componentes do sistema imune
inato. Células T CD4" passam por um processo de diferenciacio apds um contato inicial com
0 antigeno. Esse processo vai depender da presenca de citocinas e moléculas coestimulatorias

e também do tipo de patdgeno encontrado. Essa diferenciacdo pode afetar as caracteristicas



22

funcionais da célula e pode determinar o tipo de resposta do hospedeiro que vai resultar na
eliminacdo ou sobrevivéncia do patégeno (Ferreira et al., 2003;Muranski e Restifo, 2013).
Gp43 possivelmente possui um efeito imunomodulatorio apds a infeccdo por P. brasiliensis.
Em estudos realizados por Torres et al (2013) foram utilizadas técnicas de silenciamento
génico para reduzir a expressdo de GP43 de leveduras do fungo. Foi observado que
macrdfagos estimulados com IFN-y sdo mais eficientes em fagocitar e eliminar leveduras com
0 gene GP43 silenciado. Foi observado também um aumento na producdo de TNF-o apenas
em macrdfagos que entraram em contato com leveduras com o gene silenciado. Alem disso,
experimentos mostraram uma menor patogenicidade do fungo com o gene silenciado quando
infecta camundongos, provavelmente devido a um aumento na producéo de IFN-y e TNF-a e
um decréscimo na producdo de IL-10 e IL-6 (Taborda et al., 1998;Ferreira et al., 2003;Torres
etal., 2013).

P. brasiliensis e diversos fungos patogénicos, como Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Sporothrix schenckii possuem varios
fatores de viruléncia em comum, entre esses estratégias para sobrevivéncia nos tecidos do
hospedeiro. Entretanto, esses fungos sdo encontrados no ambiente associados ao solo e ndo
necessitam de um hospedeiro mamifero para replicacdo ou disseminacao. Se esses fungos ndo
necessitam de um hospedeiro, porque possuem e mantem fatores de viruléncia para sobreviver
a um ambiente indspito, como o interior de um macr6fago? Para responder essa pergunta
alguns grupos tem investido em estudos sobre a interacdo de fungos patogénicos com
organismos de solo, entre esses, protozoarios como Acanthamoeba castellanii, Dictyostelium
discoideum, e nematoides (Steenbergen et al., 2001;Mylonakis et al., 2002;Casadevall et al.,
2003;Steenbergen et al., 2003). Segundo essa vertente, certos aspectos da patogénese de
fungos podem ter sido selecionados em reposta a interacdo desses organismos com outros
organismos presentes no solo. A vida no solo esta sujeita a mudancas climaticas, inundacdes,
dessecacdo, radiacdo solar além da predacdo de organismos como nematoides, amebas e
outros protistas que se se alimentam de bactérias e leveduras. As condi¢des encontradas no
solo poderiam ter exercido uma das pressdes seletivas para a origem e manutencdo de fatores
de viruléncia que auxiliariam o fungo a sobreviver nas condi¢cdes impostas pelo ambiente e
sobreviver ou escapar da fagocitose de predadores. A proposta dos autores dessas idéias € que
tais atributos de viruléncia foram parcialmente selecionados durante a evolucao favorecendo a
sobrevivéncia desse fungo durante a interacdo com predadores ambientais (Steenbergen et al.,

2001). Dessa forma, poderiamos dizer que esses fungos na verdade seriam patdgenos
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acidentais. A viruléncia adquirida por eles e a capacidade de sobreviver em seu hospedeiro
seriam produtos gerados da adaptacdo para sobreviver em seu ambiente natural. Além disso
esses fungos apresentam pouca especificidade em relacdo aos hospedeiros que infecta, sendo
capazes de infectar hospedeiros filogeneticamente distantes, mostrando que eles possuem
fatores de viruléncia bastante robustos e que podem ser usados com diferentes propésitos
(Casadevall et al., 2003;Casadevall e Pirofski, 2007;Garcia-Solache et al., 2013).

Amebas e macrofagos apresentam varias caracteristicas em comum por serem células
fagocitarias, incluindo a sua habilidade em fagocitar particulas, sequestra-las em vacuolos e
secretar enzimas lisossomais para digeri-las. Assim, foi mostrado que vérias das estratégias
desenvolvidas por patdgenos intracelulares para sobrevivem dentro do ambiente indspito de
macrofagos também favorecem sua sobrevivéncia durante a interagdo com potenciais
predadores de solo (Swanson e Hammer, 2000). O primeiro exemplo com fungos foi proposto
com o estudo de C. neoformans e foi observado que a ameba A. castellanii € capaz de
fagocitar o fungo, e que o fungo é capaz de se replicar dentro da ameba, do mesmo modo que
em macrofagos. Posteriormente outros estudos foram feitos com fungos dimérficos como
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii e Blastomyces dermatitidis. Apesar desses
fungos viverem no solo na sua forma miceliana, é possivel que possa existir populacdes
heterogéneas contendo leveduras, principalmente em regides mais quentes onde o solo pode
atingir temperaturas mais elevadas. Além disso, a forma miceliana pode funcionar como uma
estratégia para prevenir a predacdo desses fungos por amebas e outros organismos de menor
porte (Steenbergen et al., 2001;Steenbergen et al., 2004).

Casadevall et al (2003) sugeriu dois conceitos para estudos da interagdo entre fungo e
ameba: “Ready-made virulence” ¢ “Dual-use virulence”. De acordo com essas hipdteses o
fungo poderia ter originado seus fatores de viruléncia no solo para sobreviver a pressao
seletiva do ambiente, ou seja, a viruléncia ja estava “pronta” quando ele infectou um
hospedeiro vertebrado pela primeira vez. Além disso, eles observaram que vérios dos fatores
que favorecem a sobrevivéncia do fungo em macréfagos, também auxiliam na sua
sobrevivéncia durante a interagdo com as amebas, dando aos fatores de viruléncia um “duplo”
uso. Fatores como o acumulo de vesiculas contendo polissacarideos da capsula e a producédo
de fosfolipases podem ter mais de uma funcdo na sobrevivencia de um fungo. A capsula em
C. neoformans que aumenta a viruléncia quando fungo infecta um hospedeiro vertebrado
também pode atuar prevenindo a fagocitose por amebas de solo e ainda proteger contra a

dissecacdo. Similarmente a presenca de melanina que protege contra estresses do ambiente
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estd associada ao aumento da viruléncia do fungo quando infecta animais (Casadevall et al.,
2003;Nosanchuk e Casadevall, 2006;Casadevall e Pirofski, 2007).

1.4) Acanthamoeba castellanii e outros organismos como modelo para o
estudo de fungos patogénicos.

Amebas de vida livre sdo protozoarios oportunistas amplamente distribuidos na
natureza. Podemos encontrar espécies desse microrganismo em diversos tipos de ambiente
como solo, ar, 4gua doce e salgada. Entretanto apenas quatro géneros sdo capazes de infectar
0 ser humano: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e Sappinia (Rivera et al.,
1987;Schuster e Visvesvara, 2004;Visvesvara et al., 2007). Acanthamoeba spp. é o género
mais comum e amplamente distribuido em todo o planeta. Pode sobreviver a 37°C, suporta
uma grande variacdo na temperatura, pH e osmolaridade permitindo que sobreviva em &gua
destilada e seja capaz de infectar individuos mamiferos. Ja foi isolado em peixes, passaros,
anfibios, repteis, mamiferos e ja foi encontrado em amostras de tecidos de pulméao, cérebro,
lesbes de pele e na cornea (Madrigal Sesma, 1988;De Jonckheere, 1991;Mergeryan,
1991;Dykova et al., 1999). Acanthamoeba spp. tem dois estadgios em seu ciclo de vida: Um
estagio vegetativo na forma de trofozoito (8-40 um) e outro dormente na forma de cisto (8-29
um). A forma de trofozoito se divide por fissdo binaria e se caracteriza por possuir um nucleo
interno e a presenca de pseuddpodes que auxiliam na captura de presas assim como adesao e
movimentacdo. Os trofozoitos se alimentam de microrganismos como bactérias, algas e
leveduras, mas também podem se alimentar de pequenas particulas organicas sollveis. E
nessa forma que amebas infectam um hospedeiro, entretanto, quando estdo em situacoes
adversas como grandes variaces de temperatura e pH ela passa para forma de cisto. O cisto é
extremamente resistente a grandes variacbes de temperatura, pH, osmolaridade, resiste a
dessecacdo e longos periodos sem alimentagdo. Ele possui duas camadas de parede celular
(endo e ectocisto) e pequenos poros que sdo usados para monitorar mudangas no ambiente
que, quando favoravel, induz o retorno para forma de trofozoito (Preston e King,
1984;Aksozek et al., 2002;Khan, 2006).

A. castellanii € uma das espécies mais estudadas de amebas. Esse patdgeno oportunista
é conhecido por causar ceratite, uma doenga comumente encontrada em usuarios de lente de
contato. Essa infeccdo pode destruir tecidos do olho e levar a cegueira. Os sintomas da doenca
incluem vermelhiddo nos olhos, fotofobia e edema palpebral. Outra doenca causada por A.
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castellanii é a encefalite amebiana granulomatosa. Essa doenca ataca o0 sistema nervoso
central e pode ser fatal. Seus sintomas variam entre dores de cabega, confusdo, nausea,
vomito, febre e sinais de aumento da pressdo intracraniana. Apesar de causar diversas
doencas, infeccdes com Acanthamoeba spp. ndo sdo comuns. Estudos mostram que mais de
80% da populacdo possuem anticorpos para espécies desse género (Martinez et al.,
1980;Mietz e Font, 1997;Anderson et al., 2005). Pouco se sabe sobre a patogénese da
infeccdo e os determinantes bioquimicos da viruléncia de Acanthamoeba spp., mas sabe-se
que propriedades de aderéncia, resisténcia a temperaturas mais elevadas e mecanismos de
evasdo do sistema imune representam importantes fatores para a patogenicidade da ameba
(Mazur e Hadas, 1994;Marciano-Cabral e Cabral, 2003). As lectinas possuem um importante
papel na adesdo da ameba com a cérnea do hospedeiro. Entre as lectinas a mannose-binding
protein (MBP) é um conhecido fator de viruléncia para Acanthamoeba spp. Ela auxilia na
adesdo da ameba a cornea do hospedeiro através de interacdes de lectinas na superficie da
ameba com residuos de manose no epitélio da cornea. Para entender melhor o papel funcional
da MBP, Yoo e Jung (2012) realizaram experimentos em que a MBP de A. castellanii foi
saturada com manose. Os resultados mostraram que a citotoxicidade, capacidade de adesdo e
a fagocitose foram comprometidos apds o tratamento das células com manose, mostrando que
essa proteina tem um importante papel na viruléncia desse protozoario (Garate et al.,
2004;Yo0 e Jung, 2012). Acanthamoeba spp. é bastante estudada ndo s6 devido a sua
associacdo com diversas doencas em pessoas imunocomprometidas e sua grande importancia
no ecossistema, mas também pela possibilidade de servir como reservatorios ou “Cavalos de
Troia” para outros microrganismos (Fields et al., 1984;Siddiqui e Khan, 2012a). Bactérias
patogénicas conseguem sobreviver a fagositose por Acanthamoeba spp. e continuar viaveis
em seu interior. Dessa forma a ameba pode atuar como um “veiculo transportador” levando
outros microoganismos para o interior de seu hospedeiro ou como um reservatorio em que
bactérias podem se reproduzir em um ambiente mais favoravel (Greub e Raoult, 2004;Alsam
et al., 2006). Existem estudos mostrando que a interacdo com Acanthamoeba spp. pode atuar
como um “treinamento” em que bactérias desenvolvem estratégias para escapar da fagocitose,
consequentemente tornando-se mais resistentes ao ataque de macrofagos. Os mecanismos
utilizados por essas bactérias para escapar da fagocitose da ameba sdo os mesmos utlizados
para escapar e sobreviver a macréfagos. Por exemplo, a forma com que L. pneumophila
sobrevive a fagocitose por Acanthamoeba depende dos mesmos genes (icmT, icmR, icmQ,

icmP, icmO, icmM, icmL, icmK, icmE, icmC, icmD, icmJ and icmB) utilizados para
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sobreviver ao macréfago no interior de seu hospedeiro (Segal e Shuman, 1999;Siddiqui e
Khan, 2012b).

Muitos estudos sobre os mecanismos moleculares com o qual microrganismos
interagem com hospedeiros humanos séo feitos em modelos mamiferos. Entretanto, modelos
mamiferos podem apresentar algumas dificuldades como ciclos reprodutivos longos, maior
complexidade anatémica e fisioldgica e custos elevados. Além disso a maioria dos estudos
focam apenas no microrganismo, ou na resposta do hospedeiro, ou na caracterizacdo de novos
compostos terapéuticos separadamente devido a falta de um modelo que englobe todos esses
aspectos. Nos ultimos anos uma série de organismos invertebrados vem sendo descritos como
novos modelos que permitem a aplicagéo de estudos para interacdo entre fungo-hospedeiro.
Assim, pesquisadores vem utilizando modelos invertebrados por serem mais simples de
trabalhar, demandarem custos mais baixos de manutencdo e por muitas vezes serem mais
indicados para o tipo de pesquisa que estéo realizando (Mylonakis et al., 2007).

Alguns desses organismos invertebrados tem cido cada vez mais utilizados para o
estudo da viruléncia de patdgenos humanos. Sdo notaveis as similaridades entre o sistema
imune inato desses invertebrados com o de mamiferos (Kavanagh e Reeves, 2004). Entre
esses invertebrados um dos que vem sendo mais utilizados s&o as larvas da mariposa Galleria
mellonella. As larvas de G. mellonella séo faceis de manipular e os custos para manté-las sao
baixos (Reeves et al., 2004). O sistema imune desse inseto é similar ao de mamiferos em
varios aspéctos. Ele possue seis tipos de hemacitos e fagocitos que sdo capases de fagocitar
células fungicas de espécies como Cryptococcus neoformas e Aspergillus spp. por exemplo.
Além disso a cinética da fagocitose e a morte microbiana sdo similares as de neutrdfilos
humanos (Kavanagh e Reeves, 2004;Reeves et al., 2004;Bergin et al., 2005;Mylonakis et al.,
2005;Mylonakis et al., 2007). Peptidios antimicrobianos também sdo observados no sistema
imune desse inseto. Esses peptidios desempenham importantes fungfes na imunidade de
insetos uma vez que eles ndo possuem sistema imune adaptativo (Cytrynska et al., 2007).

Larvas de G. mellonella j& foram utilizadas em estudos com diversos microrganismos
patogénicos como Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Microsporum gypseum, Trichophyton
rubrum, Aspergillus flavus, Paracoccidioides lutzii e Histoplasma capsulatum (Jarrell e
Kropinski, 1982;Lemaitre et al.,, 1996;St Leger et al., 2000;Apidianakis et al.,
2004;Mylonakis et al., 2005;Fuchs et al., 2010;Achterman et al., 2011;Thomaz et al., 2013).

Estudos com P. lutzii indicam que larvas de G. mellonella podem ser utilizadas no estudo da
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PCM e servem como modelo de hospedeiro para o estudo da viruléncia desse microrganismo.
De acordo com Thomaz et al (2013) larvas de G. mellonella infectadas com leveduras de P.
lutzii apresentam granulomas semelhantes aos encontrados em mamiferos diagnosticados com
PCM (Buissa-Filho et al., 2008; Thomaz et al., 2008;Thomaz et al., 2013).

Acanthamoeba castellanii também pode ser um bom modelo de estudos para fagocitos
humanos. Ambas as células possuem diversas similaridades morfoldgicas e estruturais como:
forma de locomocgédo, capacidade de sobreviver a 37°C, habilidade de interagir e fagocitar
microrganismos patogénicos, sequestro das particulas ingeridas no interior de vacuolos e
secrecdo de enzimas lisossomais para degradacdo dessas particulas fagocitadas (Swanson e
Hammer, 2000). Ambas utilizam mecanismos dependentes de actina para projetar
pseudopodos que atuam tanto na locomocdo como na fagocitose. Grande parte do
conhecimento sobre estrutura e funcdo da actina e miosina em macréfagos vem do estudo
com Acanthamoeba (Pollard et al., 1970). Assim, se 0 objetivo € estudar a fagocitose ou
processos moleculares que ocorrem proximos a temperaturas corporais de mamiferos o uso da
Acanthamoeba pode ser um bom modelo experimental. Similarmente, se o objetivo do
trabalho é estudar processos de infeccdo utilizados por fungos em temperaturas corporais
mamiferas, o ideal é encontrar organismos resistentes a essas temperaturas e que possuem um
sistema imune inato similiar ao de mamiferos como G. mellonella (Mylonakis et al., 2007).
Dessa forma, neste presente trabalho foi escolhida a ameba A. castellanii para ser usada como
modelo de estudos da interacdo P. brasiliensis-hospedeiro. Além da ameba, larvas de G.
mellonella também foram utilizadas em um experimento do trabalho e serdo utilizadas em
experimentos futuros. Nossa hipotese € que o estudo da interacdo desse fungo com
organismos de solo podera nos levar a uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
responsaveis pela origem e manutencdo de fatores de viruléncia importantes no
estabelecimento da infeccdo em mamiferos por esse fungo.

Esse trabalho faz parte de um projeto maior que vem sendo desenvolvido em nosso
grupo, sob coordenacdo da Dra. Patricia Albuquerque e envolve o estudo da interacdo de P.
brasiliensis com diferentes isolados de amebas de solo além do estudo de outros aspectos da

viruléncia e ecologia desse fungo.
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2. Objetivos

2.1) Objetivo geral
O objetivo geral desse projeto é analisar a interacdo entre o fungo patogénico P.

brasiliensis e amebas, identificando os principais efeitos dessa interacdo na viabilidade dos
dois organismos e na viruléncia desse fungo.

2.2) Objetivos especificos

e Deteccéo da interagdo de amebas com P. brasiliensis por ensaio de fagocitose.

e Analise dos principais efeitos da interacdo entre ameba e P. brasiliensis na viabilidade

do fungo e da ameba.

e Analise dos efeitos da passagem de P. brasiliensis em amebas na viruléncia desse

fungo.



3. Materiais e Métodos

3.1) Meios de cultura

3.1.1) Fava-Neto

Protease peptona 0,3% (p/v)
Peptona 1,0% (p/v)
Extrato de carne 0,5% (p/v)
NaCl 0,5% (p/v)
Dextrose 4,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Agar 1,6% (p/v)
Ajustou-se o pH para 7,0

3.1.2) PYG

Peptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,1% (p/v)
Dextrose 1,8% (p/v)
Ajustou-se o pH para 7,2

3.1.3) BHI (Brain Heart Infusion)

BHI 3,7% (p/v)
Dextrose 0,8% (p/v)
Agar 1,5% (p/v)
Soro de cavalo 4,0% (vIv)
Filtrado de linhagem Pb 192 5,0% (v/v)

Ajustou-se o pH para 7,3

(Filtrado de linhagem Pb 192 é usado como fator de promocéo de crescimento)
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3.2) Corantes

3.2.1) Solucéo de Azul de tripano (0,4%)
NaCl 0.81%
KH,PO, 0,06%

3.2.2) Uvitex 2B

Solucdo estoque: 1% diluido em PBS
Concentracao final de uso: 0,01%

3.2.3) CMFDA
Solucdo estoque: 10 mM em DMSO
Concentragéo final de uso: 15 pM

3.2.4) DID-DS
Solucgdo estoque: 2mg/mL em DMSO
Concentragéo final de uso: 2 uM

3.3) Tampédo para preparo de amostras para microscopia

eletrénica

3.3.1) Tampao cacodilato de sédio

Sacarose 3,0% (p/v)
CaCl, 3mM
Ajustou-se pH para 7,2


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
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3.4) Solucéo de lavagem das células

3.4.1) Tampao fosfato (PBS) 10X

NaCl 1,5M
Naz2HPO4 0,1M
NaN3 0,02 %

O pH foi ajustado para 7,2.

3.5) Linhagens celulares e Manutencao

3.5.1) Paracoccidioides brasiliensis

A linhagem celular utilizada no estudo foi a Pb18 de P. brasiliensis (Singer-Vermes et al.,
1989). As células sdo mantidas na forma de levedura em meio solido Fava-Netto por 5-7 dias
a uma temperatura de 37°C e repicadas semanalmente. Col0nias foram retiradas diretamente
do meio sélido dispersas em meio liquido e agitadas em vortex e por 2 min na presenca de
pérolas de vidro para diminuir a quantidade de grumos para utilizacdo nos experimentos. A

contagem do namero de células foi feita em camara de Neubauer.

3.5.2) Acanthamoeba castellanii

A linhagem celular utilizada foi a 30234 (American Type Culture Collection - ATCC,
Manassas, VA, USA) . As células foram mantidas em garrafas de cultura com meio PYG por
5-7 dias a uma temperatura de 27 °C e repicadas ap6s uma semana. As células foram
descoladas atravéz da agitacdo das garrafas e contadas em camara de Neubauer para utilizacdo

nos experimentos.

3.6) Microscopia confocal

Um indculo de 2 x 10° células de A. castellanii, em 400 uL de meio PYG, foram depositadas
sobre laminulas estéreis presentes nos pogos de microplacas de seis pogos e incubadas a
Temperatura de 28°C por 24h. ApoOs a adesdo, as amebas foram coradas com a sonda
fluorescente DiD-DS (corante vermelho), que marca bicamadas lipidicas. Em seguida, as

amebas foram cocultivadas com 1 x 10’ leveduras de P. brasiliensis (a proporcéo
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ameba/levedura de 1:2) previamente coradas com CMFDA (corante verde), que marca
proteinas intracelulares do fungo. Apds 2h de cocultura a 28°C as células foram coradas com
Uvitex 2B (corante azul), que marca quitina na parede celular de fungos nao internalizados,
uma vez que este corante ndo atravessa a membrana plasmatica. Em seguida as laminulas
contendo amebas e P. brasiliensis foram lavadas, fixadas e montadas em laminas para
microscopia confocal. As imagens foram obtidas utilizando o microscopio confocal a laser
Leica SP5 equipado com objetiva de 63X. A propor¢do de ameba/levedura de 1:2 foi definida
utilizando protocolos previamente definidos para outros fungos ja estudados (Steenbergen et
al., 2004).

3.7) Microscopia eletrénica de transmissao

Células de A. castellanii foram adicionadas em meio PYG em frascos de cultura de 600mL a
uma densidade de 10" células por frasco. Ap6s a adesdo, as amebas foram infectadas com P.
brasiliensis usando uma propor¢do ameba/levedura de 1:2 e mantidas a 28°C por 6h. Em
seguida, as células foram retiradas dos frascos, centrifugadas (600 g / 10 min), lavadas com
tampdo PBS e fixadas em 2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido e 0,1 M tampdo cacodilato
de sodio durante a noite. Apds a fixacdo, as células foram coletadas por centrifugacdo (600 g /
10 min) e lavadas trés vezes com 0,1 M tampdo cacodilato de s6dio. A amostra foi pos-fixada
por 1h com 1% de tetroxido de 6smio e 0,8% ferrocianeto de potéassio em tampdo cacodilato
de sédio, contrastada en bloc com 0,5% de acetato de uranila e seguida por desidratacdo em
gradientes de acetona e inclusdo em resina Spurr. Sec¢des ultrafinas feitas no ultramicrotono

foram observadas no microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1011 a 80 kV.

3.8) Cinética da internalizacdo de leveduras de P. brasiliensis pela

ameba A. castellanii

Células de A. castellanii e P. brasiliensis foram coincubadas usando uma proporgédo
ameba/levedura de 1:2 em placas de 24 pocos contendo 400 pL final de meio liquido PYG.
Antes da coicubacdo células de A. castellanii (5 X 10° células/mL) foram incubadas por 24
horas a 28°C para permitir a sua adesdo e multiplicacdo chegando a 10° células/mL, o
sobrenadante contendo meio de cultura e células ndo aderidas foi removido. Células aderidas
foram lavadas com solucéo salina estéril e incubadas com 2 x 10° células de P. brasiliensis.

Os sistemas foram entdo mantidos a 28 °C por 30 min, 1, 2, 4 e 6 horas e a visualizagdo da
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fagocitose foi feita a partir de imagens de microscopia Optica de fluorescéncia. Células de P.
brasiliensis foram coradas antes da coincubagdo com o corante Uvitex, que se liga a quitina
da parede celular de fungos. Foram feitas imagens de diferentes planos focais (Z-stack) para
garantir que o fungo visualizado estava no interior da ameba. Apds o tempo de interacdo os
pocos foram lavados com PBS para retirar os fungos nédo internalizados. Foram contadas no
minimo 100 células/poco para determinar a porcentagem de fagocitose. Esse valor é definido
como 0 numero de A. castellanii com leveduras internalizadas dividido pelo nimero total de
células de A. castellanii contadas mostrado na forma de porcentagem. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata.

3.9) Ensaio de viabilidade de Acanthamoeba castellanii

Células de A. castellanii (5 X 10° células/mL) foram incubadas em placas de 24 pogos
contendo 400 pL final de meio PYG liquido por 24 horas a 28°C para permitir a sua adesdo ¢
e multiplicacdo, chegando a densidade celular de 10° células/mL, o sobrenadante contendo
meio de cultura e células ndo aderidas foi removido. Ap6s a adesdo das amebas, células de P.
brasiliensis foram adicionadas usando uma proporcdo ameba/levedura de 1:2 e mantidas a
28°C e 37°C por 6, 24 e 48 horas. Apos os intervalos de tempo as células foram
ressuspendidas e observadas em cadmara de Neubauer por microscopia éptica. A analize da
viabilidade de A. castellanii foi feita com o uso do corante vital Azul de tripano que cora
células mortas em azul por sua inabilidade de expulsar o corante. Foram contadas 100 células
de ameba por poco e a porcentagem da viabilidade é determinada pelo nimero de amebas
incapazes de excluir o corante, pelo nimero total de células contadas. O controle representa
celulas de A. castellanii incubadas sem cocultivo com P. brasiliensis. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

3.10) Ensaio de viabilidade de P. brasiliensis quando na interacao

com A. castelani, empregando diferentes metodologias

3.10.1) Determinacéo de unidades formadoras de colonia — CFU de acordo

com Singer-Vermes et al. (1992)
Células de P. brasiliensis (2 X 10° células/mL) foram adicionadas a culturas de A. castellanii

em pogos de uma placa de 24 pocgos usando uma proporcdo fagécito/levedura de 1:2 e
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incubadas a 28°C por 6 e 24 horas. A cada intervalo de tempo as células foram ressuspendidas
dos respectivos pogos e as amebas lisadas pela adicdo de deoxicolato de s6dio 12mM. Este
tratamento promove a lise das amebas, mas ndo afeta a viabilidade do fungo. As células do
fungo foram centrifugadas (4000 rpm / 10 min), lavadas para retirar 0 acesso de deoxicolato
de sddio e entdo plagueadas em meio BHI sélido. Para cada intervalo foram usados 3 pocos
onde foram feitas diluicGes seriadas. As placas foram incubadas a 37°C e o nimero de
colbnias foi contado apds 14 dias. O controle representa células de P. brasiliensis sem a

coincubacgdo com a ameba.

3.10.2) Ensaio de viabilidade empregando o método XTT

Para avaliar a viabilidade de P. brasiliensis apds agitacdo em vortex na presenca de pérolas de
vidro, analises de viabilidade celular foram realizadas utilizando-se o reagente XTT (2,3-Bis-
(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), o qual avalia a
atividade mitocondrial, sendo clivado por ensimas desidrogenases de células ativas e
resultando na formacdo de cristais de formazan com coloracdo alaranjada e sollvel em agua
que pode ser mensurado por absorbancia a 490 ou 450 nm (Roehm et al., 1991). Para
realizacdo do ensaio, células de P. brasiliesis foram coletadas em PBS, contadas e separadas
em dois tubos com quantidades iguais do fungo. Um dos tubos foi submetido a vigorosa
agitacdo em vortex com pérolas de vidro e o outro foi utilizado como controle. As células sdo
entdo passadas para uma placa de 96 pocos onde € adicionado XTT (0,5 mg/mL) e menadiona
para concentracdo final de 10uM. A placa foi incubada a 37°C com protecdo da luz por 4

horas e com uma leitora de placa foi determinada a absorvancia a 495 nm.

3.10.3) Ensaio de viabilidade empregando a coloracdo com Azul de tripano

Para avaliar os efeitos da agitacdo em vortex na presenca de pérolas de vidro nas leveduras de
P. brasiliensis, analises de viabilidade celular foram realizadas utilizando-se o corante vital
Azul de tripano, que cora células mortas por sua inabilidade de expulsar o corante. Para
realizacdo do ensaio, células de P. brasiliesis foram coletadas em PBS, contadas e separadas
em dois tubos com quantidades iguais do fungo. Um dos tubos, contendo pérolas de vidro foi
submetido a agitacdo em vortex e o outro foi utilizado como controle. As células foram entdo
coletadas e transferidas para um tubo de microcentrifuga onde foi adicionado o corante vital
Azul de tripano na proporc¢édo de 1:1. Apos rapida agitacdo as celulas foram transferidas para

uma camara de Neubauer onde foram contadas até 100 células. A porcentagem da viabilidade
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é definida pelo nimero de células coradas dividido pelo nimero total de células contadas

mostrado na forma de porcentagem.

3.11) Analise do efeito na viruléncia fungica pela passagem

seriada de P. brasiliensis em A. castellanii

Células de P. brasiliensis (2 X 10° células/mL) foram adicionadas a culturas de A. castellanii
em pocos de uma placa de 24 pocos usando uma propor¢cdo ameba/levedura de 1:2 e
incubadas a 28°C por 6 horas. Apos o intervalo de tempo as células foram ressuspendidas e as
amebas lisadas pela adi¢do de deoxicolato de sédio 12mM (concentracdo que lisa células de
ameba mas ndo lisa células de P. brasiliensis). Os fungos coletados foram lavados trés vezes e
ressuspendidos em PBS para, posteriormente, serem plaqueados em meio BHI solido e
incubados a 37°C por 7 a 15 dias. As colbnias de P. brasiliensis resultantes foram coletadas e
as células do fungo passam pelo mesmo processo descrito por 6 vezes. Apds a passagem pelas
amebas por 6 ciclos o fungo foi coletado e inoculado em grupos de 10 larvas de Galleria
mellonella para realizagdo de uma curva de sobrevivéncia. Para essa curva foram feitos dois
controles, um deles corresponde ao in6culo do fungo ndo submetido pelos ciclos de passagens
seriadas em A. castellanii e outro que corresponde a um indéculo apenas com PBS. Os
indculos foram introduzidos nas larvas utilizando-se uma seringa. Apds o indculo as larvas

sdo mantidas a 37°C e checadas a cada 24h para observar sua viabilidade.

3.12) Efeito de A. castellanii na filamentacao de P. brasiliensis
Dado a importancia do dimorfismo na biologia de P. brasiliensis, observamos que quando em

contato com a ameba, sua transicdo dimorfica de levedura para hifa era inibida. Desta forma,
passamos a avaliar o possivel mecanismo a base desta inibicdo. A seguir, sdo descritos o

enfoque dado a esta questdo biologica.

3.12.1) Extracao de lipidios de Acanthamoeba castellanii

Para estudar os mecanismos utilizados por A. castellanii para inibicdo da filamentagéo de P.
brasiliensis foi realizada uma extracdo de lipidios da ameba. Os lipidios extraidos foram
posteriormente utilizados na incubagdo de uma cultura do fungo. A extracdo dos lipideos foi

realizada segundo o método de Folch (1957) onde as células foram lisadas obtendo-se no final
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do procedimento fragdes polares e apolares do lisado celular (Folch et al., 1957). Células de
A. castellanii foram adicionadas em meio PYG em uma garrafa de cultura celular a uma
densidade de 10’ células. Ap6s a adesdo, as células foram removidas por agitacdo e
centrifugadas (600 g / 10 min) para remover o excesso de meio. Foi adicionada as células uma
mistura de cloroférmio/metanol (2/1) com um volume final de 20X, relativo ao volume da
amostra. A mistura foi agitada em um orbital shaker por 15-20 min a temperatura ambiente.
Essa mistura foi entdo filtrada com papel filtro tendo sido recolhida apenas a fase liquida.
Acrescentou-se PBS 1X (0,2V do volume final da mistura) e apds agitacdo em vortex por
alguns segundos a mistura foi centrifugada (2000 rpm/ 10 min) para separacéo das fases polar
e apolar. As fases foram separadas delicadamente para ndo mistura-las, utilizando uma pipeta
Pasteur, sendo cada uma transferida separadamente para tubos novos. A seguir, cada amostra
relativa a cada uma das fases, foi aliquotada em tubos de 1,5 mL do tipo eppendorf, e

submetida a secagem utilizando um speedvac (Folch et al., 1957).

3.12.2) Incubacdo de P. brasiliensis com fragdo polar da extracdo de

lipidios de A. castellanii

P. brasiliensis foi coletado diretmente do meio Fava-Neto sélido, lavado trés vezes em PBS e
contado. As células (5 X 10° por poco) foram transferidas para uma placa de 24 pogos
contendo YPD. A fase polar da extracdo de lipidios de A. castellanii foi diluida em PBS em
trés concentracOes diferentes. A primeira concentracdo contendo o equivalente a um tubo de
1,5 mL da extracdo, a segunda concentracdo contendo o equivalente a dois tubos de 1,5 mL da
extracdo e a terceira concentracdo contendo o equivalente a trés tubos de 1,5 mL da extracgdo.
As trés concentracdes foram adicionadas em diferentes pogos e a placa foi entdo incubada a
temperatura de 28°C. Apds dois dias de incubagdo imagens de microscopia éptica foram
obtidas para observar o processo de transi¢cdo dimorfica do fungo. Foram feitos dois controles
para esse experimento. O primeiro representa células do fungo incubadas apenas na presenca
de meio YPD e o segundo representa células do fungo coincubadas com A. castellanii na
presenca apenas de meio YPD.
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4. Resultados e Discussao

4.1) Interacéo entre A. castellanii e P. brasiliensis

De acordo com estudos realizados por Steenbergen et al (2001, 2004) A. castellanii é
capaz de fagocitar diversos fungos virulentos como C. neoformans, B. dermatitidis, S.
schenckii e H. capsulatum. O indice de fagocitose varia para cada um desses fungos, mas que
ambos fagocitam esses fungos em proporcdes muito proximas. A maior diferenca na
internalizacdo pela ameba e por macréfagos observada foi para H. capsulatum onde 81% das
amebas fagocitaram o fungo enquanto apenas 70% dos macréfagos foram capazes de
fagocita-lo (Steenbergen et al., 2001;Steenbergen et al., 2004). Para avaliarmos se P.
brasiliensis também € capaz de interagir com células de A. castellanii, um ensaio de
fagocitose foi realizado (Figura 3). Nesse ensaio coincubamos células de P. brasiliensis com
A. castellanii previamente aderidas em uma lamina para imagens de microscopia confocal.
Observamos células de P. brasiliensis tanto em processo de fagocitose quanto células
fangicas ja ingeridas pelas amebas, corroborando a nossa hipdtese de que P. brasiliensis
também pode interagir com amebas de solo.

Para confirmar que a internalizacdo de fato ocorre usamos alguns corantes para
imagens de microscopia confocal. As células de A. castellanii foram coradas com DiD-DS
(vermelho), uma sonda fluorescente que marca bicamadas lipidicas, enquanto as células de P.
brasiliensis foram coradas com CMFDA (verde), que marca proteinas intracelulares somente
em células vivas. Apés a incubacdo, as células foram ainda coradas com Uvitex, que marca
quitina na parede celular de fungos e é incapaz de penetrar a membrana citoplasmatica (Levitz
et al., 1987). A auséncia da coloragdo por Uvitex em células de P. brasiliensis associadas a
ameba indica que o fungo realmente foi internalizado pelo protozoario. Também é possivel
observar que a imagem de luz transmitida mostra uma célula de P. brasiliensis dentro da
ameba que ndo foi corada com CMFDA. Como o corante cora apenas células vivas,

constatamos que a ameba é capaz de fagocitar tanto fungos mortos quanto vivos.
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Figura 3. Microscopia confocal da interacdo entre A. castellanii e P. brasiliensis. (A)
Células de A. castellanii foram coradas com DiD-DS (vermelho), (B) enquanto P. brasiliensis
foi corado com CMFDA (verde), (C) e com Uvitex 2B (azul). (D) Imagem de campo claro. A
seta preta mostra uma célula do fungo também fagocitada pela ameba mas que nao foi corada
por nenhum dos corantes. (E) MERGE. A seta branca mostra uma célula do fungo corada com

CMFDA que foi fagocitada pela ameba. Barra=10um.

Para melhor visualizarmos o processo de fagocitose, ameba e fungo foram
coincubados durante 6h e imagens da interacdo foram feitas utilizando um microscopio
eletronico de transmissdo (MET). Como mostrado na Figura 4, confirmamos, mais uma vez
que A. castellanii € capaz de fagocitar P. brasiliensis e que apds 6h o fungo ainda pode ser

encontrado no interior da ameba.
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2 um

Figura 4. Microscopia eletrénica de transmissdo da interacdo entre A. castellanii e P.
brasiliensis. Células de P. brasiliensis foram coincubadas com A. castellanii durante 6h e
processadas conforme descrito anteriormente para obtencdo de imagens de MET. Seta indica
a célula do fungo no interior da ameba. Barra=2 pm.

4.2) Cinética da internalizacdo de P. brasiliensis por A. castellanii

Outros ensaios de fagocitose foram realizados para se determinar a porcentagem de
amebas capazes de internalizar o fungo. Observamos nos primeiros ensaios que essa
porcentagem estava baixa quando comparada com os dados descritos para outros fungos ja
testados. Uma possivel explicacdo é pelo fato do P. brasiliensis formar brotos (em roda de
leme por exemplo) e muitas vezes ser encontrado em aglomerados (grumos), 0 que pode
dificultar a fagositose pelas amebas (Brummer et al., 1993). Para tentar solucionar esse
problema, antes dos ensaios, as células de P. brasiliensis foram coletadas e agitadas em vortex
com perolas de vidro. Como resultado observamos que os aglomerados diminuiram e muitos
brotos se soltaram facilitando a fagocitose e aumentando a porcentagem de internalizacao.

Dois ensaios de viabilidade foram realizados com o fungo apds esse processo para verificar se
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0 mesmo continuaria viavel. Os ensaios foram feitos com o corante vital azul de tripano e com
o0 reagente XTT, que avalia a atividade mitocondrial das células (Figura 5). Em ambos os
ensaios constatamos que a porcentagem de fungos mortos nos controles, que representa o
fungo ndo submetido a agitacdo com pérolas de vidro em vortex, era proxima da porcentagem
de fungos mortos quando submetidos a agitacdo com pérolas de vidro em agitador do tipo
vortex, constatando que nas condigfes usadas esse processo ndo interfere na viabilidade do

fungo.
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Figura 5. Viabiliadade de P. brasiliensis apds agitacdo em vortex com pérolas de vidro.
P. brasiliensis foi coletado e vortexado com pérolas de vidro. Controle representa células do
fungo que ndo passaram pelo vortex com pérolas de vidro. (A) Células do fungo foram
coletadas antes e apds o processo e sua viabilidade foi avaliada pela realizacdo de um ensaio
de XTT, conforme descrito previamente. (B) Células do fungo foram coletadas antes e ap0os o
processo de desagregacdo das células por agitacdo em vortex e a porcentagem de células
viaveis foi determinada utilizando o corante vital azul de tripano. Foram contadas 100 células
do fungo e a porcentagem é definida pelo nimero de células coradas dividido pelo nimero

total de células contadas mostrado na forma de porcentagem.
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Para observarmos a eficiéncia de fagocitose de P. brasiliensis pela ameba, um novo
ensaio de fagocitose foi realizado apds o fungo passar pelo protocolo de agitagdo em vortex
na presenca de pérolas de vidro (Figura 6) como validado pelos dados mostrados na figura 4.
Nesse novo ensaio observamos uma maior eficiéncia da ameba em fagocitar o fungo. Antes
de 30 min de coincubacdo j& conseguimos observar A. castellanii internalizando células de P.
brasiliensis. Imagens de microscopia de fluorescéncia foram obtidas e analisadas nos tempos
de 30 min, 1h, 2h, 4h e 6h. Observamos que houve um aumento na porcentagem de amebas
com pelo menos um fungo internalizado até 2h ap6s a coincubacdo chegando a
aproximadamente 70% de fagocitose. Entre 2h e 6h de coincubagdo essa porcentagem se
manteve estavel, mas em alguns casos observamos uma ligeira queda. A maioria das células
de A. castellanii internaliza apenas um fungo, mas foram observadas amebas fagocitando dois

ou trés ocasionalmente (Figura 7).
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Figura 6. Cinetica da internalizacdo de leveduras de P. brasiliensis pela ameba A.
castellanii. ~ Amebas e P. brasiliensis foram coincubados usando uma proporgédo
fagocito/levedura de 1:2. Apoés visualizagcdo da fagocitose por microscopia Optica de
fluorescéncia, foram contadas no minimo 100 células/poco para determinar a porcentagem de
fagocitose. Esse valor é definido como o numero de A. castellanii com leveduras
internalizadas dividido pelo numero total de células de A. castellanii contadas mostrado na

forma de porcentagem. O experimento foi realizado em triplicata.
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Figura 7. Microscopia de fluorecéncia da interagdo entre A. castellanii e P. brasiliensis. P.

brasiliensis é corado com Uvitex e coincubado com A. castellanii. Ap6s o tempo de interacdo
imagens de microscopia de fluorescéncia de diferentes planos focais (Z-stack) s&o obtidas
para garantir que o fungo visualizado estava no interior da ameba. Imagens representam
células apds 2h de coincubacdo. (A) Contraste de fase. (B) Fluorescéncia. (C) MERGE.
Barra=10um

4.3) Analize da viabilidade de P. brasiliensis e A. castellanii apos

co-incubacéo

Ensaios de viabilidade de A. castellanii quando coincubada com outros fungos
virulentos (C. neoformans, B. dermatitidis, S. schenckii e H. capsulatum) mostram que a
maioria desses fungos é capaz de sobreviver a fagocitose e em alguns casos induzir a morte
das amebas (Steenbergen et al., 2001;Steenbergen et al., 2004). Quando fungos dimoérficos
como B. dermatitidis, S. schenckii e H. capsulatum sdo coincubados com A. castellanii em
PBS, meio em que ambos possuem dificuldade para se replicar, observa-se a morte da ameba
e crescimento do fungo, que utiliza o protozoario como fonte nutricional. Entretanto quando
fungos que ndo sobrevivem no solo como Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae séo
coincubados com A. castellanii em PBS observa-se a morte do fungo e crescimento da ameba
(Steenbergen et al., 2004). Para avaliarmos se P. brasiliensis também € capaz de resistir a
fagositose por A. castellanii foi realizado um ensaio de viabilidade da ameba quando
coincubada com o fungo nos tempos de 6h, 24h e 48h (Figura 8). P. brasiliensis é encontrado
na forma de micélio em temperaturas proximas a do ambiente. Entdo, para certificar que essa

transicdo de levedura para micélio ndo interfere no resultado, o experimento foi realizado em
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duas temperaturas diferentes. A 28°C, temperatura considerada ideal para ameba e 37°C,
temperatura em que o fungo é encontrado na forma de levedura (Brummer et al.,
1993;Trabelsi et al., 2012). Com esses experimentos observamos que leveduras de P.
brasiliensis ndo foram capazes de matar A. castellanii, diferente do que ja havia sido descrito
para outros fungos dimdrficos. Em ambas as temperaturas observamos um pequeno aumento
na porcentagem da mortalidade de A. castellanii quando coincubada com o fungo, mas que
ndo se mostrou estatisticamente significativo, comparado ao controle (ameba na auséncia do
fungo). Acreditamos que esse aumento possa ser devido ao estresse do meio, ja que ha uma

competicdo maior por nutrientes nesse sistema se compararmos com o controle.
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Figura 8. Porcentagem de mortalidade de Amebas (Ac) apds co-cultivo com P.
brasiliensis (Pb). (A) Ameba e fungo, na proporc¢do de 1:2, foram coincubados a 28°C (B) e
37°C. O controle representa células de ameba sem cocultivo com P. brasiliensis e a
viabilidade avaliada pelo uso do corante vital azul de tripano. O célculo da porcentagem foi
feito a partir da contagem de até 100 amebas viaveis.

P. brasiliensis é capaz de sobreviver a fagocitose por macréfagos. Apds a fagocitose o
fungo pode entrar em um periodo de laténcia ou até mesmo se multiplicar no interior do
macrofago. De acordo com Brummer et al (1989) ha um maior crescimento do fungo quando

é coincubado com macrofagos néo ativados. Apos a fagocitose P. brasiliensis se multiplica no
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interior do macréfago destruindo-o e liberando mais células do fungo (Brummer et al.,
1989;Moscardi-Bacchi et al., 1994). Entretanto, quando coincubamos P. brasiliensis com A.
castellanii ndo observamos resultados semelhantes. Analisamos a viabilidade de P.
brasiliensis quando coincubado com a ameba. Para isso foi realizado um ensaio de CFU nos
periodos de 6h e 24h onde o fungo foi recolhido e semeado em meio BHI (Figura 9). Apds 6h
de coincubacdo observamos que o fungo mesmo sendo internalizado pela ameba permanecia
viavel, e quando comparamos com o controle, que representa o fungo incubado sem a
presenca de A. castellanii, observamos que a diferenca do nimero de células viaveis nao era
estatisticamente significativa. Entretanto, apds 24h de coincubagcdo observamos um grande
decaimento do numero de células fungicas viaveis. Quando comparamos com o controle
observamos um decaimento de mais de 90% na viabilidade de P. brasiliensis apds 24h de
coincubacdo com a ameba. Isso indica que A. castellanii ndo sé sobrevive quando internaliza
o fungo como aparentemente é capaz de destrui-lo.

P. brasiliensis & um fungo dimorfico, e em temperaturas abaixo de 28°C é encontrado
na forma de micélio. Portanto, quando o fungo é encontrado naturalmente no solo ele
geralmente esta em sua forma miceliana (Brummer et al., 1993). Acreditamos que iSso possa
atuar como uma defesa contra microrganismos predadores de solo. Conforme descrito na
literatura células fagociticas como macrofagos ou amebas podem apresentar dificuldades para
internalizar fungos quando encontrados na forma de micélio (Brakhage et al., 2010). Esse tipo
de comportamento pode ser observado em fungos patogénicos como Aspergillus fumigatus.
Os conidios dessa espécie de fungo podem crescer e se desenvolver em grandes filamentos no
interior dos tecidos de seu hospedeiro. Isso impossibilita sua internalizacdo por células
fagociticas, obrigando o hospedeiro a utilizar outras formas de defesa (Behnsen et al.,
2007;Brakhage et al., 2010). P. brasiliensis inicia seu processo dimdrfico de micélio para
levedura a partir de 28°C (Patino et al., 1984). Apesar do fungo s6 completar seu processo
dimérfico a 37°C, acreditamos que algumas de suas células possam ser encontradas
naturalmente na forma de levedura em solos mais quentes, possibilitando o ataque de
predadores como A. castellanii. Entretanto, nossos dados ainda sé@o insuficientes para
confirmar a hipétese de que P. brasiliensis teria selecionado certos aspectos de sua viruléncia
em resposta a sua interacdo com predadores de solo. Os experimentos realizados neste
trabalho empregaram leveduras que vem sendo cultivadas in vitro a um longo periodo
podendo diminuir, assim, sua viruléncia. Quando P. brasiliensis é cultivado in vitro por

longos periodos observa-se uma diminuicdo de sua viruléncia. Dessa forma, novos testes
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ainda devem ser feitos utilizando leveduras recém coletadas de animais infectados e/ou do

solo, como também usando conidios, que representam a forma de propagulo do fungo.
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Figura 9. Viabilidade de P. brasiliensis ap6s coincubacédo com A. castellanii. A viabilidade
fangica foi determinada por contagem de unidades formadoras de colénia (CFU) em meio
BHI. O experimento foi realizado na proporcao de 1:2 (Ameba/Fungo). O controle representa
células de Pb sem a coincubacdo com a ameba. Os dados foram analisados no GraphPad
Prism com teste T ndo paramétrico e * corresponde a P < 0,05. O experimento foi realizado

em triplicata.

4.4) A. castellanii interfere na filamentacao de P. brasiliensis

Como citado anteriormente, leveduras de P. brasiliensis passam por uma transi¢cao
dimorfica para forma de micélio quando submetidos a temperaturas abaixo de 28°C.
Entretanto, durante a realizacdo de experimentos na temperatura de 28°C observamos que 0
fungo continua leveduriforme quando coincubado com A. castellanii. Em ensaios de
fagocitose observamos que grande quantidade do fungo é ingerida e digerida pela ameba,

porém, os fungos restantes permaneciam na forma de levedura mesmo quando passavam um
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tempo prolongado a 28°C. De acordo com Shankar et al (2011) a interacdo de P. brasiliensis
com horménios mamiferos pode influenciar sua transicdo dimorfica de diversas maneiras.
Hormdnios sdo moléculas regulatérias que induzem a regulacdo da expressao de certos genes
através de interacdes mediadas por receptores localizados nas células. Estudos mostram que
horménios mamiferos podem interagir com diversos fungos com respostas funcionais desses
fungos. Esses trabalhos sugerem que sistemas de resposta para horménios foram conservados
evolutivamente e que eles podem desempenhar um importante papel na patogenicidade e no
desenvolvimento desses fungos (Shankar et al., 2011). O fato da paracoccidioidomicose afetar
mais homens do que mulheres nos sugere que as doses hormonais do hospedeiro possam
interfir de alguma forma na sua patogenicidade. Estudos mostram que horménios femininos
podem inibir a transicdo de P. brasiliensis de micélio para levedura e de conidio para levedura
interferindo significativamente em sua viruléncia (Restrepo et al., 1984;Salazar et al., 1988).
Levando em consideracdo estudos da influéncia de hormoénios femininos em P. brasiliensis
decidimos investigar mais profundamente como A. castellanii pode interferir na transigéo
dimorfica do fungo. Para isso, realizamos uma extracdo de lipidios da ameba e incubamos
leveduras de P. brasiliensis na temperatura de 28°C com as fracdes polar e apolar obtidas na
extracdo (Figura 10). Observamos que a fracdo polar obtida na extracdo de lipidios da ameba
exerce uma influéncia significativa na transicdo dimorfica do fungo de levedura para micélio
na temperatura de 28°C. Apds dois dias de incubacdo do fungo a 28°C o controle ja inicia a
transicdo de levedura para micélio, entretanto quando o fungo é incubado na presenca da
fracdo polar da extracdo de lipidios de A. castellanii ele permanece na forma de levedura,
indicando que a ameba pode exercer uma influéncia na transicdo de levedura para micélio do
fungo. Observamos também que a fragdo polar da extracdo de lipidios de A. castellanii exerce
influéncia dose dependente na transicdo dimdrfica de P. brasiliensis. Quanto maior a dose,
um menor namero de células do fungo iniciam o processo de transi¢cdo. Mais experimentos
devem ser realizados para podermos entender melhor esse processo. A presenca de A.
castellanii pode impedir a transicdo de levedura para micélio de P. brasiliensis, mas nédo
sabemos se a presenca da ameba pode afetar a transicdo dimorfica do fungo de micélio para
levedura. Pretendemos realizar esse experimento com outras espécies de fungos dimorficos e

também utilizar outras espécies de amebas de solo para observar se 0 processo se repete.
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Figura 10. Iniblgéo ilamentac;éo de P. asiliensis ela oincubagﬁo com A. catelani.
O fungo foi incubado na temperatura de 28°C e ap6s dois dias imagens de campo claro foram
obtidas utilizando um microscépio Optico. (A) P. brasiliensis coincubado com A. castellanii.
Setas amarelas indicam células do fungo leveduriformes. (B) P. brasiliensis incubado na
auséncia de A. castellanii. (C, D e E) P. brasiliensis incubado na presenca da fragdo polar da
extracdo de lipidios de A. castellanii. (C) Concentracdo equivalente a um tubo da extracdo de
lipidios. (D) Concentracdo equivalente a dois tubos da extracdo de lipidios. (E) Concentracdo

equivalente a trés tubos da extracéo de lipidios.
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4.5) Efeito sobre a viruléncia de P. brasiliensis ap0s passagem
seriada em A. castellanii

C. neoformans pode diminuir sua viruléncia apos varias geracdes de cultivo in vitro,
mas quando é incubado na presenca de macréfagos essa viruléncia é recuperada (Rhodes e
Howard, 1980;Franzot et al., 1998). Estudos nos mostram que esse mesmo comportamento
pode ocorrer quando C. neoformans interage com amebas de solo como Dictyostelium
discoideum. De acordo com Steenbergen et al (2003) o fungo pode apresentar um tamanho de
capsula maior e uma melanizacdo mais rapida apds a coincubacdo com essa ameba. A capsula
é essencial para viruléncia de C. neoformans pois tem propriedades antifagociticas e
citotoxicas e a melanizacdo protege contra a acdo de radicais livres e peptidios
antimicrobianos (Jacobson e Emery, 1991;Feldmesser et al., 2000;Steenbergen et al., 2003).
Esse tipo de comportamento ja foi observado para outros microrganismos como Legionella
pneumophila, que aumenta a viruléncia apés interacdo com amebas de solo (Brieland et al.,
1997). Quando P. brasiliensis € cultivado iv vitro por longos periodos observa-se uma
diminuicdo de sua viruléncia, entretanto, quando o fungo é passado por uma cultura de
macrofagos, essa viruléncia pode ser recuperada (Brummer et al., 1990;Svidzinski et al.,
1999). De acordo com Kashino et al (1990) ap6s 64 meses de cultivo in vitro, P. brasiliensis
pode chegar a perder sua letalidade infectando camundongos suseptiveis a PCM, entretando,
qguando o fungo é recuperado ap6s alguns ciclos de infeccdo em camundongos pode voltar a
ser tdo virulento quanto seu isolado original (Kashino et al., 1990).

Baseando nas observacbes de que certos fungos dimorficos podem aumentar sua
viruléncia apo6s serem recuperados da interacdo com amebas de solo realizamos um ensaio
para testar se P. brasiliensis apresenta essa mesma caracteristica. Para isso, foram feitos seis
ciclos de passagens seriadas do fungo em A. castellanii e posteriormente esse fungo
recuperado foi inoculado em larvas de G. mellonella para uma curva de sobrevivéncia (figura
11). Para essa curva foram feitos dois controles, um deles corresponde ao inéculo do fungo
ndo submetido pelos ciclos de passagens seriadas em A. castellanii e outro que corresponde a
um indculo apenas em PBS. Apds 8 dias de observacdo ambos grupos de larvas inoculadas
com os controles permaneceram 100% viaveis. Entretanto, apds apenas um dia, a primeira
larva do grupo infectado com P. brasiliensis que passou pelos ciclos de fagocitose por A.
castellanii ja havia morrido e apds 8 dias esse nimero chegou a quase 50% das larvas desse

grupo. Durante o experimento podemos observar uma crescente melanizagdo das larvas no
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decorrer da infeccdo. A melanizacdo de G. mellonella é um importante processo da resposta
imune desse inseto envolvido na defesa contra um grande nimero de patdgenos. Esse
processo destina-se em capturar patdgenos invasores com a producdo do pigmento resultando
no escurecimento das larvas (Ratcliffe, 1985). Apesar de ndo termos acompanhado a
sobrevivéncia das lagartas por mais tempo por problemas técnicos, a diferenga na
sobrevivéncia das que foram infectadas com o fungo que interagiu com as amebas se mostrou
estatisticamente diferente da sobrevivéncia das lagartas que foram infectadas com o fungo
controle. Esse experimento piloto nos sugere que a viruléncia das leveduras de P. brasilliensis
pode ser influénciada pela sua interacdo com A. castellanii.

Ainda ndo esta completamente elucidado como alguns microrganismos patogénicos
aumentam a viruléncia apés sua fagocitose por macréfagos ou amebas de solo e como essa
viruléncia é atenuada apds longo tempo de cultivo in vitro. Estudos indicam que fatores
presentes no hospedeiro podem ter um importante papel selecionando variantes mais
virulentas ou até induzindo modificacdes em leveduras de P. brasiliensis (Kashino et al.,
1990). Catrenich e Johnson (1988) apontam em seu trabalho que culturas com viruléncia
atenuada de Legionella pneumophila podem conter misturas de células avirulentas e de
crescimento rapido com células virulentas vidveis de crescimento lento. Quando uma cultura
como essa infecta um hospedeiro as células virulentas podem ser selecionadas e quando
recuperadas podem dar origem a uma cultura mais virulenta (Catrenich e Johnson, 1988).
Experimentos como esse nos indicam que P. brasiliensis e outros microrganismos
patogénicos podem ter sua viruléncia aumentada ap6s a interacdo com amebas de solo. Isso
nos sugere que A. castellanii e outras amebas de solo podem ser excelentes modelos para o
estudo dos efeitos evolutivos na viruléncia de varios microrganismos. Alem disso, sustentam
a hipétese de que diversos fungos dimérficos mantem sua viruléncia naturalmente devido a

interacdo com microrganismos predadores de solo.



50

= Pb18
100 =
I— -~ Pb18 pos Ac
3 ~ PBS
=
<g _|
o
S 50
w»n
X
0 . v ' r .
0 2 4 6 8 10

Dias
Figura 11. Curva de sobrevivencia de G. mellonella infectada com P. brasiliensis.
P. brasiliensis foi recuperado ap6s 6 ciclos de interagdo com A. castellanii e infectado em G.
mellonella (Verde). Controles representam indculo do fungo ndo cocultivado com A.
castellanii (Azul) e in6culo apenas com PBS (Roxo). As larvas foram mantidas a 37°C e

checadas a cada 24h.
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5.Conclusoes e Perspectivas

Embora ndo possamos dizer ao certo como e porque fatores de viruléncia que
permitam a sobrevivéncia de fungos em hospedeiros mamiferos surgiram, é possivel que esses
fatores tenham aparecido e sido selecionado no contexto das interagdes do fungo com
diversos organismos e/ou fatores ambientais. O surgimento de tais ferramentas provavelmente
tornaram-se adaptativamente importantes a sobrevivéncia do fungo no seu habitat natural e
assim foram selecionadas, e continuam a ser moldadas na interface da interacdo patdgeno-
hospedeiro que pode ter levado a uma coevolucdo tornando essa interagcdo cada vez mais
intrincada (Casadevall e Pirofski, 2007). O modelo de estudo escolhido com A. castellanii ndo
reproduz todos os aspectos de uma infec¢do por um fungo no seu hospedeiro mamifero, mas
aporta varios aspectos importantes incluindo o fato desse protozoario ser encontrado no
ambiente natural do fungo (Mylonakis et al., 2007).

Sabemos que a ameba de solo A. castellanii interage com leveduras de P. brasiliensis
internalizando-as e digerindo-as e que o fungo nédo é capaz de destruir a ameba como faz com
macréfagos em determinadas condi¢des. Entretanto, sabemos que a ameba ndo é capaz de
fagocitar o fungo quando esse se encontra na forma de micélio, 0 que pode servir como uma
defesa ja que P. brasiliensis é encontrado na forma de micélio a temperatura ambiente. Mas
existem indicios que o fungo possa ser encontrado vivendo em populacGes heterogéneas
contendo leveduras e micélios, principalmente em solos com temperaturas mais elevadas.
Além disso nossos experimentos indicam que a presenca de A. castellanii pode influenciar o
dimorfismo de P. brasiliensis impedindo sua transi¢cdo dimorfica de levedura para micélio,
permitindo assim que a ameba se alimente do fungo.

Para podemos explicar como e porque fatores de viruléncia apareceram em P.
brasiliensis muitos estudos ainda devem ser realizados. Sabemos que os conidios séo as
principais formas de propagulo do fungo e devemos realizar novos estudos envolvendo esse
tipo morfolégico do fungo. A levedura é muito modificada e diferente fisiologicamente e
metabolicamente quando comparada com o conidio que talvez seria a forma do fungo que
melhor interage com as amebas no solo. Outro aspecto importante € a existéncia de uma
grande diversidade de diferentes isolados de P. brasiliensis, o que nos atira a atencdo por
exemplo, para buscar testar nestes ensaios aqueles isolados encontrados em intima associacao

com tatus, e outros animais.
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Além disso, muitos tipos de ameba podem ser encontradas no solo. E possivel que
existam outras espécies ainda ndo estudadas que ndo consigam destruir o fungo. Todavia, a
similaridade de interacdes entre amebas e macrdfagos e a observacao de que a viruléncia do
fungo pode ser aumentada apds a interacdo com a ameba nos dao fortes indicios de que esses
protozoarios possam ter um papel importante no aparecimento e na manutencao de fatores de

viruléncia em P. brasiliensis.
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